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RESUMO

A Medicina natural tem se apresentado como alternativa para a cura de inumeras doencgas que
afetam a populac¢ao, utilizando-se de plantas da flora brasileira; muito embora ainda nao
sejam totalmente esclarecidos os principios ativos, mecanismo de agdo e caracteristicas de
citotoxicidade destes produtos. Uma dessas substancias ¢ um 6leo extraido de uma arvore de
grande porte da familia [eguminosea e encontrado em todo o Brasil, denominado 6leo de
Copaiba cujo uso é bastante difundido pela populagio da regido amazénica, e com as
seguintes comprovagoes cientificas: diurético, laxante, antitetanico, anti-séptico do aparelho
urinario, cicatrizante, antiinflamatério e inibidor tumoral. Com esse proposito avaliou-se o
comportamento quimiopreventivo do dleo resina de Copaiba na forma natural e manipulado
artesanalmente no desenvolvimento de neoplasias DMBA induzidas na mucosa bucal de
hamsters sirios dourados (Mesocricetus auratus). Oitenta animais foram divididos em cinco
grupos experimentais: (Grupo I: DMBA; Grupo 1I: éleo de Copaiba i natura; Grupo 111
Oleo de Copaiba manipulado; Grupo IV: DMBA + 6leo de Copaiba i natura e Grupo V:
DMBA + 6leo de Copaiba manipulado artesanalmente). Procedeu-se a aplicagao das
substancias experimentais, precedido por rigida observacio clinica respeitando-se os periodos
de 7, 13 e 20 semanas respectivamente. Apos os intervalos cronoldgicos os animais foram
mortos e os espécimes linguais avaliados morfologicamente. Os resultados demonstraram que
as substancias experimentais apresentaram estreita associa¢io com o peso dos animais; lesdes
de aspecto macroscopico e microscoépico mais significativo foram observadas no grupo 1
quando comparado ao grupo IV e V, respectivamente, sugerindo um efeito inibidor das duas
apresentacdes do 6leo de Copafba. Nao encontramos diferenca estatistica significante entre a
capacidade de inibicio tumoral quando comparamos o grupo IV e o grupo V,
respectivamente. A ocorréncia das lesdes bucais nao se mostrou restrita a borda lateral da
lingua exclusivamente; ocorrendo em outras regides como: soalho bucal, ventre lingual,
mucosa jugal e comissura labial. Nossos estudos baseados em parametros como: peso dos
animais, diametro das lesdes bucais, aspectos macroscopicos e microscopicos puderam
observar significativa redugao nos grupos IV e V em relacao ao grupo I. Novos estudos
devem ser conduzidos, baseados em ensaios imunoistoquimicos e de biologia molecular para
maior confiabilidade e aprofundamento de nossos resultados.

Palavras-Chave: Olcos vegetais. Neoplasias bucais. Modelos animais. 9,10-Dimetil-1,2

benzoantraceno. Cromatografia. Fitoterapia.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE TUMOR INHIBITIVE EFFECT OF IN NATURA (Copaifera reticulata)
AND HAND PREPARED COPAIBA OIL IN THE DMBA-INDUCED ORAL CARCINOGENESIS
MODEL

Natural Medicine has been considered an alternative to cure several diseases affecting the
population, using plants from the Brazilian flora, even though the active principles,
mechanism of action and cytotoxicity of these products have not been fully elucidated so far.
One such substance is the copaiba oil, extracted from a large tree of the family L eguminosae,
found throughout Brazil. This oil has widespread use by the Amazonian population and has
been scientifically demonstrated to be diuretic, laxative, antitetanic, antiseptic for the urinary
system, healing, antiinflammatory, and tumor inhibitive. Within this context, this study
evaluated the chemopreventive effect of copaiba oil, in natural form and hand prepared, on
the development of DMBA-induced neoplasia of oral mucosa in golden Syrian hamsters
(Mesocricetus anratus). Eighty animals were divided into five study groups, as follows: Group I —
DMBA; Group II — copaiba oil in natura; Group III — hand prepared copaiba oil; Group IV
— DMBA + copaiba oil in natura; and Group V — DMBA + hand prepared copaiba oil. The
experimental substances were applied and the animals were maintained under strict clinical
observation for 7, 13 and 20 weeks. After these time periods, the animals were killed and
specimens obtained from the tongue were morphologically evaluated. The results
demonstrated that the experimental substances presented close association with the weight of
animals; lesions with more significant macroscopic and microscopic aspect were observed for
Group I compared to Groups IV and V, respectively, suggesting an inhibitive effect of both
forms of copaiba oil. There was no statistically significant difference in tumor inhibition
ability between Groups IV and V. The occurrence of oral lesions was not restricted to the
lateral border of the tongue; rather, it was also observed on other regions, including the
mouth floor, ventral tongue, oral mucosa and lip commissure. Investigation of the weight of
animals, diameter of oral lesions, macroscopic and microscopic aspects revealed significant
reduction in Groups IV and V compared to Group 1. Further studies should be conducted,
including histochemistry and molecular biology analyses, to enhance the reliability and
strengthen the present outcomes.

Keywords: Plants oils. Mouth Neoplasms. Models, animal. 9,10-Dimethyl-1,2 benzanthracene.
Chromatography. Phytotherapy.
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Representagdo das estruturas anatémicas removidas por necrépsia do hamster sirios dourados
(Mesocricetus auratus) de importancia no estudo da carcinogénese experimental DMBA induzida.

Representagdo quimica dos principais constituintes dos 6leos resina de Copaiba.
Autoclave horizontal utilizado na esterilizagdo da maravalha para forramento das caixas plasticas.

Marcacdo da orelha dos animais experimentais, adaptado do sistema australiano de marcacéo de
suinos, para melhor identificagdo do grupo experimental.

Balanga utilizada para avaliagdo do peso dos animais no inicio do experimento e no dia da morte, em
seus respectivos tempos experimentais.

P6 de DMBA (9,10-Dimetil-1,2-benzoantraceno) utilizado no experimento.
Balanca de alta precisdo utilizada para pesagem do p6 de DMBA.
Contencdo mecanica do animal com a finalidade de melhor aplicagdo das solugdes experimentais.

Aplicacdo com pincel das solu¢Bes na borda lateral da lingua dos hamsters, quatro vezes
consecutivamente

Contencdo mecanica do animal seguida da aplicagdo do anestésico e relaxante muscular na regiao
posterior caudal do hamster.

Realizacdo da tricotomia na regido dorsal do animal imobilizado com a utilizagdo de tesoura
apropriada; seguido de necropsia onde foi removida a lingua, linfonodos regionais, figado, rins e
pulm&o, para avaliagdo macroscopica e microscopica.

Leitura por cromatografia gasosa do 6leo resina de Copaiba (Copaifera reticulata) exibindo seus
principais constituintes.

Aspecto de normalidade em relagédo a mucosa bucal do animal do grupo | no periodo experimental de
7 semanas.

Discreta papula avermelhada na regido de soalho bucal do animal do grupo | no periodo experimental
de 7 semanas de aplicagdo exclusivamente da solu¢&o de DMBA.

Presenca de multiplas lesdes papilomatosas na borda lateral, ventre lingual e soalho bucal com areas
centrais ulceradas e superficie ligeiramente branca avermelhada no animal experimental do grupo | no
periodo de 13 semanas de aplicagédo de DMBA.

Lesdo papilomatosa Unica na regido de ventre lingual e pequeno nédulo ulcerado na regido da
mucosa jugal do animal do grupo IV no periodo experimental de 13 semanas.

Presenca de extenso nodulo ulcerado com discreta pseudomembrana esbranquicada na regido de
mucosa jugal e comissura labial, sugerindo clinicamente carcinoma espinocelular no periodo
experimental de 20 semanas; submetidos a aplicagdo exclusiva da solugdo de DMBA. (Grupo | 20
semanas)

Presenca de mdltiplos nodulos ulcerados, sangrantes ao toque, na regido de mucosa jugal e
comissura labial, compativel clinicamente com carcinoma espinocelular no periodo de 20 semanas
submetidos a aplicagdo exclusiva da solugdo de DMBA. (Grupo | 20 semanas)

Presenca de lesdo eshranquicada de aspecto Ulcero vegetante localizada no limite da regido de
soalho bucal e ventre lingual sugerindo clinicamente carcinoma espinocelular papiliforme pequeno.
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Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais experimentais do grupo | no periodo de 7
semanas, onde se destaca a presenca de areas de hiperplasia epitelial com hiperortoqueratinizagéo e
auséncia de displasia epitelial. (Coloragéo H.E.)

Aspecto microscopico da mucosa bucal dos animais experimentais do grupo | no periodo de 7
semanas, onde se destaca a presenca de discretas areas de hiperplasia epitelial com displasia
epitelial leve. (Coloracdo H.E.)

Aspecto microscépico da mucosa bucal dos animais experimentais do grupo IV no periodo de 7 sema-
nas, onde se destaca a presenca de acentuada hipeortoqueratose, com moderada hiperplasia e
auséncia de displasia epitelial . (Coloragéo H.E.)

Aspecto microscdpico da mucosa bucal dos animais experimentais do grupo I, no periodo
experimental de 13 semanas, onde se destaca a presenca de carcinoma espinocelular papiliforme de
pequeno tamanho. (Colora¢do H.E.)

Aspecto microscopico da mucosa bucal do animal experimental do grupo I, no periodo de 13
semanas, onde se destaca a presenca de carcinoma espinocelular papiliforme de grande tamanho.
(Coloragao H.E.)

Aspecto microscpico em maior aumento da mucosa bucal do animal experimental do grupo I, no
periodo de 13 semanas, onde se destaca a presenca de mitoses atipicas, hipercromatismo nuclear,
pleomorfismo nuclear e celular intenso, pérolas corneas e invasdo perivascular. Nota-se ainda a
presenca de leuctcitos mononucleares no conjuntivo. (Coloragdo H.E.)

Aspecto microscopico em maior aumento da mucosa bucal de um animal do grupo IV no periodo de
13 semanas; onde se destaca a presenga de mitoses atipicas, hipercromatismo nuclear, pleomorfismo
nuclear e celular intenso, note que a camada basal mostra-se intacta sem invaséo de ilhotas epiteliais
para a lamina propria e tecido conjuntivo subjacente; compativel com displasia moderada. (Colora¢éo
H.E.)

Aspecto microscdpico da mucosa bucal de um animal experimental do grupo | no periodo de 20
semanas; onde se destaca a presenca de intenso pleomorfismo celular, perda de adeséo celular,
grande quantidade de queratina permeando as células tumorais, perda de integridade do estrato
epitelial e invasdo de ilhotas epiteliais tumorais para lamina propria e tecido conjuntivo subjacente.
(Coloragdo H.E.)

Aspecto microscopico da mucosa bucal de um animal do grupo | no periodo experimental de 20
semanas; compativel com carcinoma espinocelular bem diferenciado onde se destaca a presenca de
inimeras mitoses atipicas, hipercromatismo nuclear, pleomorfismo celular intenso, grande quantidade
de queratina por entre as células tumorais; além de intensa invasdo epitelial para o tecido conjuntivo
subjacente. (Coloracéo H.E.)

Aspecto microscdpico da mucosa bucal de animal experimental do grupo Ill no periodo experimental
de 20 semanas, onde se destaca a presenca de acentuada hiperortoqueratose, com moderada
hiperplasia epitelial. (Coloragdo H.E.)

Aspecto microscopico da mucosa bucal de um animal do grupo IV no periodo experimental de 20
semanas; onde se destaca a presenca de hiperplasia epitelial associado a intenso pleomorfismo
celular, perda de adesdo celular, mitoses atipicas, compativel com displasia epitelial de aspecto mo-
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1 Introducao

A forma pela qual o homem tem interpretado os fendomenos da natureza —
dentre estes os biolégicos - vem mudando continuamente. Os conceitos sobre saude e
doenca diretamente influenciados pelos conhecimentos cientificos, contribuem
significativamente para a compreensao do organismo humano e consequiente evolucao da
espécie.

O entendimento dos mecanismos moleculares e imunolégicos que ocorrem no
organismo, em seu estado fisiolégico e relacionados ao desenvolvimento tumoral, sao de
fundamental importancia para a instituicao de medidas terapéuticas. (COTRAN, KUMAR
e COLLINS, 2000; PARISE JR., 2000; ALBERT, 2002; DERKA et al. 2006) A extensa
variedade de neoplasias com as mais diferentes gradagdes histologicas, comportamento
biolégico e resposta organica dificultam a descoberta de novas drogas que possam atuar
inibindo o crescimento tumoral. (BONNE e YOU, 1997; SUGIMOTO, 2003).

Baseado nisto a procura por modalidades terapéuticas que tenham como
objetivo a prevencdo, representam o principal alvo de investigacio da carcinogénese
Shaklar, 1980; Miller, 1989; Nehlig ¢ Debry, 1994; Tanaka et al. 1994; Fukushima et al.
1997; Mori, 1997; Nishino, 1997; Rui, 1997; Balasenthil et al. 1999; Balasenthil e Nagini,
2000; Mans, Rocha e Schwartsmann, 2000; Bhuvaneswari et al. 2001; Saroja, 2001;
Balasenthil, Rao e Nagini, 2002; Li et al. 2002; Livny 2002; Wada et al. 2003; Chen et al.
2006; Manoharan et al. 2006; Mohan et al. 2006 estando diretamente relacionada ao
acumulo de alteracdes genéticas, particularmente nos genes que regulam o crescimento,
diferenciacao, morte celular, estabilidade e reparo do DNA. (ODUKOYA e SHKLAR,
1984; STEIDLER ¢ READE, 1986; COTRAN, KUMAR e COLLINS, 2000; CWIKLA
et al. 2000; ALBERT, 2002).

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, acometendo predominantemente homens a partir da quinta década

(PARISE JR., 2000). Essa significativa prevaléncia das neoplasias bucais ¢é atribuida ao



36 1 Introducéo

fato da boca estar constantemente submetida a agdo de variados agentes fisicos e
quimicos, merecendo uma criteriosa avaliagdo em relacao ao potencial carcinogénico de
inimeras substancias (LIMA, 1997; LIMA, 1999; CAMARGO, 1999; MESQUITA et al.
2003; PIEROLI, 2003). Desta forma, devem ser rigorosamente avaliadas quanto a
intensidade e frequéncia de exposi¢do necessaria para o desenvolvimento de tumores; aos
fatores potencializadores ou depressores de sua atividade carcinogénica, além de uma série
de questionamentos passiveis de serem esclarecidos por meio de ensaios experimentais.

A utilizagao destes modelos experimentais tem assumido grande importancia
no sentido de avaliar o potencial carcinogénico e quimiopreventivo de inumeras
substancias, de modo especial aquelas utilizadas como medicamentos, bebidas e
alimentos. (AL-DAMOUK, 1993; FUKUSHIMA et al. 1997; LIMA, 1997; LIMA, 1999;
BALASENTHIL e NAGINI, 2000; BHUVANESWARTI et al. 2001; BALASENTHIL,
RAO E NAGINI, 2002; BALASENTHIL, RAO e NAGINI, 2002; LI et al. 2002;
SHABANY et al. 2002; MESQUITA et al. 2003). Dentre os modelos relacionados a
carcinogénese quimica bucal, destaca-se o que se utiliza de uma substancia com potencial
carcinogénico bem estabelecido: 9-10-Dimetil Benzantraceno (DMBA); que se apresenta
comercialmente sob a forma de um pé de hidrocarboneto aromatico policiclico, que
quando diluido em acetona e aplicado na mucosa bucal dos hamsters, é capaz de produzir
lesGes malignas induzidas quimicamente.

Dentro desta linha de estudo, outros agentes carcinogénicos quimicos podem
ser utilizados com essa finalidade, como o metilcolantreno, a NQO e o benzopireno,
porém a preferéncia pela utilizacgdo do DMBA esta associada a sua acao local, por suas
propriedades de iniciagio e promoc¢do da carcinogénese, bem como pela presenca de
tempos experimentais muito bem estabelecidos na literatura. (SALLEY, 1954; MORRIS,
1961, EVESON, 1981; SLAGA e GIMENEZ-CONTI, 1992; GIMENEZ-CONTI,
1993; MATIAKIS et al. 1994; TANAKA et al. 1994; SHKLAR, 1999; DERKA et al.
2000)

As pesquisas recentes apontam na dire¢do de farmacos que interfiram na
inibicado do desenvolvimento tumoral, pois estes podem atuar aumentando
significativamente a sobrevida de pacientes portadores de neoplasias malignas; como
também exercer agdao sobre a viabilidade das células tumorais e no combate imunolégico

as doencas.
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No ambito desses estudos, ¢ crescente a utilizagao de espécies vegetais testadas
experimentalmente. (MARTIN-SMITH e SNEADER, 1969; AKERELE, 1988; BASILE
et al. 1988; PAIVA et al. 1998; PAIVA et al. 2002; PAIVA et al. 2003; CASTRO e SILVA
JR. 2004; CARVALHO et al. 2005; SUBAPRIYA et al. 2005)

Baseando-se neste contexto a medicina natural tem-se mostrado como
alternativa, principalmente pela populagio de menor recurso economico. (DI STASI,
1996; OLIVEIRA e FERRAZ, 1998; PEREIRA, 1998; LIMA JR. et al. 2005) No Brasil,
destaca-se a utilizagdo de diversas espécies vegetais, dentre estas a Copaiba (género
Copaifera), planta nativa da regido Amazonica; do tronco dessa arvore é extraido um 6leo,
ao qual sao atribuidas diversas propriedades terapéuticas. (BASILE et al. 1988; ARAUJO
JR., 1998; PAIVA, 1998; PESSOA et al. 2000; PAIVA et al. 2002; LIMA, 2003; PAIVA et
al. 2003; SUGIMOTO, 2003; CASTRO e SILVA JR. et al. 2004; CARVALHO et al.
2005). Esse 6leo é composto basicamente por sesquiterpenos e diterpenos; substancias
responsaveis por grande parte das atividades farmacolégicas, variando qualitativa e
quantitativamente de acordo com a procedéncia e espécie estudada. (BIAVATTI et al.
2000)

Atualmente acredita-se que no territorio brasileiro existam mais de 20 espécies
do d6leo de Copafba com indicagOes terapéuticas comprovadas cientificamente.
(BANDEIRA et al. 1999; MACIEL, PINTO e VEIGA JR., 2002; VEIGA JR. e PINTO,
2002) Este 6leo é obtido por meio de um furo na porcao central do tronco das arvores,
onde escorre um liquido incolor, limpido, com coloracio variando do amarelo ao
marrom, apresentando odor e sabor caracteristicos. (BIAVATTI et al. 20006)

Nos dltimos anos, o interesse pelos extratos de plantas vegetais utilizados na
medicina popular tem crescido, com o objetivo de descobrir novos compostos com
diferentes efeitos farmacolégicos, e menor efeito indesejavel se comparado aos farmacos
ja existentes. Apesar do uso tradicional e frequente por parte da populagio, duas questdes
precisam ser aprofundadas: real efetividade e auséncia de toxicidade. E necessario
conhecer a dose eficaz e aquela que produz toxicidade, sendo fundamental a institui¢ao de
um estudo farmacodinamico e toxicolégico padronizado.

O estudo farmacolégico pré-clinico de um determinado produto natural

comprova a sua eficacia e toxicidade visando os seus beneficios para uso em humanos.

(SECCO, 1990; BANDEIRA et al. 1999; COSTA-LOTUFO et al. 2002). Somado a isso
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¢ possivel tracar um perfil dos efeitos colaterais, relacionando esses efeitos as doses e
definindo um seguro mecanismo de agao.

Partindo-se do principio que o 6leo resina de Copaiba tem apresentado
evidéncias de participacio no controle do desenvolvimento tumoral e que nao existem
trabalhos na literatura avaliando o seu papel na inibicao tumoral em neoplasias malignas
de cabeca e pescogo, julgou-se valido avaliar a resposta macroscopica e microscopica
tecidual frente a aplicacao do 6leo resina de Copaiba na forma 7 natura e em emulsao oral,

manipulado artesanalmente no modelo de carcinogénese experimental DMBA induzida.
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2 Revisao de Literatura

Neste capitulo, inicialmente serdao revisados trabalhos relacionados a utilizagao
do hamster como animal modelo experimental, secundariamente artigos que tratam da
aplicacao do modelo de carcinogénese experimental DMBA induzida e sua relagdo com a
quimioprevengao; por fim trabalhos que discutem a utilizacao de plantas medicinais e sua
associagao com o mecanismo de inibi¢ao tumoral, com especial destaque ao dleo resina

de Copaiba.

2.1 O Hamster como animal no modelo de carcinogénese experimental

2.1.1 Breve historico

A utilizacio 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 a dificuldade de manuten¢do em cativeiros e o pouco
conhecimento sobre seu manejo, sua difusio pelo mundo ocorreu de forma gradual.

(LAKARS e HERRING, 1980; EVESON, 1981).

Apesar de o hamster sirio ser denominado de “hamster de laboratério”, outras
espécies continuam a ser utilizadas em pesquisas experimentais, mesmo que de forma
pouco freqiiente (HOOSIER e MCPHERSON, 1987). A eleicao do hamster sirio deve-se
ao fato deste possuir tamanho intermediario, adaptar-se muito bem ao ambiente de
biotério, reproduzir-se em grandes quantidades e apresentar um comportamento mais
décil, quando comparado a outras espécies de roedores. (LAKARS e HERRING, 1980;
THOMAS, SPENCER ¢ WORLD, 2007)

Os primeiros trabalhos reportando a utilizacio do hamster como animal
experimental, remontam a década de 30; onde estes roedores eram utilizados em
pesquisas de tuberculose, leishmaniose e lepra; desde esse periodo a sua utilizagdo tem

crescido no ambito das pesquisas experimentais biomédicas.
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Algumas marcantes caracteristicas do hamster sirio estdo relacionadas a
tolerancia imunoldgica a tumores humanos, parasitas, virus, bactérias, possuindo um par
de bolsas laterais, que servem como “sitios propicios” para o estudo de fendémenos
vasculares, ensaios com transplantes, avaliacio do comportamento biolégico de
neoplasias e doengas neuromusculares. (FASSONI, 1992; SANTOS 2002; SUZUKI,
2006; THOMAS et al. 2000)

2.1.2 Aspectos fisioldgicos e anatbmicos dos hamsters

O hamster sirio dourado, de maneira diferente de outros roedores, é um
animal de corpo compacto e cauda muito curta; seu comprimento em geral, quando
adulto, situa-se entre 15 a 17cm, e seu peso médio varia geralmente entre 80 a 120 gramas.
O péelo mostra-se com aspecto curto e avermelhado na regiao dorsal — recebendo a

denominacao de dourado — os olhos sdo escuros e a pele mostra-se com aspecto flacido.

- Lingua

- Linfonodos mandibulares
- Puimao

- Figado

-Rim

L

Figura 01 — Representacdo das estruturas anatbmicas
removidas por necrdpsia do hamster sirios dourados
(Mesocricetus auratus) de importancia no estudo da
carcinogénese experimental DMBA induzida.

De forma marcante apresentam duas bolsas laterais no interior da boca, que

servem de sitio propicio ao armazenamento de alimentos e curiosamente servem para as
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maes agasalharem seus filhotes quando estes se encontram ameagados; sendo também um
local propicio para estudos experimentais. (LAKARS ¢ HERRING, 1980; EVESON,
1981; AL-DAMOUK e MAC DONALD, 1987; CHIANG et al. 2004)

Sao animais escavadores com excelente poder de adaptaciao nos mais variados

ambientes; apresentando habitos noturnos e tendo preferéncia por temperaturas

ambientais acima de 25°C. (SANTOS, 2002)

2.2 O modelo de carcinogénese experimental DMBA induzida

Por mais de meio século a técnica para producao de tumores experimentais em
hamsters sirios, utilizando-se de trés hidrocarbonetos policiclicos associados ao uso do
DMBA tem sido amplamente difundida na literatura, desde esta época, este modelo tem
sido largamente empregado para avaliagio do potencial carcinogénico de variadas

substancias que diariamente entram em contato com a mucosa bucal. (SALEY, 1954)

Os mecanismos de carcinogénese sao amplamente estudados na literatura;
havendo consenso em relagao ao papel do ciclo celular neste processo. Para a ocorréncia
dos tumores ¢ fundamental a existéncia de duas fases distintas: a primeira representada
pelo processo de iniciacdo, no qual células normais sao convertidas em células tumorais
latentes em um curto periodo de tempo, sob a a¢do de uma substancia carcinogénica.
Posteriormente, a promogao no qual células tumorais latentes sao estimuladas a progredir,
ap6s um longo periodo de tempo por agao repetitiva de uma determinada substancia
atuando na mucosa bucal. (ODUKOYA e SHKALAR, 1984; STEILDLER ¢ READE,
1986; MATTAKIS et al. 1994; SHKLAR, 1999; ALBERT, 2002; LORO, VINTERMYR ¢
JOHANNESSEN, 2003).

O cancer bucal ¢ uma doenga genética induzida por alteracGes na homeostasia
da mucosa bucal e pela manuten¢ao do mecanismo de proliferacdao celular e apoptose. As
substancias mediadoras do ciclo celular, relacionados ao processo de apoptose estao
freqiientemente desreguladas durante a carcinogénese, logo uma delecao no gene doc-1 na

fase S do ciclo celular seria a responsavel por uma série de muta¢des, levando a célula ao

descontrole no estadio de proliferacao celular. (NISHIMURA, 1999; COTRAN, KUMAR
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e COLLINS, 2000; CWIKLA et al. 2000; PARISE JR. 2000; ALBERT, 2002 ; LORO et
al. 2003; DERKA et al. 2000)

As vantagens na utilizagdo do modelo de carcinogénese experimental DMBA
induzida estao relacionadas a importante contribui¢cao em relagao ao tratamento clinico de
pacientes com cancer bucal. As principais vantagens em relacio a esta metodologia
experimental seriam: a técnica para a induciao dos carcinomas ¢ simples, facilidade de
visualizacdo em relacao a lesao que esta se desenvolvendo, ampla regido a ser analisada,
similaridade entre as alteracbes microscopicas, bioquimicas e moleculares com a mucosa
bucal humana e finalmente resposta tecidual similar em relacio aos agentes prolifaticos e
terapéuticos. (GIMENEZ-CONTI, 1993; SCHWARTZ et al. 2004; MOHAN et al. 2006)

A mucosa bucal dos animais em idade avancada exibe maior resisténcia a acao
dos carcinégenos, quando comparada a animais em idade precoce. A solucao de DMBA a
concentracao de 50% representa uma concentragao ideal para a producgiao de tumores
experimentais em intervalos mais curtos de tempo, sendo que a resposta tecidual do
animal frente a aplicagao do carcindgeno nio estaria exclusivamente relacionada com o
género do animal, mas sim diretamente influenciada pela freqiiéncia de aplicagao, que
deveria ser pelo periodo de trés vezes por semana, com intervalos consecutivos de 48
horas entre as aplicacées. (MORRIS, 1961)

As alteracdes ultraestruturais que ocorrem na mucosa bucal dos hamsters
como resultado da aplicagado do DMBA, revelaram significativas alteracdes nas pontes
intercelulares das células epiteliais. Essas alteracdes puderam ser inicialmente observadas a
partir do segundo dia de aplicacao do carcindégeno; isto poderia representar uma facilidade
maior de penetracio do carcindégeno na camada germinativa do epitélio, estendendo-se
conseqgentiiemente a lamina propria e a regides mais internas do tecido conjuntivo.
(LISTGARTEN, ALBRIGHT e¢ GOLDHABER, 1963; WHITE ¢ GOHARI 1984;
WHITE e GOHARI 1985; HASSANIN, ASHRAFI e DAS, 1987)

Com a finalidade de avaliacao dos efeitos do traumatismo cronico sobre a
mucosa bucal dos hamsters e ainda possivel contribui¢do na etiologia e patogénese do
cancer bucal, foi realizado um estudo que procurou analisar as caracteristicas clinicas e
microscopicas da mucosa bucal dos animais, realizando a morte no periodo de 4, 8, 12,

16, 18, 20 e 24 semanas, respectivamente. Os resultados atestaram que a irritagao
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mecanica cronica somente foi capaz de produzir lesoes de aspecto ulcerativo, sendo que
as lesdes neoplasicas ocorreram exclusivamente no grupo em que o carcinégeno estava
presente. Como conclusiao pode-se sugerir que o trauma cronico, atuando isoladamente,
nao seria capaz de produzir lesdes neoplasicas na mucosa bucal dos animais.
(RENSTRUP, SMULOW e GLICKMAN, 1962)

A utilizacdo do alcool e tabaco em uma grande parte dos estudos demonstra
uma intima associacio com o desenvolvimento do cancer bucal. Partindo-se dessa
constatacdo foi estudado o efeito da ingestdio do alcool, no desenvolvimento de
leucoplasias, displasias e carcinomas bucais induzidos experimentalmente; no trabalho
pode ser observado que o sitio de localizagdo do tumor, tamanho e numero de lesoes
estava diretamente relacionado com as condicoes sistémicas dos animais; isto é, os
animais que exibiam lesGes em borda lateral de lingua, com tamanho e ndmero
significativo apresentavam clinicamente importantes sintomas de imunodepressao.
(BLOT, 1992; LIMA, 1999; SUBAPRIYA et al. 2005).

A avaliagio do comportamento biolégico tumoral e sua relacio com a
presenca de metastases, também foi alvo de estudos baseados no modelo de
carcinogénese experimental DMBA induzida. Com o proposito de investigar os resultados
controversos da literatura em relagdo a ocorréncia de metastases foi realizado um
trabalho, baseado na metodologia proposta por Salley, 1954; sendo inicialmente aplicado
o DMBA e em seguida a Vimblastina, uma droga que apresenta propriedades citostatica.
Os resultados demonstraram que de seis animais sobreviventes ao final do experimento
somente um deles apresentou metastase; podendo-se classificar esse tumores como
potencialmente metastizantes. (RWOMUSHANA, POLLIACK e LEVI], 1970)

No entanto, ao revisarmos a literatura podemos observar que o modelo de
carcinogénese DMBA induzida, ndo representa o melhor método experimental para
avaliagao e inducio do desenvolvimento de metastases a partir de tumores bucais
quimicamente produzidos. (GIMENEZ-CONTI, 1993)

Com o objetivo de estudar os mecanismos de invasio 6ssea foi realizado um
estudo microscépico minucioso em tumores DMBA induzidos de ocorréncia no soalho
bucal de hamsters, através da aplicagago do DMBA diluido a 0,5% em acetona, aplicado
pelo periodo de trés vezes por semana, no tempo experimental de 10 a 12 semanas. Ao

final da aplicacdo das substiancias experimentais a mandibula dos animais foram
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removidas e analisadas quanto ao padrio de invasividade tumoral; podendo ser
classificada em trés grupos distintos: Grupo 1: altera¢Oes limitadas ao peridsteo e cortex
superficial do osso alveolar; Grupo 2: reabsor¢ao menor que a metade da espessura do
osso alveolar e Grupo 3: Reabsor¢ao maior que a metade da espessura do osso alveolar. As
conclusbes apontaram para um processo de invasao Ossea representada sequencialmente
pelos seguintes eventos: destruicao do periésteo, reabsor¢ao da superficie externa do osso
cortical, alargamento dos canais de Harvers e Volkerman, invasao do tumor pelos canais
alargados, crescimento tumoral com acometimento da medula 6ssea e reabsor¢io da
regiao endosteal. (TOTSUKA, AMEMIYA e TOMITA, 1980)

Apesar do estudo acima ter contribuido no sentido de tentar elucidar o
mecanismo de invasao tumoral no modelo de carcinogénese DMBA induzida, limita¢Ses
devem ser atribuidas ao trabalho, relacionadas principalmente a estrutura anatomica da
bolsa intrabucal do animal e da pouca quantidade de saliva no interior da cavidade bucal;
o que mostra diferenca em relagao a espécie humana.

A utilizacao da solucdao de azul de toluidina como corante 7z vzvo aplicado a
eleicao de sitios teciduais mais representativos para a realizagao de bidpsias incisionais tem
sido freqiientemente empregada, como recurso exploratério de diagnostico. (PARISE JR.
2000; CHEN et al. 2006; MISSMANN et al. 2006). Baseados em estudos zz vitro que
demonstraram efeitos mutagénicos, sugerindo uma possivel agdo carcinogénica, foi
investigado o seu efeito tecidual, valendo-se do mecanismo de carcinogénese experimental
DMBA induzida. Os resultados demonstraram que a solu¢ao de azul de toluidina nio atua
como carcindgeno, cocarcinégeno e nem como substincia promotora da carcinogénese.
(REDMAN, KRASNOW e SNIFFEN, 1992)

Na disciplina de Patologia da Faculdade de Odontologia de Bauru da USP, a
utilizagao do modelo de carcinogénese bucal DMBA induzida foi padronizado a partir de
um estudo que estabeleceu um protocolo para estudos de carcinogénese experimental. O
trabalho contou com uma amostra de 120 hamsters sirios dourados (Mesocricetus anratus),
divididos em grupos de 30 animais e posteriormente subdivididos em trés tempos
experimentais de 7, 13 e 20 semanas respectivamente. As conclusdes atestaram que o
DMBA propicia a producao de lesGes cancerizaveis e carcinomas passiveis de serem
avaliados macro e microscopicamente nos respectivos periodos experimentais acima

preconizados. (FASSONI, 1992)
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Seguindo essa linha de estudo experimental, uma série outros estudos foram
conduzidos na disciplina de Patologia avaliando o potencial carcinogénico de inimeras
substancias: formocresol diluido a 1/5, glutaraldeido a 2%; bebidas de alto teor alcélico
(cachaca e uisque); peréxido de hidrogénio a 27% e perdxido de carbamida a 10%.
Estudos que tinham como proposito avaliar se estas substancias atuariam como agentes
iniciadores ou promotores da carcinogénese. Os resultados sinalizaram que o formocresol
diluido a 1/5 e o glutaraldeido a 2% nio puderam ser enquadrados como carcindgenos.
Em relagao as bebidas alcoodlicas de alto teor (cachaca e ufsque) estas apresentaram
potencial carcinogénico em relagdo a mucosa bucal. Por fim o estudo envolvendo os
agentes claeadores concluiu que o peréxido de hidrogénio age como promotor da
carcinogénese, pois potencializa os efeitos dos agentes iniciadores na carcinogénese
quimica bucal. (SALLES, 1993; LIMA, 1997; LIMA, 1999; CAMARGO, 1999)

Baseado na preocupante utilizacio em larga escala de agentes clareadores a
base de perdxido de carbamida a 10%, usados com freqiiéncia na técnica de clareamento
caseiro de dentes desvitalizados; foi realizado um estudo em que se avaliou a proliferagao
celular em carcinomas espinocelulares desenvolvidos no modelo de DMBA-indugao
associado ao peroxido de carbamida a 10%, utilizando-se de marcagdao imunoistoquimica
pela técnica do AgNOR. Os resultados demostraram que no grupo I (Acetona), grupo 11
(Opalescence), grupo III (White & Brite) e VII (Agua Destilada) nio se observou
proliferacao celular compativel com alteracio neoplasica; sendo a ocorréncias de
NORs/nicleo menor que nos demais grupos. No grupo IV (DMBA), o numero de
ocorréncia de NORs/nicleo foi menor que nos grupos V (DMBA+Opalescence) ¢ VI
(DMBA+White e Brite), em que foram desenvolvidos carcinomas espinocelulares mais
exuberantes, sendo observado no grupo V e VI, respectivamente maior proliferaciao
celular e maior padriao de invasividade dos carcinomas. As conclusGes apontam para uma
taxa maior de proliferacao celular nos grupos em que ocorreu a associagao do agente
clareador com o DMBA; se comparado ao grupo em que o DMBA foi aplicado de forma
isolada; isso ocorrendo provavelmente em decorréncia do efeito promotor dos agentes
clareadores. (PIEROLI, NAVARRO ¢ CONSOLARO,. 2000; PIEROLLI, 2003)

A partir da necessidade de se avaliar o potencial carcinogénico da uretana em
baixas concentragoes, que é comumente encontrada em alimentos fermentados tais como:

paes, iogurtes, molho de soja e em bebidas alcodlicas como vinhos, licores, uisque e
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cachaga, valendo-se do modelo de carcinogénese experimental DMBA-induzida; realizou-
se um trabalho com uma amostra de cem hamsters sirios dourados que foram agrupados
em cinco grupos experimentais. O grupo I recebeu aplicagoes topicas de uretana a 0.5%
na borda lateral da lingua; o grupo II aplicacao de uretana a 6%; o grupo III recebeu
aplicacdo de uretana a 0.5% associado a solugao de DMBA; o grupo IV foi administrada a
uretana a 6%, seguido da solu¢ao de DMBA; e finalmente o grupo V com a aplicagio
exclusivamente de DMBA atuando como grupo controle positivo. Os resultados
demostraram que a uretana a concentracao de 0.5% e 6% ndo foi capaz de induzir
alteracoes microscopicas nos grupos 1 e II. A 7formagao de carcinomas nos animais
tratados com uretana e DMBA ocorreu em proporgoes menores se comparados aos que
foram submetidos a aplica¢ao exclusiva da solu¢ao de DMBA. A uretana a 0.5% e 6%
reduziu a o potencial carcinogénico do DMBA, nio apresentando potencial de iniciacio,

promoc¢ao e/ou progressao tumoral. (MESQUITA et al. 2003)

2.3 Efeito quimiopreventivo e 0 modelo de carcinogénese experimental DMBA
induzida.

Quimioprevencdo é a nova ferramenta farmacolégica no tratamento dos
pacientes com cancer Rui, 1997; Katiyar e Mukhtar, 1997; Mohan, et al. 2006, tendo como
objetivo identificar quais substancias poderiam inibir o desenvolvimento tumoral ainda
em estadios precoces; evitando o estabelecimento da neoplasia em seus mais variados
graus de diferenciacdo. (BOONE e YOU 1997; NISHINO, 1997, BALASENTHIL et al.
1999; SHABANY et al. 2002; MOHAN et al. 2005; LAMBERT et al. 2005;
MANOHARAN et al., 2006; SAMY, GOPALAKRISSHNAKONE e IGNACIMUTHU,
20006)

A preocupagao com a deficiéncia vitaminica e uma possivel associa¢ao desta
com a invasividade tumoral, fez com que se estudasse o efeito da caréncia de vitamina A
no modelo da carcinogénese bucal experimental, podendo-se observar que nestes animais
a producao dos tumores ocorreu de forma mais expressiva. A avaliagdo sistémica destes
animais mostrava uma maior taxa de imunodepressao se comparada aos animais que
recebiam uma dieta rica em vitamina A. Esses achados sinalizam um possivel papel

quimiopreventivo da vitamina A no desenvolvimento de neoplasias malignas induzidas
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experimentalmente. (ROWE e GORLIN, 1959; MORI et al. 1997; MANOHARAN et al.
20006)

Seguindo nessa mesma linha de estudo, outro importante trabalho avaliou os
efeitos do acido retindico, um analogo da vitamina C, sendo testado em relagdo a sua
atividade antitumoral no modelo de carcinogénese experimental DMBA induzida
(SHKLAR et al. 1980; KENNEDY, 1994). A amostra consistiu de 53 hamsters sirios
dourados, divididos em quatro grupos experimentais, aplicando-se as substancias
experimentais pelo perfodo de trés vezes por semana, durante 18 semanas. O grupo T:
tratado com solucao de DMBA a concentracao de 0,5% associado ao 6leo mineral. O
grupo 2: recebeu a solugdo de DMBA associado a solugao de acido retindico; ao grupo 3 foi
administrada somente a solu¢ao de 4cido retindico e o grupo 4 atuando como placebo. Os
animais foram mortos na 6°, 12° e 18° semanas e os tecidos foram submetidos a avaliacio
macroscopica e microscopica. Os resultados revelaram desenvolvimento de carcinomas
induzidos quimicamente, no grupo em que foi aplicada exclusivamente a solu¢do de
DMBA. Ao grupo em que foi associado o DMBA com a solucgao de acido retindico pode
ser observado uma atrofia epitelial com areas de intensa proliferagdo glandular. A
conclusao sinaliza que os animais que fizeram uso exclusivamente do acido retindico
exibiram areas de metaplasia epitelial; sendo que quando o acido retinéico foi associado a
solucio de DMBA este niao foi capaz de inibir o desenvolvimento tumoral. (GILMORE e
GIUNTA, 1981)

O consumo de alho tem sido associado ao decréscimo no risco de
desenvolvimento de neoplasias malignas Boone e You 1997; Fukushima et al. 1997;
Balasenthil e Nagini 2000; Balasenthil, Rao e Nagini 2002; baseado nesta hipotese foi
realizado um estudo que teve como propodsito testar o efeito quimiopreventivo da
Alilcisteina-S, que é a solugdo aquosa que se obtém pela trituracio do alho, no modelo
experimental DMBA induzido. Os animais foram divididos em quatro grupos, com seis
animais em cada grupo. Na mucosa jugal de cada animal do grupo I, foi pincelada a
solucio de DMBA respeitando a concentra¢ao de 0,5%. Aos animais do grupo II foi
aplicada a solucio de DMBA associada a 200 mg/Kg da solucio de Alilcesteina-S
administrada trés vezes por semana e aplicados em dias alternados a administracdo do
DMBA; os animais do grupo III receberam somente a solucao de Alilcesteina-S e os

animais do grupo IV, atuaram como grupo controle. Os animais foram mortos apos o
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periodo experimental de 14 semanas; podendo ser avaliado microscopicamente o efeito
da Alilcesteina-S. Os resultados mostraram que o alho pode exercer um efeito
quimiopreventivo, representado pela inibicilo no desenvolvimento de alteragdes
displasicas e diminui¢do na presenga de carcinomas nos animais experimentais.
(BALASENTHIL, RAO E NAGINI, 2002)

Outro importante trabalho, seguindo esta mesma linha de estudo, propos
investigar a capacidade indutora de apoptose em relacdo ao extrato aquoso de alho no
modelo de carcinogénese DMBA induzida; valendo-se de estudos que avaliaram a
fragmentacio do DNA e a expressio de proteinas pro-apoptoéticas, respectivamente
transglutaminase tecidual e Bcl-2. A administragdo do extrato de alho associado ao
DMBA promoveu a inibi¢ao do desenvolvimento tumoral, caracterizado pela auséncia de
neoplasia, indugao da transglutaminase tecidual além da inibicdo na expressio de Bcl-2.
Os resultados de seu estudo sugeriram um possivel efeito quimiopreventivo do extrato de
alho baseado no processo de apoptose. (BALASENTHIL, RAO E NAGINI, 2002)

O Cha verde é um produto popular consumido em quase todo o mundo, em
sua composicao nota-se a presenca de polifendis que apresentam alta atividade oxidante
se comparada a qualquer outro produto natural (KATIYAR e MUKHTAR, 1997). Foi
realizada uma revisao sobre o papel do cha verde e sua relacio com as lesGes em pele
afirmando que a maior e mais atuante substincia quimiopreventiva é o 3-galatil-
epilogocatequin, constituinte do grupamento fenol e que apresenta alta capacidade
antiinflamatoéria, atividade reguladora da proliferacio celular e resposta a progressao
tumoral. (SANTOSH, NIHAL e HASAN, 2000; LI et al 2002; LAMBERT et al 2005;
MOHAN et al 2005.

A utilizacao do extrato de café torrado como substancia quimiopreventiva no
processo de carcinogénese ¢ descrito na literatura (MILLER et al 1989; NEHLIG e
DEBRY, 1994; HARNACK et al, 1997; SAROJA et al 2001), um importante trabalho
utilizou como parametro a ativa¢ao dos biomarcadores enzimaticos de quimioprevencao,
tais como: glutone peroxidase (GPx), glutone reduzida (GSH) e peroxidase lipidica; a
partir de uma amostra de quarenta animais divididos em quatro grupos experimentais. A
administracdo do extrato de café torrado associado ao DMBA nio apresentou efeito
preventivo na indugdo do cancer bucal, isto concluido pelo fato do volume tumoral ser

semelhante no grupo em que somente foi aplicado a solu¢ao de DMBA. O resultado de
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seu estudo mostrou que o café torrado nao interferiu no volume e na progressio tumoral
quando administrado durante o processo de carcinogénese DMBA induzida. (SAROJA et
al. 2001)

Pesquisas tém sido desenvolvidas a partir do estudo dos carotenos atuando
como agentes quimiopreventivos, principalmente em relacdo a carcinogénese; com maior
énfase aos betacarotenos que comprovadamente atuam prevenindo a iniciagdo e
progressao de varias formas de canceres humanos. (TANAKA et al. 1994; NISHINO,
1997, MANJANATHA, 2000).

Baseados em ensaios experimentais de quimioprevencao tumoral, foi estudada
a eficacia quimiopreventiva do Licopene no modelo de carcinogénese DMBA induzida;
podendo-se concluir que o Licopene exerce agao inibitéria tumoral pela modulacio de
uma enzima denominada peroxidase lipidica (que regula o ciclo celular) e discreto aumento
de outra enzima a redutase (que age regulando a proliferacao celular). (JOHNSON, 2000;
BHUVANESWARI et al. 2001; LIVNY, 2002)

24  Aspectos historicos sobre plantas medicinais, seus constituintes ativos,
fitoterapia e saude bucal

Remonta as civilizagdes mais antiga a utilizacdo de drogas de origem vegetal,
animal e mineral para o tratamento de indmeras doengas que afetam a populagiao
(MARTIN-SMITH e SNEADER 1969; CARRARA JR. e MEIRELLES 1996; LIMA JR.
et al. 2005). Os primeiros relatos associando a utilizagao de vegetais para fins terapéuticos
foram encontrados nos escritos do imperador chinés Shen Nung (3.000 a.C.), no cédigo
de Hamurabi (2.000 a.C.), no Papiro de Ebers (1.500 a.C.) e em Galeno (131 d.C.) (RIO,
2001)

No entanto, a pesquisa sistémica de plantas medicinais iniciou-se somente no
século XIX, quando o farmacéutico alemao Friederich Wilhelm Seturner isolou a morfina,
substancia responsavel pela acao hipoanalgésica do 6pio. Da mesma forma que a morfina
muitos outros farmacos que compdem o arsenal terapéutico atual, derivaram da
purificagdo de extratos vegetais e do isolamento de seus principios ativos. (TREASE,

1983; PINTO et al. 2002)
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No Brasil, o estudo farmacolédgico de plantas medicinais reveste-se de grande
importancia na introduciao a terapéutica de novos medicamentos de origem vegetal,
levando-se em conta que aproximadamente 90% das matérias primas farmacéuticas sao
importadas e cerca de 80% da populagdo brasileira ndo tem acesso a medicamentos
essenciais (BRASIL CENTRAL DE MEDICAMENTOS, 1987, apud RI1O, 2001; WHO,
1991). A fitoterapia possibilitaria a essa populagao de baixa renda, que nao tem acesso a
medicamentos industrializados, um medicamento mais barato e de qualidade comprovada
(AKERELE, 1988; VEIGA JR., PINTO e MACIEL, 2005).

A busca de novos medicamentos em plantas tropicais é, hoje, a esperanca mais
concreta para os pacientes ¢ o caminho mais curto para os pesquisadores; sendo um
grande desafio a elucidacio dos seus componentes ativos assim como seus mecanismos
de acdo, representando um dos maiores objetos de estudo da farmacologia botanica.
(MANS, ROCHA ¢ SCHWARTSMANN, 2000; MACIEL, PINTO, VEIGA JR., 2002)

Embora o Brasil seja um pafs rico em Biodiversidade e domine a maioria das
tecnologias para a producdo de fitomedicamentos; ha um elevado grau de
desconhecimento da classe médica acerca dos principios ativos, indicacbes e contra-
indicagbes desses fitoterapicos; somado a visio de descrenca da eficacia de agao desses
produtos nas diversas doencas que afetam a populacio. NASCIMENTO, 2000; VEIGA
JR., PINTO e MACIEL, 2005).

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6rgao, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos
ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” podendo ser aplicada a varias
afec¢oes do organismo humano, com resultados cientificos comprovados. (WHO, 1991)

Atualmente o estudo de plantas medicinais, ou mais abrangentemente
produtos naturais, esta relacionado com varios temas polémicos como: conservacio do
meio ambiente, biopirataria e preservacio dos povos indigenas (DI STASI, 1996;
COUTINHO, TRAVASSOS e AMARAL, 2002). Foi realizado um estudo onde se
obtiveram informacdes sobre 119 drogas derivadas de algumas plantas, que sao utilizadas
em larga escala no mundo, podendo-se verificar que 74% delas apresentam o mesmo uso

que o das plantas das quais derivaram. Isto reforca a idéia de que a pesquisa de novos
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farmacos apresenta um grande caminho ainda para ser percorrido, baseado nas
propriedades etnofarmacolégicas. (FARNSWORTH, 1988)

Nesse sentido, trabalhos reportam as indicagdes de plantas medicinais no
tratamento das afeccoes bucais (OLIVEIRA e FERRAZ, 1998; PEREIRA, 1998; VEIGA
JR. e PINTO, 2002). Sao encontrados relatos na literatura que associam a utilizagdo da
casca do cajueiro (Anacardium occidentale) e as folhas da mangueira (Mangifera indica),
obtendo excelente a¢ao em ulceras bucais (SAMPAIO, 1997). Pode ser observado ainda
que o p6 da madeira do pau-brasil apresenta importantes propriedades relacionadas ao
fortalecimento gengival. (LIMA JR. et al., 2005)

Tomando por base indicacGes mais genéricas, aventa-se a hipotese dessas
preparagdes fitoterapicas agirem sobre a massa de bactérias extremamente organizadas,
que se aderem seletivamente as superficies dentarias, constituindo o biofilme microbiano.

Ensaios laboratoriais iz vitro tém demonstrado que a tintura de camomila
(Matricaria chamomilla) possui efeito em certos microrganismos formadores do biofilme
atuando de modo semelhante a clorexidina. (PEREIRA, 1998)

Outras substancias naturais como o 6leo de cajueiro (Anacardium occidentale) e
do cravo (Eugenia caryophyllata) apresentam indicagdo no tratamento de infecgdes
odontogénicas (XAVIER, 1995). Outro estudo demonstrou que o Roma (Punica granatum)
apresenta atividade antimicrobiana sobre cepas de Streptococcus mutans, microrganismo de
extrema importancia no inicio do processo de carie, além de ser bem empregado em
gengivites e ulceras bucais devido a sua agdo anti-séptica e antiinflamatéria. (OLIVEIRA e
FERRAZ, 1998)

O uso de preparagoes que se utilizam de plantas quando feito com critérios, s6
vem a contribuir com a saude de quem a utiliza. Esses critérios referem-se a identificacao
do quadro clinico (doenga ou sintoma), a escolha correta da planta a ser empregada, a
adequada preparagao, além do amplo conhecimento acerca dos efeitos toxicos que o
vegetal pode promover no corpo humano. (BANDEIRA et al. 1999; COSTA-LOTUFO
et al. 2002; MACIEL, PINTO e VEIGA JR., 2002; VEIGA JR., PINTO ¢ MACIEL,
2005)
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2.5  Oleo Resina de Copaiba:

2.5.1 Histdrico e consideracdes sobre o0 uso de plantas do género Copaifera

A Copaiba (Copaifera sp) ou Copaibeira é uma arvore de grande porte da familia
Leguminosae; estando o seu nome relacionado ao tupi “cupa-yba”: a arvore que tem
depdsito, ou que tem jazida, em alusao ao d6leo que guarda no interior do seu tronco.
Popularmente conhecida como copaibeiras ou pau-ddleo, as espécies de Copaiba sio
comumente encontradas nas regides amazonicas, centro-oeste ¢ sudeste do Brasil. (PIO
CORREA, 1984; BASILE et al. 1988; CASCON e GILBERT, 2000; RIO, 2001;
BRAGGIO, 2003; ARAUJO JR., 2004).

O 6leo de Copaiba foi bastante utilizado entre os indios brasileiros, quando os
portugueses aqui chegaram; estando seu uso apoiado em animais que quando feridos
esfregavam-se no tronco dessas arvores (PINTO et al. 2002; VEIGA JR. e PINTO,
2002). Os indios o utilizavam principalmente como susbstancia cicatrizante.
(COUTINHO, TRAVASSOS e AMARAL, 2002).

No século XVII, os primeiros médicos do Brasil contornavam parcialmente a
escassez de remédios, cujo suprimento a colonia era irregular, recorrendo as drogas
indigenas. Os viajantes se abasteciam dessas drogas, “comprovadamente eficazes”, antes
de se aventurarem por lugares, até entao, desconhecidos. Dentre essas drogas o 6leo de
Copaiba era uma das que desfrutava de maior prestigio entre os viajantes. (CORREA,
1978; SECCO, 1990; VIEIRA, 1992)

A primeira citagao sobre o 6leo de Copaiba talvez tenha sido feita numa carta
de Petrus Martius ao Papa Ledo X, publicada em 1534, em Estrasburgo. Naquela carta ele
taz referéncia ao “Copei” como uma droga indigena, detentora de forte cheiro e que
parecia possuir propriedades cicatrizantes.

Segundo o livto “De Natura Novi Orbis” escrito pelo padre jesuita José
Acost, traduzido para o portugués por José Maffeu que o intitulou “Histéria Natural e

Moral das Indias”, assim se referiu ao 6leo de Copaiba:

“O balsamo ¢ celebrado com razdo por sen excelente odor, e
muito maior efeito para curar feridas, e outros diversos remédios que para

enfermidades, que nele se experimentan...
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.. 110§ tempos antigos os indios apreciavam em muito o bdlsamo,

comt eles os indios curavam suas feridas e que delas aprenderam os espanhiis.”

Nos dias atuais, o 6leo de Copaiba pode ser facilmente encontrado em toda a
Amazonia, onde ¢ vendido em mercados e feiras populares, com diferentes denominagoes
como: Panchimouti, palo de aceite, cabimo, copahyba, copaibarana, copatba, copaibo,
copal, maram, marimari ¢ balsamo dos jesuitas. Seu uso tao difundido torna o remédio
natural mais usado e conhecido, principalmente pelas populacées mais pobres dessa
regido, sendo utilizado como diurético, laxativo, antitetanico, antiblenorragico, anti-
reumatico, anti-séptico do aparelho urinario, cicatrizante, antiinflamatério e com acao
quimiopreventiva do cancer. (BASILE et al. 1988; BRITO, 1995; DOONAN e HUNT,
1996; PAIVA et al. 1998; BANDEIRA et al. 1999; BRITO et al. 2000; PESSOA et al.
2000; PAIVA et al. 2002; SUGIMOTO, 2003; LIMA, 2003; PAIVA et al. 2003; ARAUJO
JR., 2004; CASTRO e SILVA JR. et al. 2004; CARVALHO et al. 2005; VEIGA JR. et al.
2000).

Estudos fitoquimicos recentes mostram que os 6leos de Copaiba verdadeiros

sao constituidos essencialmente de sesquiterpenos e diterpenos; sendo o acido copalico e

os sesquiterpenos P-cariofileno e a-copaeno (Figura 2A, 2B e 2C) os principais

componentes do dleo. (VEIGA JR., PINTO e MACIEL, 2005; BIAVATTI et al. 2006)

CH;
\
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HAC m—
CH,
A) dcido copilico B) p-cariofileno C) a-copaeno

Figura 02 — Representagdo quimica dos principais constituintes dos 6leos resina de Copaiba.

No territério brasileiro, sao encontradas mais de vinte espécies do 6leo, e entre

as mais abundantes destacam-se C. officinalis L., C. guianensis Dest., C. reticulata Ducke, C.



56 2 Revisdo de Literatura

multijuga Hayne, C. confertiflora Bth., C. langsdorffi Dest., C. coriacea Mart. (VEIGA JR. e
PINTO 2002)

A coleta do 6leo pode ser realizada de forma sustentavel pela confec¢ao de um
furo por meio de um trado na parte superior do tronco até o lenho, onde estio
localizados grandes reservatérios do 6leo; posteriormente abre-se outro orificio na parte
inferior do tronco de onde se obtém um liquido transparente de viscosidade variavel, cuja
coloracao pode variar do amarelo a0 marrom, apresentando alta efetividade bioldgica,
podendo também ser utilizado pelas induastrias cosméticas e de vernizes, atuando como
agente fixador.(BANDEIRA et al. 1999; VEIGA JR., PINTO ¢ MACIEL, 2005)

A caréncia de estudos quimicos visando a caracteriza¢ao do 6leo de Copaiba,
aliada a variabilidade natural inerente a esta matéria prima e a crescente demanda do
mercado por medicamentos fitoterapicos, pode comprometer a autenticidade e
efetividade dos produtos a base do 6leo de Copaiba. Somado a isso, ha uma grande
dificuldade em garantir a identidade botanica da copaibeira, j4 que o 6leo vem sendo
obtido na maioria das vezes via extrativismo sustentavel, e simultaneamente de varias
espécies de Copaifera, sem a preocupagao de uma padroniza¢ao em relagdo a sua extragao e
classificacao. (VEIGA JR., PINTO e MACIEL, 2005)

Um trabalho analitico recente teve como proposito realizar uma padronizagao
desta matéria prima, apesar da grande diversidade natural, a cromatografia gasosa mostrou

ser a técnica melhor indicada para estas avaliagoes. (BIAVATTI et al. 2000)

2.5.2 Atividade biologica do 6leo resina de Copaiba

O conhecimento dos beneficios de certas plantas no tratamento de infeccoes
faz parte do acervo da cultura popular desde a mais remota antiguidade.
(NASCIMENTO, 2000; RIO, 2001). Em qualquer parte do mundo a crenca de que as
plantas da flora local sio indicadas para determinadas enfermidades é um aspecto
relevante a ser considerado. (TREASE, 1983; WHO 1991; XAVIER, 1995; DI STASI,
1996; PINTO et al. 2002)

Avaliagoes “n vivo” e “in vitro” tém demonstrado que os Oleos de varias
espécies de copaiferas possuem atividade antiinflamatoria, cicatrizante, antiedematogénica,

antitumoral e bactericida; sendo crescente seu uso como fitoterapico. (BASILE et al.
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1988; BRITO, 1995; DOONAN e HUNT, 1996; PAIVA et al. 1998; BANDEIRA et al.
1999; BRITO et al. 2000; PESSOA et al. 2000; PAIVA et al. 2002; SUGIMOTO, 2003;
LIMA, 2003; PAIVA et al. 2003; ARAUJO JR., 2004; CASTRO e SILVA JR. et al. 2004;
CARVALHO et al. 2005; VEIGA JR. et al. 20006).

Um dos importantes trabalhos comprovando cientificamente a eficacia do
6leo resina de Copaiba avaliou a diminuicdo do edema da pata de ratos que foram
tratados com o O6leo, podendo também ser observado uma acentuada redugdo no
mecanismo de permeabilidade vascular. (VEIGA JR. et al. 2006)

A preocupacio com a biocompatibilidade do 6leo resina de Copaiba e
posterior valida¢ao no seu uso em Odontologia, fez com que Ribeiro, 1989 realizasse uma
tese onde estudou através de determinacio quantitativa do liquido plasmatico
extravasado, o potencial irritativo do 6leo resina de Copaiba, agua de cal e eugenol;
atuando como substancia controle o 6leo mineral Nujol e solugdo salina fisiologica. Os
resultados baseados nos valores médios obtidos de densidade 6ptica revelaram-se baixos a
moderados para o O6leo resina de Copafba; moderados para agua cal e de intensa
densidade 6ptica para o eugenol. Em relagido aos grupos controles estes exibiram valores
pouco significantes estatisticamente. O autor baseado em seu protocolo experimental
pode concluir que o 6leo de Copaiba possui biocompatibilidade e deve ser empregado
com seguranca em Odontologia.

Com o propésito de se avaliar o efeito de protecio gastrica do dleo de
Copafba em comparagio ao Etanol e Indometacin foi realizado um estudo experimental,
onde o estdbmago dos animais foi agredido por altas doses de Etanol e Indometacin; em
seguida eram administrados por via oral doses de 200 e 400mg/kg do dleo resina de
Copafba; apdés quatro horas os animais eram mortos podendo ser observada uma
significativa reducdo no volume do suco gastrico, e da secre¢do mucosa, notando-se
também um decréscimo nos indices de acidez estomacal. Os resultados sinalizaram um
possivel efeito gastroprotetor do 6leo resina de Copaiba. (PAIVA et al. 1998)

Seguindo a mesma linha do estudo acima, outro trabalho se propoe a avaliar o
efeito do 6leo de Copaiba sobre o epitélio do colo uterino de ratas ooferoctomizadas, foi
realizado um estudo com 120 ratas adultas, distribuidas em quatro grupos: as que
receberam aplica¢ao do 6leo de Copaiba, 6leo de milho, 4gua e um grupo controle. Todos

os animais foram submetidos a ooferoctomia bilateral e posteriormente mantidos em
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gaiolas por um periodo de vinte dias sob observagao. As substancias foram administradas
via vaginal na dose de 0,3ml diariamente, até os dias determinados para a morte,
respectivamente 7, 14 e 21 dias. Todos os animais do grupo Copaiba apresentaram
epitélio exuberante do tipo pavimentoso estratificado, queratinizado com 10 a 15 fileiras
de células epiteliais, lamina propria com tecido conjuntivo denso, rico em fibras
colagenas, apresentando inumeros vasos sanguineos e ocasionais células inflamatdrias
mononucleares em arranjo difuso pelo tecido conjuntivo. Como conclusio observou-se
que o 6leo de Copaiba atuaria promovendo o espessamento do epitélio do colo uterino
destes animais. (BRITO et al. 2000)

O processo de reparagao tecidual representa um importante mecanismo de
resposta a injurias teciduais, caracterizando uma série de eventos celulares, fisiologicos e
moleculares, relacionados com a restauracio da integridade funcional e estrutural do
tecido lesado. Muitos extratos de plantas tém apresentado potencial terapéutico
contribuindo para uma melhor reparacio tecidual. (OOMMEN, RAO e RAJU, 1999;
MUKHERJEE, VERPOORTE e SURESH, 2000; PAIVA et al. 2002)

Uma das importantes propriedades do 6leo de Copaiba relaciona-se ao seu
poder cicatrizante, nos poucos trabalhos que avaliaram a a¢ao tépica do 6leo, pode ser
observado macroscopicamente um aumento no diametro da crosta das lesGes, perda de
pélos e presenca de escaras em torno de feridas cutineas em ratos; as quais
corresponderam microscopicamente a presenca de maior quantidade de tecido de
granulacdo, maior nimero de vasos sanguineos, com significativa redugao na quantidade
de fibras colagenas. (PAIVA et al. 2002; CARVALHO et al. 2005)

Ao contrario do estudo acima, outro trabalho demonstrou que a aplicacdo
topica do 6leo acelerou significativamente a contracao de feridas cutaneas em dorso de
ratos, quando comparada a aplicacio de uma solucao de soro fisiolégico isoladamente.
(BRITO, 1995);

Ainda relacionado a aplicagdo do 6leo de Copaiba em estudos envolvendo
cicatrizagao tecidual; foi realizado um estudo que propds uma comparagao histolégica
entre o Oleo resina de Copaiba, digluconato de clorexidina a 0.12% e soro fisiologico
(controle positivo) no processo de cicatrizagao tecidual em dorso de ratos em trés
periodos predeterminados de 1, 7 e 15 dias. Os resultados histoldgicos quantitativos

demonstraram uma reducao estatisticamente significante no grau de inflamacao nos trés
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grupos avaliados. A analise microscépica demonstrou que nos periodos inicial e final,
havia um perfil semelhante de cicatrizagdo entre os dois tipos de tratamento. Entretanto
no perfodo experimental intermediario de sete dias, as feridas cutaneas encontravam-se
completamente epitelizadas apenas nos grupos clorexidina a 0.12% e Oleo-resina de
Copafba. A conclusio do estudo sinaliza para o fato de que as feridas cutaneas tratadas
com solucdo aquosa de digluconato de clorexidina a 0.12% apresentariam uma velocidade
de cicatriza¢ao mais rapida se comparada com aquelas tratadas com soro fisiologico e 6leo
resina de Copaiba. (CAVALCANTI NETO et al. 2005)

Na Odontologia, sio poucos os trabalhos, que abordam a aplicaciao biologica
do dleo resina de Copaiba; um dos trabalhos importantes nesta area promoveu uma
avaliagdo comparativa da biocompatibilidade biolégica em molares de rato, associando o
uso do 6leo resina de Copaiba e do hidréxido de calcio; seus resultados puderam atestar
que essa associa¢ao promoveu uma melhor reparagao tecidual e uma diminuicdo de
intensidade do infiltrado inflamatério, esse trabalho foi o ponto de partida para pesquisas
com produtos naturais que pudessem fornecer potencial de reparacao ao tecido pulpar.
(BANDEIRA, et al. 1999)

Um estudo desenvolvido pelo Instituto de Quimica (IQ) e pelo Centro de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade de Campinas
analisou substancias sintetizadas em laboratério a partir de componentes do 6leo de
Copafba, apresentando resultados importantes contra nove linhagens de cancer, inibindo
a proliferagdo de células neoplasicas. O processo de estudo com a Copaiba ainda carece
de testes toxicologicos com a finalidade de avaliar se as substancias nao afetariam também
as células normais, o que exigiria estudos mais detalhados sobre dosagens até que se
chegasse a uma concentracao que os pesquisadores julgam nio ser toxica (ideal) ao
organismo humano.

Outro importante trabalho estudou o efeito da administracio oral do dleo
resina de Copaiba em cobaias imunologicamente comprometidas e em linhagens de
cultura de células de melanoma. Os testes 7 vitro procuraram avaliar o efeito citotéxico do
Oleo resina; enquanto os testes iz vivo avaliaram fracdes de diterpenos e sesquiterpenos
aplicados nos tumores induzidos. Os resultados do estudo mostraram que o dleo resina
de Copaiba apresentou propriedades citotdxicas além de uma atividade antitumoral 7 vitro

e in vivo. (LIMA, 2003).
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3 Proposicao

Baseado em um modelo experimental para o estudo da carcinogénese quimica

bucal e sua semelhanga com os carcinomas bucais humanos; e ao grande nimero de

trabalhos que associam substincias exercendo um papel quimiopreventivo do cancer

bucal ¢ que foi desenvolvido este trabalho, cujos principais objetivos foram:

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

Avaliar macroscopicamente e microscopicamente as alteragoes decorrentes da

aplicacio tépica do DMBA, ratificando o seu potencial carcinogénico;

Avaliar macroscopicamente e microscopicamente as alteragoes decorrentes da
aplicacio topica do Oleo resina de Copaiba iz natura e em emulsio oral,

manipulado artesanalmente.

Correlacionar as alteragcbes macroscopicas com 0S aspectos microscopicos,
procedendo ao correto diagnodstico das lesdes cancerizaveis e das neoplasias
DMBA-induzidas, na mucosa bucal dos animais experimentais nos respectivos

petiodos de 7, 13 e 20 semanas de aplicagao das substancias exprimentais;

Avaliar estatisticamente alguns parametros nos animais da amostra; tais como:

3.3.1 Variagao de peso dos animais
3.3.2 Tamanho das lesdes bucais

3.3.3 Localizacao das lesoes bucais

Avaliar o efeito inibidor tumoral do dleo resina de Copaiba in natura e em solugao,

por meio da metodologia experimental DMBA induzida.
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4 Material e Métodos

4.1 Material

4.1.1 A amostra e as condicdes do experimento

Foram utilizados 80 hamsters sirios dourados (Mesocricetus anratus), sendo 30
femeas e 50 machos.

Os animais foram obtidos em linhagem do Biotério Central do Campus de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, ocorrendo posterior encaminhamento
destes para o Biotério da Faculdade de Odontologia de Bauru — Universidade de Sao
Paulo; esperando-se atingir a idade de 60 dias e um peso corporal médio entre 90 e 100

amas, permanecendo sob observacao diaria por um petriodo de 25 dias.
5 ¢

Figura 03 - Autoclave horizontal utilizado na esterilizag&o
da maravalha para forramento das caixas plasticas.

Durante todo o experimento os animais foram acomodados em gaiolas
plasticas, criteriosamente separadas pelo género, respeitando-se o limite de cinco animais
por gaiola, totalizando trés gaiolas para cada grupo. As mesmas eram higienizadas em dias
alternados, com trocas das caixas plasticas, lavagem, secagem e acondicionamento da

serragem nao pulverizada.
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A maravalha, do tipo pinus, era armazenada em sacos plasticos de 20 quilos e
transportada ao biotério do Instituto Lauro de Souza Lima para remoc¢do de impurezas ¢
posterior autoclavagem (Figura 3).

As gaiolas encontravam-se dispostas uma ao lado da outra, apresentando
identificagdo que individualizava o nome do (s) pesquisador (es), departamento
responsavel pela pesquisa e titulo da pesquisa. Os animais faziam uso de ragao
padronizada Nuvilab CR-1, além de agua ad libitum.

Com a finalidade de evitar possiveis trocas dos animais em relacio aos seus
respectivos grupos, no inicio do experimento procedeu-se a marca¢io na orelha dos
animais baseado no sistema australiano de marca¢ao de Suinos, e modificado para nosso

trabalho através de perfuragao, com alicate perfurador de lencol de borracha (Figura 4).

Figura 04 — Marcacdo da orelha dos animais experimentais, adaptado do sistema australiano de marcacéo de
suinos, para melhor identificacdo do grupo experimental.

Os animais foram pesados em dois tempos experimentais; quando do inicio da
aplicacao das substancias e no dia da morte, respectivamente. Utilizou-se uma balanca de
alta precisdo especifica para pesagem de animais (Figura 5); sendo em seguida os dados
anotados em fichas apropriadas.

Nas colonias de animais de laboratério convencionais, a incidéncia de parasitas
¢ um evento constante, acarretando alteragcbes nutricionais e fisiolégicas; interferindo no
desenvolvimento animal e conseqlientemente nos resultados da pesquisa. Com o
proposito de realizagio de um controle parasitolégico dos animais previamente a

aplicacao das substincias experimentais, foram colhidas as fezes dos animais de cada
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grupo experimental, e em seguida realizado exame coproparasitolégico, em uma clinica
veterinaria particular; ndo sendo observado microrganismos patogénicos bem como ovos,
larvas e cistos de protozoarios; 0 que nos proporcionou maior seguranca em relagcao a
utilizacao dos animais experimentais, assim como em relacao aos resultados da pesquisa.
(Anexo 3)

No biotério, o ambiente onde os animais permaneceram era parcialmente
iluminado, com luz artificial no periodo noturno, apresentando uma temperatura

ambiente que variava entre 25° ¢ 30°, ndo havendo exposic¢ao direta a radiagao solar.

Figura 05 — Balanca utilizada para avaliagdo do peso dos animais no inicio do experimento e
no dia da morte, em seus respectivos tempos experimentais.

4.1.2 Classificagéo e caracterizagdo dos grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais, apresentando
quinze animais em cada grupo, e mais um animal excedente distribuido por cada grupo,
correspondendo a trés periodos experimentais no intervalo de 7, 13 e 20 semanas,
respectivamente.

A distribuicao dos grupos experimentais obedeceu a seguinte classificagao:
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GRUPO I Emuls&o de 6leo de Copaiba manipulada artesanalmente
GRUPO IV ﬁ;ﬁ;glmetll-l,2-Benzoantraceno (DMBA) + Oleo resina de Copaiba na forma in
9,10-Dimetil-1,2-Benzoantraceno (DMBA) + Emulsao de 6leo de Copaiba
GRUPO V .
manipulada artesanalmente

41.2.1 Asolucdo de DMBA

O carcinégeno foi preparado com a finalidade de obtermos uma solugao a
concentracao de 0,5%, diluida em acetona. O DMBA (Sigma, Chemical Company, St.
Louis, USA) na forma de p6 (500mg) foi depositado em recipientes plasticos especificos e
posteriormente pesado em uma balanca de alta precisao Gehaka modelo BG 440; sendo
em seguida diluido em 100ml de acetona (Figura 6 e 7). A solu¢ido obtida foi
homogeneizada em um agitador magnético marca Fisatom, modelo 752A pelo periodo de
30 minutos, sendo posteriormente acondicionada em vidro ambar, rotulada e conservada

em geladeira a temperatura de 4°C, no Laboratério de Processamento Histotécnico da

Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sao Paulo.

Figura 06 — P6 de DMBA (9,10- Figura 07 - Balanga de alta precisdo utilizada para pesagem do pé de
Dimetil-1,2-benzoantraceno) utili-  DMBA.
zado no experimento.
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4.1.2.2  Oleo resina de Copaiba na forma in natura

A solucao de 6leo de Copaiba utilizada foi da espécie Copaifera reticulata Ducke,
adquirida junto a Empresa Brasmazon Importa¢io e Exportacio LTDA. Este 6leo foi
submetido a analise de cultura bacteriana, analise fisico-quimica e cromatografica. A
cultura foi realizada com o intuito de avaliar o crescimento ou nao de colonias
bacterianas; na analise fisico-quimica foram obtidos os indices de acidez, saponificagao e
refracido da amostra; enquanto a andlise cromatografica revelou seus principais
constituintes e definiu seus graus de impureza. Optou-se pela utilizagdo do 6leo na sua
torma in natura, pois ¢ desta maneira que o mesmo ¢ utilizado pela populacio mais

carente, das varias regioes do Brasil, especialmente da regido amazonica.

4.1.2.3 Solucdo de dleo de Copaiba manipulado artesanalmente

Foi pincelada na borda lateral esquerda da lingua do animal uma emulsao oral
de 6leo de Copaiba, manipulada artesanalmente na Pharmacia Specifica de Bauru-SP,
contendo: 6leo de Copaiba Copaifera reticulata Ducke (ativo), 6leo de ricino hidrogenado a
5% (emulsionante), metilparabeno e propilparabeno (conservantes), sacarose a 68%
(edulcorante), Butilhidroxitolueno e Butilhidroxianisol (antioxidantes) e agua destilada
(veiculo). A escolha desta formulacao decorre do fato de esta ser a prescricao mais
solicitada pelos profissionais da saide junto a esta farmacia de manipulagdo; logo

representando a forma de uso mais difundida entre a populacao.

4.2 Métodos

4.2.1 Aplicacdo dos agentes quimicos
Seguindo a técnica preconizada por Fassoni em 1992, foram aplicadas
diretamente na por¢ao média da borda lateral esquerda da lingua dos animais as solugdes
experimentais acima descritas. Esta aplicacao foi realizada apds secagem da borda lateral
da lingua com uma gaze e realizada com um pincel pelo de camelo numero zero (Tigre)
realizando a aplicacdo dos produtos experimentais por quatro vezes consecutivamente.
Para cada uma das solucbes experimentais foi utilizado um pincel especifico previamente

identificado, havendo extremo cuidado em nido contaminar o pincel com outras
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substancias. No grupo que recebeu a solu¢io de DMBA associada a solu¢ao de 6leo de
Copaiba esta foi aplicada consecutivamente, respeitando-se o intervalo de dez minutos
entre a aplicagao da solu¢ao de DMBA (1° solugéo aplicada) e Oleo de Copaiba in natura e
manipulada artesanalmente (2° solugao aplicada).

Durante a aplicagao, os animais foram contidos mecanicamente, de modo que
a cavidade bucal permanecesse o maximo possivel de tempo aberta. Em seguida, com o
auxilio de uma pinga dente de rato realizou-se o tracionamento da lingua, permitindo que
as solugoes fossem mais facilmente aplicadas na borda lateral esquerda da lingua. Foi
observado imediatamente apds a aplicacdo, que a solucao algumas vezes nao se limitava
exclusivamente a borda lateral da lingua, escorrendo para outras regides da mucosa bucal

dos animais experimentais, como exemplo soalho bucal e mucosa jugal. (Figura 8A e 8B)

Figura 08A — Contengdo mecénica do animal com a Figura 08B - Aplicagdo com pincel das solu¢Bes na
finalidade de melhor aplicacdo das solu¢Bes experi- borda lateral da lingua dos hamsters, quatro vezes
mentais. consecutivamente.

4.2.2 Morte dos animais, obtencgéo e preparacédo dos especimes

Como descrito anteriormente cada grupo amostral foi composto por 15
animais divididos em trés tempos experimentais de 7, 13 e 20 semanas, respectivamente.
Os animais foram anestesiados associando-se o anestésico com relaxante muscular,
empregando-se cloridato de quetamina a 10%, via intramuscular, na dosagem de 0,1
ml./100 g de peso corporal, e cloridato de xilazina, via intraperitoneal, na dosagem de
0,01 mL/100 g de peso corporal; seguido de decaptacio e tricotomia da regido dorsal por
meio de tesoura e barbeador descartavel (Figura 9 e 10). Logo ap6s foi realizada necropsia
onde foi removida a lingua, linfonodos regionais, figado, rins e pulmoées. Os 6rgaos

retirados foram fixados em formaldeido tamponado a 10% e colocados em frascos de
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vidro devidamente identificados permanecendo por 48 horas, apés o que foram
preparados pelo procedimento laboratorial de rotina até serem incluidos em parafina.
Apbs a confeccao dos blocos de parafina foram obtidas trés laminas de cada animal com
cortes de cinco micrometros de espessura, em micréotomo Spencer 820, American Optical
Company, USA com navalhas descartaveis e coradas em seguida pela técnica histoquimica

da hematoxilina e eosina (H.E.).

Figura 09 — Contencdo mecénica do animal seguida da aplicacdo do
anestésico e relaxante muscular na regido posterior caudal do hamster.

Figura 10 - Realizagdo da tricotomia na regido dorsal do animal
imobilizado com a utilizagdo de tesoura apropriada; seguido de
necropsia onde foi removida a lingua, linfonodos regionais, figado, rins e
pulmao, para avaliagdo macroscdpica e microscopica.
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4.2.3 Anélise fisico-quimica do 6leo resina de Copaiba

Foi utilizado para estudo um litro de dleo resina de Copaiba natural obtido por
meio da empresa Brasmazon Ltda, da espécie Copaifera reticulata, de origem da regido
transamazonica; entre as cidades de Santarém e Itaituba, no estado do Para; possuindo
aparéncia liquida transparente e com baixa viscosidade. O liquido exibia colora¢io verde
clara, sendo que quando exposto ao ar escurecia e ao ser espalhado em uma superficie
seca produzia uma pelicula dura, resinosa. O 6leo mostrava-se insoluvel em agua e solavel
em solventes organicos, sendo parcialmente soluvel em alcool 95 %. Os valores relativos
a densidade foram: 0,930 +-0,020; indice de acidez correspondendo a 12,4% e indice de

refraciao de 1,500 +- 0,020. (Anexo 1)

4.2.4 Analise cromatografica do 6leo resina de Copaiba
A analise cromatografica do 6leo da espécie copaifera reticulata, para autenticagao
e conhecimento de seus principais componentes, foi realizado em um cromatografo de
fase gasosa modelo HP 5890-11 propriedade do Museu Paraense Emilio Goeldi —
Belém/Pa equipado com detector de ionizacdo de chama e condutividade térmica, usando
como gas de arraste para a ionizagao de chama o hidrogénio e pressio de 20 a 40 lbs/pol?;
esse aparelho estava acoplado a um integrador HP 3396-11.
Utilizou-se o seguinte sistema de analise:
Coluna de aco inoxidavel com coluna capilar de silica DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25mm)
Temperatura do injetor e do detector: 250°C
Temperatura do vaporizador: 250°C
Fluxo do gas: 30 mL/min
Programa de temperatura: 60°C-240°C (3°C/min)
Velocidade do papel: 1 pol/min
Atenuacdo de saida do cromatografo: 1K
Ajuste de fundo da escala: 10
Atenuacdo de saida do integrador: 10

A imagem do cromatograma de fons totais da amostra exibe como componentes
principais: beta-cariofileno (70,4%), alfa-humuleno (9,6%), alfa-copaeno (3,8%), 6xido de
cariofileno (1,1%) (Figura 11).
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alfa-copaeno

alfa-humuleno

beta-cariofileno

axido de cariofileno

L R |

Figura 11 - Leitura por cromatografia gasosa do dleo resina de Copaiba
(Copaifera reticulata) exibindo seus principais constituintes.

A obten¢ao do o6leo essencial e da resina do dleo bruto da copaifera reticulata toi
realizada em um aparelho de destilagao, sendo que o 6leo essencial foi separado da resina
por densidade, obtendo-se um rendimento de 30% e 60%, respectivamente. A esséncia

mostrou-se como um liquido incolor, limpido e resina como um liquido viscoso e

amarelado.

4.2.5 Avaliagdo macroscopica

Durante todo o experimento, os animais foram monitorados quanto a
alteracoes comportamentais sendo estas classificadas clinicamente e registradas em fichas
apropriadas, onde também foram documentadas fotograficamente, utilizando-se uma
maquina Nikon D-70, com lente macro de 105mm. As modificacdes macroscopicas
observadas e classificadas de acordo com sua morfologia foram adaptadas; a partir das

classificacOes estabelecidas por Fassoni, 1992; Salles, 1993; Lima, 1999; Camargo, 1999;

estando assim agrupadas:

Sem alteracdes
Papula

Lesdo papilomatosa
Ulcera rasa

Nddulo sem ulceracédo

o O B oW DN O

Nodulo ulcerado
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4.2.6 Analise microscopica
Os cortes teciduais foram corados e observados em microscépio Binocular
Olympus, Modelo CHS 2 (Olympus Optical Co. Ltda Japan). As analises microscopicas
foram realizadas por um tnico observador, previamente calibrado, respeitando o intervalo
de tempo de 30 dias entre as duas andlises. As alteracGes observadas foram
diagnosticadas, classificadas e quantificadas em valores numéricos (VN) de acordo com os
trabalhos de Fassoni, 1992; Salles, 1993; Lima, 1999; Camargo, 1999 e estabelecidas de

maneira crescente de acordo com a severidade da lesio:

42.6.1  Mucosanormal (VN =1)

A mucosa bucal do animal, como um todo, ¢é revestida por epitélio
estratificado pavimentoso, apresentando areas de variados padroes de queratinizagio,
dependendo da localizacdao. As varia¢Oes na estrutura da mucosa em diferentes partes da
boca refletem variagdes em suas funcoes. Na mucosa lingual lateral, o epitélio de
revestimento assume padrio estratificado pavimentoso discretamente queratinizado. A
camada granulosa ¢ minima e a juncdo epitélio-conjuntivo apresentando moderadas

projecoes epiteliais que migram em dire¢do a lamina prépria.

4.2.6.2 Hiperplasia e hiperqueratose (VN = 2)/(VN = 3)

A hiperplasia epitelial foi considerada sempre que se observava um aumento
significativo do nimero de camadas epiteliais provenientes de qualquer camada epitelial,
especialmente do estrato espinhoso, ultrapassando o numero de camadas da mucosa
normal da borda lateral lingual dos hamsters. Tendo em vista a discreta queratinizagao do
epitélio, a presenca de um aumento da paraqueratose ou ortoqueratose, em qualquer
intensidade foi considerada.

A hiperplasia e hiperqueratose foram subdivididas quanto a presenca ou

auséncia de displasia epitelial.

a) Hiperplasia e hiperqueratose sem displasia epitelial
Neste item foi quantificado subjetivamente o grau da hiperplasia e
hiperqueratose, considerando-a como discreta (VN=2,0), moderada

(VN=2,4) ¢ intensa (VIN=2,8). O valor numérico definitivo para cada caso
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em relagdao a hiperplasia e hiperqueratose, foi estabelecido a partir da média

dos valores numéricos relacionados a cada uma delas.

b) Hiperplasia e hiperqueratose com displasia epitelial

O diagnéstico de displasia epitelial obedeceu aos critérios adotados pela

WHO (1978) e Katz, Shear e Altini (1985). Estes critérios estao demonstrados

a seguir:
1) Perda de polaridade das células da camada basal;
2) Vérias camadas de células com padrdo basaldide;
3) Aumento do indice nucleo/citoplasma;
4)  Grande quantidades de figuras de mitose;
5) Intenso pleomorfismo celular;
6) Hipercromatismo nuclear;
7)  Nucléolos evidentes;
8) Diminuicdo da coesdo celular;
9) Disqueratose moderada a intensa;

10) Cristas epiteliais irregulares;
11) Estratificacéo epitelial irregular;
12) Mitoses atipicas

Para melhor padronizacio dos diagnodsticos microscopicos de carcinoma

espinocelular em relagio a mucosa bucal dos animais experimentais, bem como a

obtencdo de valores numéricos que facilitem a tabulagdo estatistica, foi utilizada a

classificagao proposta por Bryne et al. 1991.

Tabela 1 - Critérios de malignidade microscdpica utilizada no estudo de Bryne et al, 1991. Apenas as partes mais invasivas
dos tumores foram classificadas.

Caracteristica Escore
morfolégica 1 2 3 4
Altamente Moderadamente* Minima* Auséncia de
Grau de

queratinizacéo

Polimorfismo
nuclear

N° de mitoses
(campo de
grande aumento)

Padrédo de
invasao

queratinizado
(> 50% das células)

Pouco polimorfismo
nuclear (> 75%
células maduras)

0-1

Bordas infiltrativas
ativas e bem
delineadas*

queratinizado
(20-50% das células)

Polimorfismo nuclear
moderadamente*
abundante (50-75%
células maduras)

2-3*

Linhas, bandas e/ou
corddes solidos
infiltrativos™

queratinizagao
(5-20% das células)

Polimorfismo nuclear
abundante*
(25-50% células
maduras)

4-5*

Pequenos grupos*
ou corddes de
células infiltrativas
(n>15)

queratinizagao
(0-5% das células)

Polimorfismo
nuclear extremo*
(0-25% células
maduras)

>5

Dissociagao
celular acentuada
e disseminada em
pequenos grupos

elou células

isoladas (n < 15)




78 4 Material e Métodos

42.6.3  Carcinoma microinvasivo (VN = 4)
Este diagnostico foi estabelecido a partir da destrui¢ido da membrana basal do
epitélio lingual dos hamsters pelas células neoplasicas atipicas, com invasao localizada e

restrita 2 lamina propria.

4.2.6.4  Carcinoma invasivo sem metastase aparente (VN = 5)

Foi diagnosticado quando a invasio comprometeu a lamina propria e

submucosa, porém sem a presenca de metastases regionais ou a distancia.

4.2.6.5 Carcinoma invasivo com metastase aparente (VN = 6)

Neste caso, as caracteristicas para o diagnéstico do carcinoma invasivo foram
semelhantes as do item anterior, sendo acrescentada a presenca de metastases nos 6rgaos
retirados durante a necropsia dos animais. Os linfonodos, rins, pulmao e figado foram
analisados criteriosamente, avaliando-se morfologicamente os seguintes aspectos:
desorganizacao estrutural, alteracGes degenerativas, presenca de infiltrado inflamatério e a

ocorréncia de neoplasia primaria ou metastatica

4.3  Tratamento estatistico

Os valores numéricos relacionados a cada grupo experimental foram tabulados
estatisticamente, com a finalidade de avaliagao da significancia estatistica baseando-se no
método nao paramétrico de Kruskal Wallis, que objetivou comparar a ocorréncia de
alteragdes como: peso dos animais, tamanho da lesao, quantidade de lesdes em relagao aos
cinco grupos experimentais e teste Dunn aplicado ao estudo de comparacio multipla
entre os cinco grupos experimentais. Em relagao a localizag¢ao das lesdes no interior da
cavidade bucal nio foram realizados testes indutivos, somente analise descritiva da
ocorréncia e localizacio dessas alteracoes. Como auxilio na elaboracao dos dados
estatisticos foram utilizados os softwares: Statistica versao 5.1 (Stat Soft Inc.) e Sigma Stat

versao 2.0 (Spss Inc.).
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4.4 Principios éticos

O protocolo utilizado neste estudo esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdio Animal
(COBEA) e aprovado pela Comissio de Ftica em Ensino e Pesquisa em Animais
(CEEPA) da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sao Paulo
FOB/USP, em reunido de 25 de marco de 2003, segundo o Protocolo de Pesquisa n°
024/05. (Anexo 2)
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Neste capitulo, serdo descritas as caracteristicas de maior relevancia
relacionadas aos animais experimentais e seus respectivos grupos. Os resultados serao
apresentados respeitando-se a seguinte seqiiéncia: Variagdo do peso dos animais,
tamanho, localiza¢iao das lesGes, aspectos macroscopicos e microscopicos.

Procurou-se apresentar os resultados sob a forma de tabelas e graficos; sendo
as particularidades de maior interesse relacionadas a cada grupo experimental, destacadas
ao longo do texto. Os achados clinicos apresentados na forma de figuras foram
escolhidos levando-se em consideragio os aspectos morfolégicos mais relevantes de
ocorréncia nos diversos grupos.

O critério de selecio das fotomicrografias respeitou a analise microscopica
mais significativa dos espécimes de cada grupo experimental, procurando-se registrar cada
fenémeno em quadros elaborados para esse fim, isso com o intuito de facilitar o
entendimento evolutivo em relacdo a estes achados microscépicos.

Durante a realizacio da fase experimental pode-se observar e documentar a
morte de seis animais experimentais (dois machos e quatro fémeas). Dois animais
morreram provavelmente em decorréncia de disputa entre os animais de um mesmo
grupo; outros dois animais apresentaram quadros de caquexia ao longo do experimento, o
que culminou com as mortes no periodo entre a 17° e 19° semana de aplicacao das
substancias experimentais, e por fim os outros dois animais morreram por contato fisico,
seguido de pratica de canibalismo; o que ¢ frequentemente encontrado nos relatos

envolvendo esta espécie animal.

5.1 Variacdo do peso dos animais experimentais

A preocupacdo com os possiveis efeitos sistémicos nos animais envolvidos na
pesquisa e sua relacio com o desenvolvimento dos tumores bucais, como conseqiiéncia
da aplicagao das substancias, DMBA (9,10-Dimetil-1,2-benzoantraceno), 6leo resina de
Copafba natural ¢ em emulsio manipulada artesanalmente, fez com que se procedesse a
avaliacago do peso dos animais em dois momentos experimentais; cujos valores

encontram-se expressos na tabela abaixo:
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Grupo Tempo (semanas) | Animal | Género | Peso inicial (g) | Peso final (g)

1 M 118 126

2 M 118 124

7 3 M 128 143

4 M 119 128

5 M 122 136
6" F 145 Obito

1 F 135 138

Grupo | 2 F 138 134
(DMBA) 13 3 F 118 123
4 F 119 116

5 F 123 118

1 M 139 110

2 M 128 73

20 3 M 115 84
4 M 132 Obito

5 M 125 63

1 = 139 143

2 F 119 126

7 3 F 145 168

4 F 148 168

5 F 170 176

1 M 112 110

2 M 115 142

_ Grupo i 13 3 M 119 125
(Oleo in natura) 4 M 105 114
5 M 118 133

1 F 131 140

2 F 128 142

20 3 F 147 159

4 F 121 153

5 F 121 165
6" F 134 Obito

1 M 129 159

2 M 134 158

7 Sem 3 M 138 156

4 M 115 186
5 M 114 Obito

1 F 143 184

2 F 121 167

o 13 sem 3 3 137 166
manipulado) g E 122 12%
1 M 131 151

2 M 132 165

20 3 M 138 164

4 M 132 198

5 M 154 195

6 M 128 146

1 F 145 150

2 F 130 151

7 3 F 137 161
4 F 146 Obito

5 F 128 142

1 M 117 132

2 M 142 173

(Dg[j“apf Sreo 13 3 M 132 152
. 4 M 133 164
in natura) 5 M 130 156
1 M 126 139

2 M 121 155

20 3 M 98 134

4 M 123 143

5 M 116 136

6"~ F 121 195

1 M 117 132

2 M 105 128

7 3 M 124 159

4 M 142 152

5 M 128 140

1 M 120 136

Grupo V 2 M 121 138
(Dmba + Oleo 13 3 M 17 144
f 4 M 123 139
manipulado) 5 M 117 136
1 M 120 117
2 M 116 Obito

20 3 M 140 155

4 M 131 127

5 M 132 149

6" F 137 110

Tabela 2 - Valores
referentes ao peso dos
animais dos diferentes
grupos  experimentais,
quando da morte dos
animais no periodo de
7, 13 e 20 semanas.
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Os dados relacionados a média da variacio de peso dos animais, quando da

comparacao entre os diversos grupos, nos trés tempos experimentais, encontram-se

representados na tabela 3 e no grafico 1 abaixo, onde pode-se observar que no grupo 1

(DMBA) no periodo experimental de 20 semanas os animais apresentaram uma

expressiva perda de peso, quando comparado aos outros grupos experimentais da

amostra.

Tabela 3 — Valores expressos para as médias de variacdo de peso dos animais, em relacdo aos diferentes grupos

experimentais, nos periodos de 7, 13 e 20 semanas de experimento.

Tempo experimental

Grupo Média N DP
(semanas)
Gruoo | 7 10,40 5 3,91
(DM% A 13 -0,80 5 4,49
20 -44,25 4 16,72
Grupo i 7 12,00 5 8,80
p . 13 11,00 5 10,84
Ol t ’ ’
(Cleo in natura) 20 2220 5 1514
Grupo I 7 35,75 4 24,01
(Oleo manipulado) 13 32,00 5 11,11
20 34,00 6 17,83
. 7 16,00 4 8,45
Oleo Grupo IV ’ ’
. ) 13 24,60 5 7,02
Dmba + éleo in natura ’ ’
( ) 20 32,83 6 22,04
7 19,00 5 10,22
Grupo V ) ,
(Dmba + Oleo Manipulado) 13 19,00 5 464
20 -0,40 5 17,80
Peso
40 -
358 34,0
30 4 82,0 32,8
246
20 A 48’8 19,0 / 22,2
10 | =164 —= 110
o O 0,8 04
é 10 7 semanas 13 semanas 20 semanas
-20 1
230 4 DMBA
—=— Oleo de Copaiba In Natura
-40 4 443 Oleo de Copaiba Manipulado
50 J o Oleo de Copaiba In Natura + DMBA
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA

Gréfico 1 - Evolugdo das médias dos valores

semanas de experimento.

numéricos, nos diferentes grupos, nos periodos de 7, 13 e 20
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De modo geral, notou-se que os animais que fizeram exclusivamente uso do
6leo resina de Copaiba na sua forma natural, quer de maneira isolada, quer associado ao
DMBA, apresentaram um aumento no peso corpéreo ao termino da 20° semana de
aplicacdo das substancias experimentais; quando da compara¢io com os demais grupos
amostrais.

Um outro dado relevante mostra que até a 13* semana de aplicagdo das
substancias experimentais ocorreu pouca variagdo na média dos pesos dos animais,
ocorrendo alteragdes mais significativas no periodo compreendido entre a 13* ¢ a 20°

semana de aplicagao.

5.2  Tamanho das lesGes na cavidade bucal dos animais experimentais

Os dados referentes a média do tamanho das lesdes quimicamente induzidas
na mucosa bucal dos hamsters estio representados na Tabela 4 e Grafico 2, abaixo; na
qual se observa um maior tamanho (diametro) das lesdes no grupo 1 se comparada ao
grupo IV e V respectivamente.

Para efeito de padronizacao quando da mensuracdo do tamanho das lesGes e
posterior tabulacao estatistica, os valores referentes ao tamanho das lesdes bucais foram

classificados, de acordo com escores numéricos:

Auséncia de lesao
Diametro da lesdo entre 1 € 5 mm

Diametro da lesdo entre 5 € 10 mm

wWw N - O

Didmetro da leséo maior que 10 mm

Notou-se que o tamanho das lesGes bucais nos animais do grupo IV e V foi
comparativamente menor que o grupo I nos perfodos experimentais de 13 e 20 semanas,

respectivamente.
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Ao relacionarmos a média dos valores para o grupo IV e o grupo V; pode-se
observar um menor tamanho das lesdes no grupo 1V; sugerindo possivelmente um ligeiro
efeito preventivo maior do 6leo resina de Copafba natural se comparado a contraparte

manipulada artesanalmente.

Tabela 4 - Valores expressos para as médias do tamanho das lesdes, em relagdo aos diferentes grupos experimentais, nos
periodos de 7, 13 e 20 semanas de experimento.

Tempo experimental

Grupo (semanas) Média N DP
7 0,20 5 0,45
Grupo |
(DMBA) 13 1,40 5 0,55
20 2,25 4 0,50
7 0,00 5 0,00
~ Grupo I 13
(Oleo in natura) 0,00 5 0,00
20 0,00 5 0,00
7 0,00 4 0,00
~ Grupo llI 13
(Oleo manipulado) 0,00 5 0,00
20 0,00 6 0,00
3 7 0,00 4 0,00
Oleo Grupo IV 13
(Dmba + dleo in natura) 0,80 5 0,84
20 1,33 6 1,03
7 0,20 5 0,45
Grupo V 13
(Dmba + Oleo Manipulado) 0,80 5 0,45
20 1,80 5 1,10
Tamanho da Lesao
3 -
2,25
21 1,80
% 1,40 1,33
2 :
1] DMBA
0,80 0,80 - ]
Oleo de Copaiba In Natura
Oleo de Copaiba Manipulado
0,20 0,20 Oleo de Copaiba In Natura + DMBA
0 0 O 0 0 0 0 Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA
0
7 13 20
Semanas

Gréfico 2 - Representacdo gréafica da média dos valores numéricos em relagcdo ao tamanho da lesdo, nos
diferentes grupos, nos periodos de 7, 13 e 20 semanas de experimento.
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5.3 Localizagéo das lesdes na mucosa bucal dos animais experimentais

Um aspecto interessante quando da presenca das lesdes na cavidade bucal dos
animais experimentais, diz respeito a ocorréncia destas lesdes em variadas localizag¢oes. De
modo geral as lesdes iniciavam-se entre a borda lateral da lingual, mucosa jugal e
comissura labial; no entanto em alguns casos as lesGes localizavam-se em outros sitios da
boca. Para efeito de inspecao clinica destas lesdes, quantificacdo e posterior tabulagao

estatistica as localizacdes foram assim divididas:

Auséncia de leséo
Borda lateral da lingua
Dorso lingual

Ventre lingual

Mucosa jugal
Comissura labial

Soalho bucal

~N o o1 B W NN - O

Outras localizacbes

Apesar da aplicagao das substancias ocorrer diretamente na borda lateral da
lingua dos animais, notou-se que estes liquidos fluiam para os tecidos adjacentes, o que
justifica a variedade na localizagao destas lesoes.

Para melhor interpretagdao dos dados, serdo apresentados abaixo trés graficos e
tabelas, relacionando-se os diferentes grupos nos tempos experimentais de 7, 13 e 20
semanas e a respectiva localizacdo das lesdes no interior da cavidade bucal dos animais

experimentais.
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Tabela 5 — Valores expressos para as frequéncias de localizacéo da lesdo, em relacéo aos diferentes grupos, no periodo de

7 semanas de experimento.

Localizagéo
0 1 2 3 4 5 6
N 4 1 0 0 0 0 0
DMBA
% 80 20 0 0 0 0 0
Oleo de Copaiba In Natura ;‘ 120 8 8 8 8 8 8
(o)
Oleo de Copaiba Manipulado 0’;‘ 130 8 8 8 8 8 8
0
Oleo de Copaiba In Natura + DMBA !;l 130 8 8 8 8 8 8
0
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA 0’;‘ 840 8 8 8 8 210 8
0
Periodo Experimental - 7 semanas
120 4
100100100
100 4
80 80
80 -
L 60
404
20
20 -
00 00O 00 0 O0 O 00 0O 00 0O O

0

0 0 0 0 00 O0O0TO

0 1
DMBA

Oleo de Copaiba In Natura

Oleo de Copaiba Manipulado

Oleo de Copaiba In Natura + DMBA

Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA

Localizacao

Gréfico 3 - Representacdo gréafica da freqiiéncia de localizacdo da lesdo, nos diferentes grupos, no periodo de 7

semanas de experimento.
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Tabela 6 — Valores expressos para as frequéncias de localizacdo da lesdo, em relagéo aos diferentes grupos, no periodo de
13 semanas de experimento.

Localizacéo
0 1 2 3 4 5 6
N 0 1 1 2 1 0 0
DMBA
% 0 20 20 40 20 0 0
. . N 5 0 0 0 0 0 0
Oleo de Copaiba In Natura % 100 0 0 0 0 0 0
. . : N 5 0 0 0 0 0 0
Oleo de Copaiba Manipulado % 100 0 0 0 0 0 0
. , N 2 0 0 0 2 1 0
+
Oleo de Copaiba In Natura + DMBA % 40 0 0 0 40 20 0
. . : N 1 0 0 0 2 2 0
I M I + DMBA
Oleo de Copaiba Manipulado % 20 0 0 0 40 40 0
Periodo Experimental - 13 semanas
120 -
100100
100 |
80 |
£ 60
40 40 40 40 40
40 -
20 20 20 20 20
20
00 0000 0000 000 0 00 000 00000
0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
DMBA Localizagédo
Oleo de Copaiba In Natura
Oleo de Copaiba Manipulado
Oleo de Copaiba In Natura + DMBA
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA

Gréfico 4 — Representacdo grafica da freqiiéncia de localiza¢do da lesdo, nos diferentes grupos, no periodo de 13 semanas
de experimento.
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Tabela 7 — Valores expressos para as frequéncias de localizacdo da lesdo, em relagéo aos diferentes grupos, no periodo de
20 semanas de experimento.

Localizagéo
N 0 1 2 3 4 5 6
N 0 3 0 0 1 0 0
DMBA
% 0 75 0 0 25 0 0
. . N 5 0 0 0 0 0 0
Oleo de Copaiba In Natura % 100 0 0 0 0 0 0
- . . N 6 0 0 0 0 0 0
Oleo de Copaiba Manipulado % 100 0 0 0 0 0 0
. , N 1 4 0 0 0 0 1
+
Oleo de Copaiba In Natura + DMBA % 16,67 66,67 O 0 0 0 16,67
. . . N 1 2 0 0 2 0 0
+
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA % 20 40 0 0 40 0 0
Periodo Experimental - 20 semanas
120 -
100
100 |
80 75
66,67
S 60
40 40
40 -
25
20
20 16,67 16,67
0 0 00 0 0 00,000 0 0 00,000 0 00,00 0 0 00,000 0 0 0 0
0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
DMBA Localizacéo
Oleo de Copaiba In Natura
Oleo de Copaiba Manipulado
Oleo de Copaiba In Natura + DMBA
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA

Gréfico 5 — Representacao grafica da freqiiéncia de localiza¢éo da lesdo, nos diferentes grupos, no periodo de 20 semanas
de experimento.

A localizacio mais frequente das lesdes bucais ocorreu na borda lateral da
lingua nos animais do grupo 20 semanas, submetidos a aplicacao da solu¢io de DMBA
isoladamente; logo em seguida pode ser observada uma freqiiéncia menor de lesdes
também na borda lateral lingual em animais em que o 6leo resina de Copaiba natural

encontrava-se associado a solu¢ao de DMBA pelo periodo de 20 semanas.
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Observou-se uma baixa freqiiéncia em relagao a presenca de lesGes na regiao

do soalho bucal dos animais, quando da avaliacao dos cinco grupos experimentais.

54  Aspecto Macroscopico

5.4.1 Da cavidade bucal dos animais experimentais
As informagdes referentes a analise macroscopica da borda lateral da lingua e

cavidade bucal dos cinco grupos experimentais nos trés diferentes tempos de observagao

encontram-se expressas na Tabela 8, representada abaixo:

Tabela 8 — Altera¢Bes macroscopicas observadas nos periodos experimentais de 7, 13 e 20 semanas em rela¢éo aos cinco
grupos experimentais.

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V

7s 13s 20s 7s 13s 20s 7s 13s 20s 7s 13s 20s 7s 13s 20s

n %% n %n %n % n % n % n % n % n % n % n % n % n%n %n %
Sem~ 4 80 5 100 5 100 5 100 4 100 5 100 6 100 4 100 2 40 1 16,6 4 80|/1 20 1 20
alteragdes
Papula 120 1 20 120 2 40
Lesgo 360 125 2 40 2 332 2 40 1 20
papilomatosa
Ulcera rasa 1201 25
Nc')dulo~sem 1 20 1 20
ulceragao
Nodulo 2 50 3 498 2 40
ulcerado

A média da ocorréncia de alteragdes macroscopicas no grupo 7 semanas exibiu
valores bem abaixo da metade da média.

A média das alteracbes macroscopicas em relagao ao tempo experimental de 13 e
20 semanas mostra que mais da metade dos animais do grupo I (DMBA) desenvolveu
lesoes.

Na avaliacao da presenca de lesdes no grupo IV e grupo V, tempo experimental de

13 semanas, observamos que menos da metade dos animais desenvolveu lesoes
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macroscopicamente detectaveis; ao passo que no perfodo experimental de 20 semanas
ocorreu uma multiplicagdo na ocorréncia dessas lesdes, como ¢ representado na tabela e

grafico abaixo:

Tabela 9 - Valores expressos para as médias dos valores numéricos do aspecto macroscopico das lesdes, em relagdo aos
diferentes grupos experimentais, nos periodos de 7, 13 e 20 semanas.

Grupo Temp(geerﬁgﬁggental Média N DP
Grupo | 7 1,20 500 045
(DMBA) 13 3,60 5,00 0,89
20 4,75 4,00 1,50
Grupo I 7 1,00 5,00 0,00
(Oleo in natura) 13 1,00 5,00 0,00
20 1,00 5,00 0,00
Grupo Il 7 1,00 4,00 0,00
(Oleo manipulado) 13 1,00 5,00 0,00
20 1,00 6,00 0,00
. 7 1,00 4,00 0,00
Oleo Grupo IV g ; ,
(Dmba + 6leo in natura) 13 2,00 5,00 1,00
20 4,17 6,00 2,14
7 1,20 5,00 0,45
Grupo V ; ; )
(Dmba + Oleo Manipulado) 13 2,20 5,00 0,84
20 4,20 5,00 217
Exame macroscopico
6 -
5 4.8
42 4.2
41 3,6
g3
=
2,0 2.2
2 ] DMBA
2 12 Oleo de Copaiba In Natura
1 o 10 1.0 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 Oleo de Copaiba Manipulado
1 Oleo de Copaiba In Natura + DMBA
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA
0
7 13 20
Semanas

Gréfico 6 — Representacdo grafica das médias dos valores numéricos do aspecto macroscopico das lesdes, nos
diferentes grupos experimentais, nos periodos de 7, 13 e 20 semanas, respectivamente.
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54.1.1  Andlise macroscopica descritiva dos grupos experimentais

De acordo com a avaliagdo clinica dos animais no periodo experimental 7
semanas, somente um animal do grupo experimental I (DMBA) e um outro animal do
grupo V. (DMBA + Oleo manipulado artesanalmente) apresentaram papulas
avermelhadas na regido do soalho bucal; (Figura 12A); os outros animais nao
apresentavam alteracdes morfologicamente detectaveis; o que é bem reportado nos
estudos da literatura, afirmando ser o prazo de 7 semanas muito curto para a ocorréncia
de lesGes malignas quimicamente induzidas. (Figura 12B)

Quando da inspe¢ao clinica da cavidade bucal dos animais pertencentes ao grupo 13
semanas, pode-se observar que em relagio ao grupo I (DMBA), trés animais
apresentavam multiplas lesoes papilomatosas na borda lateral, mucosa jugal e na regiao do
soalho bucal respectivamente, um outro animal exibiu ulcera rasa na mucosa jugal, e por
fim o dltimo animal apresentou nédulo nao ulcerado com aspecto papilomatoso
superficial, medindo em seu maior diametro 0,4 x 1,5cm. Nestas lesdes observavam-se
ainda extensas areas de necrose superficial, acompanhado de recobrimento da area por
discreta pseudomembrana esbranquicada. (Figura 13)

Ainda relacionado a avaliacio no perfodo experimental de 13 semanas, pode-se
observar que no grupo IV, dois animais nio exibiram alteragdo na mucosa bucal
morfologicamente detectavel; um animal mostrou presenca de papula na regiao do soalho
bucal de aspecto esbranquicado com pequena area ulcerada associada, levemente
sangrante ao toque, com dimensoes de 0,2 x 1,3cm em seu maior eixo; e por fim outros
dois animais exibiram formagdes exofiticas, papiliformes unicas na regido de ventre
lingual de dimensoes de 0,5 x 1,3 e 0,4 x 1,6cm aproximadamente. (Figura 14)

Quando da observagio macroscopica do grupo V no periodo de 13 semanas,
pode-se observar que um animal ndo exibiu alteragdes na mucosa bucal; outros dois
animais apresentaram papulas avermelhadas em soalho bucal e comissura labial
respectivamente, ¢ os outros dois animais restantes exibiram formagdes exofiticas
papiliformes unicas na regiao de mucosa jugal e ventre lingual de dimensoes que variavam

de 0,3x 0,9 e 0,4 x 1,3cm, aproximadamente.
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Os animais do grupo experimental I, IV e V que foram mortos no tempo
experimental de 20 semanas exibiram alteragdes macroscopicas em maior numero e de
aspectos morfolégicos mais significativos.

Pode ser observado clinicamente que os quatro animais do grupo I exibiam
presenca de alteracées morfoldgicas de significativa importancia clinica. Um animal exibiu
lesao papilomatosa na regiao de transicao do soalho bucal e ventre lingual, medindo 0,4 x
1,1cm. Outro animal apresentava ulcera rasa na borda lateral da lingua, sangrante ao
minimo toque ¢ por fim os outros dois animais exibiam importantes nédulos ulcerados de
tamanho significativo 1,3 x 1,9 e 0,8 x 1,8cm. (Figura 15 e 16)

Em relagao aos grupos IV e V no periodo de 20 semanas de aplicacao das
substancias, notou-se que a frequiéncia, nimero de lesdes na cavidade bucal e tamanho
das lesdes foi menor quando comparado ao grupo I (DMBA) isoladamente. Nestes
animais pode se observar a presenca ora de lesdes de aspecto papilomatoso, ora sob a
forma de ulcera rasa de menor tamanho e poucas lesdes sob a forma de nédulos nao
ulcerados, diferente do grupo I (DMBA), no intervalo de 20 semanas, onde tivemos a

ocorréncia de trés lesdes de aspectos ulcerativos. (Figura 17)

5.4.2 Dos outros 6rgéos avaliados macroscopicamente
Os o6rgaos viscerais e linfonodos ganglionares foram removidos, por meio de
necropsia, nos animais em todos os cinco grupos experimentais; nao sendo observado
alteracao de coloragao, textura e tamanho destes, passiveis de sugerir lesdes neoplasicas.

As avaliacOes clinicas foram realizadas em dois momentos:

1) Durante a realizacdo da necropsia
2) No ato de realizagdo da macroscopia ap6s o tecido ter permanecido por 48h na solugdo de

formol tamponado.
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Figura 12A - Aspecto de normalidade em relacdo a mucosa bucal do animal do grupo | no periodo
experimental de 7 semanas.

Figura 12B - Discreta papula avermelhada na regido de soalho bucal do animal do grupo | no periodo
experimental de 7 semanas de aplicagéo exclusivamente da solu¢do de DMBA.

Figura 13 - Presenca de mudltiplas lesdes papilomatosas na borda lateral, ventre lingual e soalho bucal com
areas centrais ulceradas e superficie ligeiramente branca avermelhada no animal experimental do grupo | no
periodo de 13 semanas de aplicacdo de DMBA.
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Figura 14 - Lesdo papilomatosa Unica na regido de ventre lingual e pequeno nodulo ulcerado na regido da mucosa jugal do
animal do grupo IV no periodo experimental de 13 semanas.

Figura 15 - Presenca de extenso nodulo ulcerado com discreta pseudomembrana esbranquigada na regido de mucosa
jugal e comissura labial, sugerindo clinicamente carcinoma espinocelular no periodo experimental de 20 semanas;
submetidos a aplicacdo exclusiva da solugdo de DMBA. (Grupo | 20 semanas)
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Figura 16 — Presenca de multiplos nédulos ulcerados, sangrantes ao toque, na regido de mucosa jugal e comissura labial,
compativel clinicamente com carcinoma espinocelular no periodo de 20 semanas submetidos a aplicacdo exclusiva da
solugdo de DMBA. (Grupo | 20 semanas)

Figura 17 - Presenca de lesdo esbranquicada de aspecto Ulcero vegetante localizada no limite da regido de soalho bucal e
ventre lingual sugerindo clinicamente carcinoma espinocelular papiliforme pequeno.
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5.5 Aspecto Microscépico

55.1 Damucosa bucal dos animais experimentais
Com o intuito de melhor uniformizacido na analise microscopica e posterior

elabora¢iao dos dados estatisticos as alteragdes morfologicas foram assim classificadas:

3,0 Hiperplasia e Hiperqueratose com displasia discreta
34 Hiperplasia e Hiperqueratose com displasia moderada
3,8 Hiperplasia e Hiperqueratose com displasia intensa
4,0 Carcinoma microinvasivo

50 Carcinoma invasivo sem metastase

6,0 Carcinoma invasivo com metastase

Os dados relacionados as alteragGes microscopicas respeitadas as suas
respectivas médias e desvio padrio sdo apresentadas na tabela 10 e grafico 7,
respectivamente, para os grupos experimentais de I a V, no intervalo de 7, 13 e 20
semanas de aplica¢ao das substancias experimentais.

O tempo de sete semanas de aplicagao das substancias experimentais revelou-
se muito curto para a ocorréncia de alteragoes neoplasicas passiveis de avaliagao
microscopica, os valores de média para esse grupo expressos na tabela e grafico acima
exibem valores numéricos muito préximos entre os grupos I, IV e V semanas.

Quando da extrapolagao para a o periodo de 13 semanas, pode-se observar um
significativo aumento na média das alteragdes microscopicas quando da avaliacio dos
grupos I, IV e V semanas, respectivamente.

No entanto, os valores de médias em relagio as alteragdes microscopicas, nos

grupos acima, apresentaram indices semelhantes; sem apresentar significancia estatistica.
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Tabela 10 - Valores expressos para as médias dos valores numéricos do aspecto microscopico das lesdes, em relacéo aos
diferentes grupos experimentais, nos periodos de 7, 13 e 20 semanas.

Tempo experimental

Grupo Média N DP
(semanas)
7 2,28 5,00 0,83
G I ’ ’ ’
(Drl\L;I%?A) 13 3,84 5,00 0,75
20 5,00 4,00 0,00
Grupo I Y 1,88 5,00 0,52
(Oleo in natura) 13 1,40 5,00 0,55
20 2,08 5,00 0,18
Grupo Il 7 1,60 4,00 0,71
(Oleo manipulado) 13 1,76 5,00 0,77
20 1,67 6,00 0,52
" 7 2,50 4,00 0,58
Oleo Grupo IV ’ ’ ’
(Dmba + 6leo in natura) 13 3,76 5,00 1,19
20 4,20 6,00 0,66
7 2,20 5,00 0,84
Grupo V ’ ’ ’
(Dmba + 6leo Manipulado) 13 3,96 5,00 1,00
20 3,84 5,00 0,75
Exame microscépico
6 -
5,00
5
4,20
4 3,84 3760 3,84
§ * 2,50
2,28 220
188 o8 DMBA
2 1 160 1,76 1,67
' 1,40 Oleo de Copaiba In Natura
Oleo de Copaiba Manipulado
11 Oleo de Copaiba In Natura + DMBA
Oleo de Copaiba Manipulado + DMBA
0
7 13 20
Semanas

Gréfico 7 — Representacéo grafica das médias dos valores numéricos do aspecto microscopico das lesdes, nos
diferentes grupos experimentais, nos periodos de 7, 13 e 20 semanas.
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No periodo experimental de 20 semanas, as médias das alteragcdes
microscopicas mostraram-se mais expressivas; o que provavelmente esteja relacionado
com a presenca de alteragdes microscopicas mais significativas nos grupos experimentais
deste periodo.

No grupo I, a média das lesées bucais assumiu os maiores valores em relagao a
todos os grupos e tempos experimentais avaliados.

No grupo IV e V, respectivamente, a média de ocorréncia das alteragoes
microscopicas mostrou valores inferiores se comparado ao grupo I, o que pode sugerir
um efeito inibidor das duas apresentagoes do 6leo de Copaiba quando associado ao
DMBA.

Ao estabelecermos comparagao entre as médias de ocorréncia das alteragoes
microscopicas entre o grupo IV e grupo V; notamos que o grupo V apresentou uma
média ligeiramente menor na presenca de alteragoes microscopicas em relagao a cavidade

bucal dos animais experimentais.

5.5.1.1  Analise microscopica descritiva dos grupos experimentais

Ao realizarmos a observagao microscopica do grupo I, no periodo de sete
semanas; pode-se perceber que dois animais exibiram altera¢oes hiperplasicas sem
presenca de displasia no epitélio de padrio focal; enquanto em outro animal a mucosa
bucal revelou alteracio hiperplasica com displasia epitelial leve. Um animal apresentou
aspecto de normalidade em relacio a mucosa jugal. (Tabela 11, Figura 18 e 19)

Em relacdo aos grupos experimentais II e 111, quando da avaliacio no periodo
de sete semanas, a mucosa encontrava-se microscopicamente normal, com alguns animais
apresentando hiperplasia associada a hiperparaqueratinizagao discreta a moderada com
auséncia de displasia. A maior parte dos animais apresentava microscopicamente a
mucosa bucal com aspecto normal. (Tabela 12 e 13)

Em relacdo aos grupos IV e V no periodo experimental de sete semanas,
pode-se observar, que dos dez animais que iniciaram o experimento (soma dos animais
dos dois grupos) ocorreu uma morte com um animal do grupo IV; dois animais exibiram
hiperplasia e hiperqueratose discreta sem displasia e outros dois animais exibiram

hiperplasia e hiperqueratose discreta com hiperplasia. (Tabela 14, Figura 20)
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Tabela 11 — Aspectos microscopicos e seus respectivos escores observados nos periodos experimentais de 7, 13 e 20
semanas em relacdo ao grupo experimental | (DMBA).

L Periodo 7 semanas 13 semanas 20 semanas
Avaliacéo

Microscépica (VN) L
Animais 1 2 3 4 5 6* T 1 2 3 4 5 T 1 2 3 4* 5 T

\

Mucosa normal 1,0 1,0

i
=

Discreta 2,0 %/ 2,0
Hiperplasia e — W
Hiperqueratose sem Moderada 2,4 / 2,4
displasia - o

Intensa 2,8

/ 7 7

Discreta 3,0 /// 6,0 g//%/ //9,0
Hiperplasia e E— —— z - -
Hiperqueratose com Moderada 3,4
displasia _

Intensa 3,8

7
Carcinoma microinvasivo 4,0 / 4,0
i

Carcinoma invasivo sem metastase 5,0 0 0 [ o

Carcinoma invasivo com metastase 6,0

Total 2,0 30 30 10 24 11,4 40 3,0 3,0 50 3,0 18,0 50 5,0 5,0 50 20

Média dos valores numéricos 2,28 3,6 5,0

Tabela 12 - Aspectos microscopicos e seus respectivos escores observados nos periodos experimentais de 7, 13 e 20
semanas em relacdo ao grupo experimental Il (Oleo de Copaiba In Natura).

Avaliago Periodo 7 semanas 13 semanas 20 semanas
Microscépica (VN) .
Animais i1 2 3 4 5 T 1 2 3 4 5 T 1 2 3 4 5 6T
Mucosa normal 1,0 /%//% /% 3,0
/ % 7 % %% s / o

Discreta 2,0 / / / / / 4,0 / / / . Y
. : _ % | | |
Hiperplasia e / /
Hiperqueratose sem Moderada 2,4 / / 2,4
displasia - u i

Intensa 2,8

Discreta 3,0
Hiperplasia e —_—
Hiperqueratose com Moderada 3,4
displasia R

Intensa 3,8
Carcinoma microinvasivo 4,0
Carcinoma invasivo s/ metastase 5,0
Carcinoma invasivo ¢/ metastase 6,0
Total 1,0 20 20 24 20 94 20 10 10 20 10 70 24 20 20 2,0 20 10,4

Média dos valores numéricos 1,88 1,40 2,08
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Tabela 13 - Aspectos microscopicos e seus respectivos escores observados nos periodos experimentais de 7, 13 e 20
semanas em relacdo ao grupo experimental Il (Oleo de Copaiba Manipulado Artesanalmente).

Avaliagéo Periodo 7 semanas 13 semanas 20 semanas
Microscépica
(VN) Animais 1 2 3 4 5+ T [NIIE25E38 AN ST R IR RS R S T
7 7 . 7
Mucosa normal 1,0 / 2,0 / 2,0 / / 2,0
. // _ /

= ] ’ e w e
Discreta 2,0 / 2,0 // 4,0 / /// 8,0
] ] _ _

Hiperplasia e

%

Hiperqueratose Moderada 2,4 / 2,4
sem displasia i v

Intensa 2,8 . 2,8

Discreta 3,0
Hiperplasia e
Hiperqueratose Moderada 3,4
com displasia

Intensa 3,8
Carcinoma microinvasivo 4,0
Carcinoma invasivo s/ metastase 5,0
Carcinoma invasivo c/ metastase 6,0
Total 20 10 24 1,0 64 28 10 10 20 20 88 20 10 20 20 20 10 10
Média dos valores numéricos 1,6 1,76 1,66

Tabela 14 - Aspectos microscopicos e seus respectivos escores observados nos periodos experimentais de 7, 13 e 20
semanas em relacdo ao grupo experimental IV (Oleo de Copaiba In Natura + DMBA).

Avaliacéo Periodo 7 semanas 13 semanas 20 semanas
Microscépica
(VN) Animais 1 2 3 445 T 1 2 3 4 5 T 1 2 3 4 5 6 T
Mucosa normal 1,0
. 7
Discreta 2,0 // 4,0 / 2,0
)0 _

Hiperplasia e
Hiperqueratose Moderada 2,4
sem displasia

Intensa 2,8
e B B
Discreta 3,0/ / 6,0 / 3,0
Hiperplasia e - — W - W
Hiperqueratose Moderada 3.4 3.4 / 34

com displasia

- ]
Intensa 3,8 / 3,8
_

Carcinoma microinvasivo 4,0 // 8,0
]

o

Carcinoma invasivo s/ metastase 5, % % 10 ///% % 10,0

Carcinoma invasivo ¢/ metastase 6,0

Total 3,0 20 20 3,0 100 50 34 50 30 20 184 50 40 40 50 38 34 252

Média dos valores numéricos 2,50 3,68 4,20
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Figura 18 — Aspecto microscdpico da
mucosa bucal dos animais experimen-
tais do grupo | no periodo de 7
semanas, onde se destaca a presenca
de areas de hiperplasia epitelial com
hiperortoqueratinizacdo e auséncia de
displasia epitelial. (Coloragdo H.E.)

Figura 19 — Aspecto microscopico da
mucosa bucal dos animais experimentais
do grupo | no periodo de 7 semanas,
onde se destaca a presenca de discretas
areas de hiperplasia epitelial com displa-
sia epitelial leve. (Coloragdo H.E.)

Figura 20 — Aspecto microscdpico da
mucosa bucal dos animais experimen-
tais do grupo IV no periodo de 7 sema-
nas, onde se destaca a presen¢a de
acentuada hipeortoqueratose, com
moderada hiperplasia e auséncia de
displasia epitelial . (Coloracéo H.E.)
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Na analise microscopica do grupo experimental V, um animal apresentou
mucosa bucal de aspecto normal, dois animais apresentaram mucosa bucal com
hiperplasia e hiperqueratose discreta sem displasia; e os dltimos dois animais hiperplasia e

hiperqueratose com displasia de aspecto discreto. (Tabela 15)

Tabela 15 — Aspectos microscopicos e seus respectivos escores observados nos periodos experimentais de 7, 13 e 20

semanas em relacdo ao grupo experimental V (Oleo de Copaiba Manipulado Artesanalmente + DMBA).

Avaliagéo Periodo 7 semanas 13 semanas 20 semanas
Microscépica
(VN) Animais 1 2 3 4 5 T 1 2 3 4 T 1 2 3 4 5 6 T
Mucosa normal 1,0 % | 1,0
0
Discreta 2,0 // / 4,0
Hiperplasia e S
Hiperqueratose Moderada 2,4
sem displasia
Intensa 2,8
Discreta 3,0 / / 6,0 /// // 0 / 3,0
Hiperplasia e 7
Hiperqueratose Moderada 3,4 / 3,4
com displasia w - o
Intensa 3,8 / 3,8 / 3,8
Carci icroi i 4,0 é/////// 4,0
arcinoma microinvasivo , ,
Carcinoma invasivo s/ metastase 5,0 // 10,0 / 5,0

Carcinoma invasivo c/ metastase 6,0

Total

30 10 30 20 20 110 3,0 50 50 30 38 198 3,0

38 50 40 34 192

Média dos valores numéricos

2,20 3,96

3,20

Um maior nimero de alteragdes microscopicas foi observado a partir da 13*
semana de aplicacdo das substancias experimentais; havendo um equilibrio em relagao a
freqiiéncia dessas lesdes quando da comparagao entre os grupos I, IV e V, como exposto
acima. No grupo I, em que os animais foram submetidos a aplicagao da solu¢io de
DMBA pelo periodo de 13 semanas, a mucosa bucal de trés animais apresentou quadros
de hiperplasia e hiperqueratose com displasia discreta; a mucosa bucal de um outro animal
revelou lesdo compativel com carcinoma espinocelular papiliforme micro invasivo; e por
fim um carcinoma espinocelular bem diferenciado de padrio invasivo. (Tabela 11, Figura

21, 22A e 22B)

Em relacdo aos dez animais dos grupos 11 e III; a mucosa bucal encontrava-se
microscopicamente normal, e apenas dois animais apresentaram mucosa bucal com

discretos sinais de queratinizagao. (Tabela 12 e 13)
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Figura 21 — Aspecto microscdpico da
mucosa bucal dos animais experimen-
tais do grupo |, no periodo experimental
de 13 semanas, onde se destaca a
presenca de carcinoma espinocelular
papiliforme de pequeno tamanho. (Co-
loragéo H.E.)

Figura 22A — Aspecto microscopico da
mucosa bucal do animal experimental
do grupo I, no periodo de 13 semanas,
onde se destaca a presenca de carci-
noma espinocelular papiliforme de
grande tamanho. (Coloracéo H.E.)

Figura 22B - Aspecto microscopico
em maior aumento da mucosa bucal
do animal experimental do grupo I, no
periodo de 13 semanas, onde se des-
taca a presenca de mitoses atipicas,
hipercromatismo  nuclear, pleomor-
fismo nuclear e celular intenso, pérolas
corneas e invasdo perivascular. Nota-
se ainda a presenca de leucocitos
mononucleares no conjuntivo. (Colora-
cdo H.E))
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Quando da avaliagao microscopica dos animais dos grupos IV e V no periodo
experimental de 13 semanas, os resultados mostraram que em relagdo ao grupo IV a
mucosa bucal de dois animais exibiu aspecto de normalidade, um animal apresentou
aspecto de hiperplasia e hiperqueratose leve sem displasia, e a mucosa bucal dos tltimos

dois animais hiperplasia e hiperqueratose com displasia discreta. (Tabela 14, Figura 23)

Na analise microscopica do grupo experimental V, um animal apresentou
mucosa bucal de aspecto normal, dois animais apresentaram aspecto microscopico
compativel com hiperplasia e hiperqueratose discreta sem displasia, e dois outros animais

hiperplasia e hiperqueratose discreta com displasia moderada.

Por fim, no tempo experimental de 20 semanas como ja esperado, as
alteragoes microscopicas se mostraram mais acentuadas, definindo em conseqiiéncia um
maior dano tecidual. Nesse perfodo, a presenca de lesdes de aspecto displasico e

carcinomatoso exibiu alta freqiiéncia.

Em relagao ao grupo I, um animal veio a obito, enquanto os quatro animais
restantes do grupo apresentaram achados microscopicos compativeis com carcinoma
espinocelular bem diferenciado; onde se observou claramente a presenca de critérios de
malignidade, tais como: intenso pleomorfismo celular, bizarrismo, mitoses atipicas, perda
de adesdao celular, invasio de ilhotas epiteliais em forma de gota para o conjuntivo
subjacente e também a presenca de pérolas corneas no epitélio. (Figura 24A, 24B, 25A e

25B)

Na andlise dos grupos II e III, no periodo de 20 semanas de aplicacio das
substancias experimentais, notou-se que o epitélio se mostrava hiperplasico, com um
significativo espessamento da camada de queratina na superficie coérnea do epitélio.

Durante a fase experimental um animal do grupo II evoluiu a 6ébito. (Figura 20)

Quando da avaliagaio microscopica do grupo IV no periodo de 20 semanas; a
mucosa bucal de um animal apresentou hiperplasia e hiperqueratose com displasia
discreta; em relagdo a outro animal do grupo, a mucosa bucal apresentou aspecto de
hiperplasia e hiperqueratose com displasia intensa. Dois animais apresentaram-se com a
mucosa bucal exibindo carcinomas micro invasivos e nos outros dois animais foram

observados carcinomas invasivos bem diferenciados. (Figura 27)
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Figura 23 — Aspecto microscopico em
maior aumento da mucosa bucal de um
animal do grupo IV no periodo de 13
semanas; onde se destaca a presenga
de mitoses atipicas, hipercromatismo
nuclear, pleomorfismo nuclear e celular
intenso, note que a camada basal
mostra-se intacta sem invasdo de ilho-
tas epiteliais para a lamina propria e
tecido conjuntivo subjacente; compati-
vel com displasia moderada. (Coloragéo
H.E)

Figura 24A e 24B — Aspecto microsco-
pico da mucosa bucal de um animal
experimental do grupo | no periodo de
20 semanas; onde se destaca a pre-
senca de intenso pleomorfismo celular,
perda de adesdo celular, grande quan-
tidade de queratina permeando as
células tumorais, perda de integridade
do estrato epitelial e invasdo de ilhotas
epiteliais tumorais para lamina propria e
tecido conjuntivo subjacente. (Colora-
¢cdo H.E.)
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Figura 25A e 25B — Aspecto microsco-
pico da mucosa bucal de um animal do
grupo | no periodo experimental de 20
semanas; compativel com carcinoma
espinocelular bem diferenciado onde se
destaca a presenga de inimeras mito-
ses atipicas, hipercromatismo nuclear,
pleomorfismo celular intenso, grande
quantidade de queratina por entre as
células tumorais; além de intensa inva-
sdo epitelial para o tecido conjuntivo
subjacente. (Coloragéo H.E.)

Figura 26 — Aspecto microscdpico da
mucosa bucal de animal experimental
do grupo Ill no periodo experimental de
20 semanas, onde se destaca a pre-
senca de acentuada hiperortoquera-
tose, com moderada hiperplasia epite-
lial. (Coloragéo H.E.)
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Figura 27 — Aspecto microscdpico da
mucosa bucal de um animal do grupo
IV no periodo experimental de 20 sema-
nas; onde se destaca a presenca de
hiperplasia epitelial associado a intenso
pleomorfismo celular, perda de adesdo
celular, mitoses atipicas, compativel
com displasia epitelial de aspecto mo-
derado. (Coloragdo H.E.)

Em relagao ao grupo V, pode-se constatar a morte de um animal, quando da
17" semana de aplicagdo das substancias experimentais. Neste grupo experimental,
ocorreu uma variagao em relacio aos padroes microscopicos; ocorrendo desde aspectos
de hiperplasia e hiperqueratose com displasia discreta até quadros microscépicos de

carcinoma invasivo bem diferenciado. (Figura 28A e 28B)

5.5.2 Dos outros 6rgaos avaliados microscopicamente

Procedeu-se a analise microscopica dos linfonodos, rins, figado e pulmao dos
animais experimentais. Um achado interessante foi encontrado no figado de dois animais
do grupo experimental 7 semanas, submetidos a aplicagao da solu¢aio de DMBA seguido
da aplicagio do 6leo de Copaiba natural. Nestes animais pode ser observado material
enegrecido de aspecto granular difusamente arranjado; mas em grande quantidade
permeando as regides microscopicas referentes aos capilares sinuséides hepaticos.

Nos demais grupos, nao foram observados alteracées microscopicas de carater
degenerativo, inflamatério e/ou neoplasico, decorrente da acdo das substincias
experimentais testadas; bem como a auséncia de neoplasias metastaticas; quando
analisamos microscopicamente os 6rgaos viscerais dos animais, em relacio aos cinco

grupos experimentais.
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Figura 28A e 28B — Aspecto microscé-
pico da mucosa bucal de um animal do
grupo V no periodo experimental de 20
semanas; onde se observa a presenga
de mudltiplos carcinomas espinocelula-
res papiliformes havendo a proliferagéo
epitelial em ilhotas para o tecido con-
juntivo, com a formagdo de pérolas
corneas, na camada epitelial. (Colora-
cdo H.E.).
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6.1 Daconcepcao do trabalho

A utilizagao de modelos experimentais como suporte a indimeras pesquisas que
objetivem o estudo de substancias que possam “frear” o desenvolvimento do cancer
humano é um caminho muito explorado e infelizmente ainda nao completamente
elucidado.

Ap6s as doengas cardiovasculares a segunda maior causa de 6bitos em relagao
a espécie humana, sio as neoplasias, representadas por proliferacdes celulares
desordenadas e atipicas, apresentando estreita relacio com fatores genéticos, hereditarios
e ambientais; como ¢é bem descrito por Parise Jr., 2000.

Muito se avangou nos ultimos dez anos em relagdo ao diagnostico e terapia
dos mais variados tipos de tumores malignos, o cancer de boca nio é excecao, tendo
como foco a reducao dos danos biolégicos que a doenga poderia causar no organismo, e
também o desenvolvimento de estratégias que restringiriam o surgimento e proliferacao
das neoplasias.

A ocorréncia do cancer nao se mostra dependente de um determinado fator de
risco atuando isoladamente, mas sim decorrente da associacao de fatores, que podem
atuar em maior ou menor grau, interferindo com os estadios de homeostasia e
provocando lesoes celulares irreversiveis no DNA das células, a partir dai desenvolvendo
as neoplasias. (COTRAN; KUMAR e COLLINS, 2000; CWIKLA et al. 2000)

O trabalho de Shklar, 1999 nos sinaliza para a importancia dos estudos
experimentais que tenham como alvo a carcinogénese, quer seja tentando descobrir o
efeito iniciador ou promotor de determinadas substancias, quer avaliando o efeito
inibidor. O autor afirma que as pesquisas do cancer devem estar apoiadas em ensaios
imunologicos, genéticos, nutricionais e dos mecanismos inibidores do desenvolvimento

tumoral.
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Baseado em uma criteriosa analise da literatura podemos identificar uma série
de trabalhos que se preocupavam nio somente em estudar quais substancias poderiam
causar o cancer; e sim delinear o papel quimiopreventivo exercido por estas. (BOONE e
YOU, 1997; SHABANY et al. 2002)

Isto justifica a grande importancia dada, nos dias atuais, a prevencao no
ambito das ciéncias biomédicas.

Estes trabalhos propunham-se a estudar o efeito inibidor tumoral, valendo-se
da metodologia experimental DMBA induzida, principalmente em substancias naturais
como: Licopene, alicesteine, alho, acido retindico, café, cha preto e cha mate. (GILMORE
e GIUNTA, 1981; HARNACK et al. 1997; KATIYAR e MUKHTAR, 1997,
BALASENTHIL e NAGINI, 2000; JOHNSON, 2000; SANTOSH, NIHAL e HASAN,
2000; BHUVANESWARI et al. 2001; SAROJA et al. 2001; BALASENTHIL, RAO e
NAGINI, 2002; LI et al. 2002; LIVNY, 2002; MOHAN et al. 2005 ¢ MOHAN et al.
2000)

Nio devemos perder de vista que os modelos experimentais apesar de
“imitarem” a morfofisiologia humana, mostram limita¢gdes principalmente em relagao a
fatores ambientais e psicossociais; 0 que ¢ bem reportado no trabalho de Morris, 1961.

No Brasil, ¢ crescente a valorizagao da medicina popular aplicada a cura de um
grande nimero de doencas, principalmente pela populagio de menor poder aquisitivo,
Lima Jr. et al. 2005; isso ratificado pela venda desenfreada dos chamados “remédios
milagreiros” em feiras livres das grandes cidades, principalmente das regides Norte e
Nordeste do pafs; muitas vezes comercializados sem a preocupacio em relacio ao
controle fitossanitario, de identidade e de pureza; bem como com os efeitos adversos que
essas formulagdes podem provocar no organismo humano. (BIAVATTI et al. 2000)

Ao consultarmos a literatura, notamos uma caréncia de estudos quimicos
discutindo aspectos em relagao a caracterizagdo do 6leo, muitas vezes dificultado por sua
ampla variabilidade natural e a crescente e desmedida demanda do mercado por
medicamentos fitoterapicos.

Alguns trabalhos analiticos tém sido conduzidos no sentido de promover uma
padronizagdo desta matéria prima, apesar de suas variagOes naturais, sendo a
cromatografia gasosa a técnica melhor empregada para esta finalidade. (CASCON e

GILBERT, 2000; BIAVATTI et al. 2000)
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E crescente o interesse de pesquisas com fitoterapicos, objetivando a
producio de fiarmacos mais baratos e com efeitos semelhantes aos medicamentos
tradicionais hoje existentes no mercado.

Seguindo esses estudos, e considerando que na disciplina de Patologia da
Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sio Paulo, ha uma linha de
pesquisa orientada para se estudar a carcinogénese experimental, despertou nosso
interesse avaliar o efeito de um 6leo natural encontrado no Brasil, denominado dleo de
Copaiba que apresenta diversas propriedades farmacolégicas cientificamente
comprovadas, tais como: antiinflamatéria, cicatrizante, anti-séptico, antioxidante e
inibidor do desenvolvimento tumoral. (BASILE et al. 1988; BRITO, 1995; DOONAN e
HUNT, 1996; PAIVA et al. 1998; BANDEIRA et al. 1999; BRITO et al. 2000; PESSOA
et al. 2000; PAIVA et al. 2002; SUGIMOTO, 2003; LIMA, 2003; PAIVA et al. 2003;
ARAUJO JR., 2004; CASTRO e SILVA JR. et al. 2004; CARVALHO et al. 2005; VEIGA
JR. et al. 20006).

Baseado na auséncia de trabalhos cientificos que pudessem avaliar
clinicamente o papel do dleo resina de Copaiba no desenvolvimento de tumores malignos
bucais; bem como a auséncia de ensaios experimentais envolvendo produtos naturais e

sua a¢do quimiopreventiva na carcinogénese bucal, ¢ que fundamentamos o nosso estudo.

6.2 Dametodologia experimental empregada

Desde que Salley em 1954 descreveu na literatura a técnica para producao de
tumores experimentais DMBA induzidos este modelo tem sido largamente empregado
para avaliacado do potencial carcinogénico de inimeras substancias que diariamente
entram em contato com a mucosa bucal.

Como os hamsters sio animais de habitos noturnos, que apresentam
excelentes condi¢coes de manutengao e manejo, além de apresentarem excelente adaptagao
em ambientes de biotério. (HOSSIER e MC PHERSON, 1987); procuravamos aplicar as
substancias experimentais no final da manha, pois dessa forma respeitavamos o intervalo
de 48 horas entre uma aplica¢ao e outra, e também esse horario correspondia ao periodo

em que 0s animais encontravam-se menos hiperativos. (RENSTRUP, SMULOW e
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GLICKMAN, 1962; ODUKOYA e SHKLAR, 1984; MATIAKIS, et al. 1994; WADA et
al. 2003).

Para Haywood, Singh e Borke [199-?] a “alta incidéncia de tumores
espontaneos de ocorréncia nos roedores seria um importante fator que limitaria a
extrapolacao de resultados experimentais, quando se desejasse mensurar o risco humano a
uma determinada exposi¢ao de um agente quimico”.

Em nosso estudo foram respeitadas as concentragdes previamente
estabelecidas na literatura, quanto ao uso do DMBA, visando uma melhor
homogeneizacao da solucao. Notou-se que mesmo mantendo-a em ambiente refrigerado
e em recipiente fechado, ocorria uma significativa evapora¢ao da solugio.

Em nosso estudo piloto podemos observar que quando a aplicacio foi
realizada respeitando-se o intervalo de 24 horas, os animais exibiram lesdes de tamanho e
quantidades maiores, precocemente, somado a isso um grande numero de animais
experimentais evoluiu rapidamente para obito. Quando respeitamos o intervalo de
aplicacao de 48 horas a maior parte das lesGes ocorreu a partir da 13* semana de aplicagao
das substancias experimentais; indicando realmente ser esta a melhor freqiéncia para a
aplicacao dos produtos experimentais.

Extrapolando aos nossos resultados, pode-se observar uma significativa
presenca das lesdes em outros sitios da cavidade bucal dos animais, que nio
exclusivamente a borda lateral lingual; o que nio é concordante com o trabalho de Maeda
e Kameyama, 1986. Quando realizavamos a aplicacio das substancias diretamente na
borda lateral lingual, notavamos que as mesmas escoavam para outras regioes da cavidade
bucal, isto acontecendo em decorréncia do aspecto fluido do liquido e também da
constante movimenta¢ao da lingua destes animais.

Com a finalidade de avaliacdo de possiveis focos metastaticos procedemos a
realizacao de necropsia, removendo: figado, rins, pulmao e linfonodos regionais; seguido
de criteriosa analise clinico microscopica. Nossos achados corroboram com os estudos de
Fassoni, 1992; Salles, 1993; Lima, 1999 e Camargo, 1999 onde nio foram observadas
alteragdes macro e microscopicas compativeis com metastase, nestes orgaos. Baseado
nestes resultados, o modelo de carcinogénese experimental DMBA induzida parece nao
ser a melhor forma de avaliagdo quando se deseja estudar o mecanismo de ocorréncia de

metastases.
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Em nosso trabalho a utilizacado do 9,10-dimetil-1,2 benzantraceno (DMBA)
esta relacionada a iniciagdo da carcinogenese; a aplicacio do 6leo resina de Copaiba nas
suas diferentes formas teria um papel voltado a restricio do processo de iniciagao
tumoral.

Nos trabalhos de carcinogénese quimica experimental, as lesdes malignas
representadas pelo carcinoma espinocelular, sao freqiientemente precedidas por lesoes de
aspecto hiperqueratéticas e displasicas que exibem aspecto comparativamente semelhante
aos encontrados em leucoplasias bucais em humanos. (WHO, 1978; SHAKILAR, 1999)

As lesGes exofiticas papiliformes em modelos experimentais DMBA induzidos
corresponderiam ao carcinoma espinocelular de padrao papiliforme na espécie humana;
sendo uma neoplasia moderadamente invasiva apresentando um crescimento exofitico,
papiliforme que lembra o aspecto de um carcinoma verrucoso; apesar de seu
comportamento apresentar-se bem mais agressivo quando comparado ao carcinoma
verrucoso. (LIMA, 1999). Em nosso trabalho podemos observar a presenca dessas lesoes
exofiticas sugestivas de carcinoma espinocelular papiliforme a partir da 13" semana de
aplicacio das substancias experimentais; mostrando-se de aspecto mais freqiiente no
grupo I (13 semanas) e nos grupos IV e V (20 semanas).

Os carcinomas espinocelulares DMBA induzidos, em geral, sio bem
diferenciados, pois a0 mesmo tempo em que apresentam sinais de atipia celular
representado pelo pleomorfismo e hipercromatismo intenso, mitoses freqiientes e perolas
corneas de carater abundante; alguns outros fatores como: organiza¢ao tecidual, relacio
intercelular e diferenciacao celular mostram-se ainda em estadios de maturacio.
(FASSONI, 1992). Um fato que nos chamou a atencao foi que no grupo I no periodo de
20 semanas todos os animais desenvolveram carcinomas espinocelulares bem

diferenciados.

6.3 Da utilizacdo de plantas medicinais em pesquisas biomédicas
Quando nos deparamos com algum artigo, revista, livro, informativo
abordando a utiliza¢do de plantas medicinais e sua agdo no organismo humano; e comum

nos questionarmos: elas promovem a cura segura?
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Por mais espantoso que seja a utilizagdo de plantas com fins medicinais,
aplicadas ao tratamento, cura e prevencao das doencas, ¢ uma das mais antigas formas de
prevencao da humanidade.

No inicio da década de 1990, a organizacao mundial de saidde divulgou um
boletim, onde demonstrava que 65 a 80% da populagiao dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados terapéuticos
basicos. (WHO, 1991).

No Brasil, nota-se um consumo desenfreado dessas plantas medicinais, muitas
vezes com pouca ou nenhuma comprovacio de suas propriedades farmacoldgicas,
representando um campo aberto para possiveis adulteracbes. Nos Estados Unidos e
Europa as normas para certificagdo e controle de qualidade envolvendo as prepara¢des
vegetais mostram-se bem mais rigidas. (VEIGA JR., PINTO e MACIEL, 2005)

Ao estabelecermos comparagao das plantas medicinais com os medicamentos
utilizados nos tratamentos convencionais, questoes relacionadas a toxicidade e
concentracao ideal de plantas medicinais podem representar um aspecto banal. Isto,
entretanto, nao corresponde a verdade uma vez que a toxicidade de plantas medicinais
representa um sério problema de saude publica.

No artigo intitulado: plantas medicinais: a necessidade de estudos
multidisciplinares; Maciel, Pinto e Veiga Jr., 2002 nos chamam a aten¢do para a grande
variedade de plantas com potencial terapéutico, mas advogam que seu uso deve ser
prescrito de forma racional levando-se em consideraciao possiveis adulteragoes, toxidez,
bem como sua agao sinérgica com outras drogas.

Seguindo a trajetéria do trabalho acima; novos estudos multidisciplinares
envolvendo  profissionais etnobotanicos, quimicos, farmacéuticos, patologistas,
homeopatas devem ser conduzidos no sentido de ampliar o conhecimento sobre as
plantas medicinais, sendo capazes de responder os seguintes questionamentos: cOmMo
agem? quais os seus possiveis efeitos citotéxicos? como seria a sua interacio com
medicamentos alopatas? e por fim quais as estratégias para o controle de qualidade e
producao de fitoterapicos? Questoes passiveis de serem respondidas visando uma
criteriosa utilizacao desses farmacos naturais.

Nosso trabalho experimental se propos a estudar uma planta muito conhecida

por suas supostas propriedades medicinais, denominada 6leo de Copaiba, que é obtido
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em larga escala na regido Amazonica, a partir de perfuracdes no tronco das arvores, de
onde ¢ obtido um liquido transparente, viscoso e fluido com odor e sabor sx7 generis.

Uma grande quantidade de estudos na literatura aborda as diferentes
aplicacoes do 6leo de Copaiba estabelecendo padrées fitoquimicos e antiedematogénicos
(VEIGA JR. et al. 2006); cicatrizagao tecidual (BRITO, 1995; PAIVA et al. 2002);
protecao gastrica (PAIVA et al. 1998; PAIVA et al. 2003); protecio do colo uterino e
regido vaginal (BRITO et al. 2000); atuacdo antiinflamatoria e analgésica (BASILE et al.
1988; CARVALHO et al. 2005) e de compatibilidade biol6gica (BANDEIRA et al. 1999)

Uma linha de pesquisa importante esta sendo conduzida pelo Departamento
de Quimica da Universidade de Campinas, onde os pesquisadores através de estudo 7#
vitro ja conseguiram sucesso contra nove linhagens tumorais, utilizando-se de varias
espécies do Oleo. Esses resultados abrem uma perspectiva fantastica ainda merecendo
testes toxicologicos com a finalidade de avaliar se as substancias nao afetariam também a
viabilidade das células normais. (SUGIMOTO, 2003)

Essa realmente parece ser a questdo central, que restringe a utilizagao clinica
desses produtos; isso pode ser atestado durante o primeiro meés de aplicagdo das solugoes
a base de 6leo de Copaiba em nosso estudo. Neste periodo, os animais mostravam-se
hiperativos e intolerantes quando da administracao do 6leo; fornecendo-nos indicios de
possivel restricao toxica aos componentes do 6leo resina de Copaiba. Pensamos em talvez
ser esse 0 motivo pelo qual nio existam estudos experimentais avaliando o efeito do dleo
resina de Copaiba e sua a¢cao na mucosa bucal.

Um dos trabalhos mais importante na literatura avaliando o efeito inibidor
tumoral 7z vivo e in vitro do 6leo resina de Copaiba foi publicado por Lima, 2003; onde os
autores fracionaram o 6leo, separando os sesquiterpenos e diterpenos, que correspondem
a parte do oleo responsavel pelo processo de inibi¢ao tumoral e testaram em linhagens de
melanoma. Os resultados deste estudo revelaram que o dleo apresentou citotoxicidade e
atividade antitumoral 7z vivo e in vitro.

Essa parece ser uma limitacao de nosso trabalho, pois utilizou a solu¢do pura
do dleo e a contraparte manipulada artesanalmente sem a preocupagao de fracionar os
seus constituintes, logo se isolassemos a substancia essencial ao processo de inibicao
tumoral, como descrito acima, poderfamos ter resultados quimiopreventivos mais

significativos.
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De aplicacdo direta na Odontologia, podemos ter acesso a um unico trabalho
desenvolvido por Bandeira, et al. 1999 que inicialmente publicou um estudo
farmacolégico preliminar sobre o 6leo de Copaiba, e em seguida realizou um estudo onde
avaliou a compatibilidade biolégica do dleo quando associado ao Hidréxido de Calcio;
podendo ser observada uma excelente biocompatibilidade e reducio na resposta

inflamatéria pulpar quando da associagao destes dois produtos.

6.4  Dos resultados obtidos

Com o proposito de padronizacao, foram avaliados os seguintes critérios, em
nosso estudo experimental: variacaio do peso dos animais, tamanho das lesoes, localizacao
das lesGes, aspecto macroscépico e microscopico.

A preocupacio em relagdo aos determinantes sistémicos nos animais
experimentais da pesquisa, ¢ sua possivel interferéncia no comportamento animal; e
conseqiientemente nos resultados da pesquisa, nos conduziram a avaliar a variagdo do
peso animal em dois intervalos de tempo, antes do inicio da aplicagao das substancias
experimentais e no dia do sacrificio do respectivo grupo experimental.

Quando da analise da evolugdo das médias em relagdo aos cinco grupos
experimentais, observamos que no grupo em que a solu¢gaio de DMBA foi aplicada
isoladamente os animais exibiram significativa redu¢ao no peso corpéreo. Seguindo ainda
esta analise, pode-se perceber que até a 13° semana de aplicacdo das substancias as
variagdes no peso dos animais foram pouco significativas; ocorrendo variagdes mais
marcantes a partir da 13° semana de aplicacao das substancias experimentais em relagao
a0s cinco grupos experimentais.

Acreditamos ser essa uma importante contribuicao de nosso trabalho, pois ao
analisarmos a literatura nao encontramos trabalhos de carcinogénese experimental DMBA
induzida, preocupados com a variagado no peso dos animais durante o periodo
experimental.

Nos animais do grupo 20 semanas submetidos a aplicacio da solucdo de
DMBA isoladamente, a caquexia foi um aspecto clinico relevante a ser considerado; isto é

enfatizado no trabalho de Camargo, 1999.
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Um outro critério adotado correspondeu a avaliagio do tamanho das lesGes na
cavidade bucal dos animais experimentais. Para proporcionar melhor avalia¢iao facilidade
na tabulacdo estatistica dos dados amostrais, classificamos as lesdes de acordo com
escores previamente estabelecidos e que representavam o tamanho da lesdo. Esses dados
foram colhidos, procurando-se mensurar o maior diametro da lesaio com o auxilio de um
paquimetro, sendo em seguida os dados transportados para uma régua apropriada. Na
literatura a preocupa¢ao com o tamanho das lesdes bucais no modelo de carcinogénese
DMBA induzida ja era descrito por Morris em 1961.

Para efeito de caracterizagdo dos grupos experimentais e auxilio no processo
de elaboragao estatistica, assim dividimos os cinco grupos experimentais: Grupo I
(DMBA); Grupo II (6leo resina de Copaiba iz natura); Grupo III (solu¢io de oleo de
Copafba manipulada artesanalmente); Grupo IV (DMBA + 6leo de Copaiba 7 natura) e
Grupo V (DMBA + solucao de 6leo de Copaiba manipulado artesanalmente).

Estatisticamente podemos comprovar um maior diametro das lesGes no grupo
I em relacio ao grupo IV e V, no periodo experimental de 13 e 20 semanas,
respectivamente; e quando da comparagao entre os valores de média para o grupo IV e V;
pode-se observar uma redu¢iao no tamanho das lesoes do grupo IV. Estes achados nos
permitem pensar que quando foi associado o 6leo de Copaiba ao DMBA as lesoes
mostraram-se em didmetros menores; ¢ quando da analise, relacionado a média, entre os
grupos IV e V, a associagio com o 6leo natural apresentou lesoes bucais de diametros
menores.

Apesar da aplicacao das substancias experimentais ocorrer na borda lateral da
lingua dos animais experimentais como preconizado por Shaklar, 1980; Fassoni, 1992;
Matiakis et al. 1994; pode ser observado em nosso estudo piloto que as lesdes fluiam para
outros sitios da cavidade bucal dos animais; o que justificava a necessidade de uma
criteriosa avaliagdo da localizagao dessas lesoes. Para melhor interpretacao, dividimos
topograficamente a cavidade bucal nos seguintes sitios: borda lateral da lingua, dorso
lingual, ventre lingual, mucosa jugal, comissura labial, soalho bucal e outras localiza¢des.

Para interpretacao desses resultados nao foi possivel serem realizados testes
estatisticos indutivos, somente analise descrita da ocorréncia de localizacao das lesdes.

No periodo experimental de sete semanas a ocorréncia de lesoes bucais foi

significativamente baixa, a maior parte dos animais nio exibia lesdes clinicamente e
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microscopicamente detectaveis, sendo observada apenas uma lesao em borda lateral de
lingua e outra na regiao de comissura. Estes achados estio de acordo com os relatos de
Fassoni, 1992; Camargo, 1999; Pieroli, Navarro e Consolaro, 2000

No tempo experimental de 13 semanas, todos os sitios bucais foram
acometidos pela ocorréncia de lesdes clinicamente detectaveis, havendo uma maior
ocorréncia na regiao de mucosa jugal. Por fim, no periodo de 20 semanas de aplicagao das
substancias experimentais notou-se maior presenca destas na por¢ao média da borda
lateral lingual.

E importante ressaltar que alguns trabalhos preconizam a aplicacio das
substancias experimentais na area correspondente a bolsa glutea do animal, Balasenthil et
al. 1999; Balasenthil e Nagini, 2000; Balasenthil, Rao e Nagini, 2002; Balasenthil, Rao e
Nagini, 2002; fato discordante de nosso trabalho que segue a padronizacio de aplicagao
das solugdes experimentais preconizada por Fassoni, 1992, sugerindo melhores resultados
quando da aplicacao na borda lateral lingual.

Quando da analise das alteragdes macroscépicas no periodo de 13 semanas;
notamos que o grupo I (DMBA) apresentou lesées de tamanho e caracteristicas clinicas
mais expressivas quando comparado ao grupo IV (DMBA + dleo resina de Copaiba
natura) ¢ V (DMBA + solucio de 6leo de Copaiba manipulado artesanalmente)
respectivamente; conforme observado na figura 14.

Na avaliagdo estatistica entre os grupos experimentais IV e V, observamos
valores de média das alteracGes macroscopicas muito semelhantes, entre os dois grupos, o
que nao nos permite, baseado no aspecto macroscopico apontar diferencas
estatisticamente significante entre os dois grupos experimentais.

Da mesma forma, no periodo de 20 semanas, notou-se que o grupo I
apresentou lesdes clinicamente mais importantes; sendo da mesma forma que o grupo
anterior estatisticamente pouco significante a comparagao entre o grupo IV e o grupo V.

E importante salientar que durante a fase experimental, seis animais
experimentais morreram, conforme descrito na tabela 2. Um dos aspectos relevantes,
sobretudo na fase final do experimento, era a presenca de acentuada caquexia nos animais
principalmente do grupo em que a solu¢ao de DMBA foi administrada isoladamente.

Da mesma forma que Camargo, 1999; também pensamos em criar um valor

numérico, que chamarfamos de VN=7,0 para caracterizar macro e microscopicamente os
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animais portadores de quadros de carcinoma com caquexia, mas também optamos por
nao fazer em razao do curto estagio para Obito que esses animais apresentariam e também
por questoes de respeito ao modelo de carcinogénese experimental padronizado por
Fassoni, Salles e Consolaro, 1993.

Pode-se observar que no periodo experimental de 20 semanas, a ocorréncia de
alteracoes microscopicas mostrou-se mais expressiva. Em relacdo ao grupo I, todos os
animais exibiram quadros microscopicos de carcinoma invasivo bem diferenciados sem
metastases.

Em relacao ao grupo II e III, observamos microscopicamente apenas quadros
de hiperplasia discreta e moderada sem sinais de atipia; o que pode sugerir um efeito de
espessamento do epitélio pelo 6leo de Copaiba, isto comprovado no trabalho de Brito et
al. 2000.

Quando da avaliagdo microscopica do grupo IV e grupo V no periodo
experimental de 20 semanas, observou-se uma ampla variacio em relagdo aos seus
padroes microscopicos; o que nao pode ser constatado no grupo em que somente foi
aplicado o DMBA isoladamente, onde todas as lesGes foram compativeis
microscopicamente com carcinoma espinocelular bem diferenciado. Isso nos reforca a
idéia de que o 6leo possa ter promovido alguma agido inibitéria na formacio desses
tumores.

Como ja foi discutido anteriormente, este modelo de inducdo de carcinogénese
experimental parece nio ser propicio ao estudo de metastases como bem descrito por
Fassoni, 1992; porém um achado microscopico nos despertou atencao quando da
avaliagao microscopica do figado de dois animais experimentais do grupo 1V, tratava-se
de um material enegrecido de aspecto granular, que mostrava aspecto semelhante a
“cacho de uva” localizado por entre os capilares sinuséides hepaticos. Na literatura nao
observamos relatos anteriores que abordem esse achado; nossa sugestdao é que se trata de
algum corpo estranho presente no 6leo resina de Copaiba e que estava sendo em grande
quantidade metabolizado no figado. Nestes cortes microscopicos nao se observava
critérios de malignidade.

Acreditamos que este trabalho contribuiu, como ponto de partida, em um
vasto campo de pesquisa utilizando-se de substancias naturais e seus efeitos na inibi¢ao do

desenvolvimento tumoral valendo-se do modelo de carcinogénese DMBA induzida, e que
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novas pesquisas com técnicas imunoistoquimicas e biomoleculares possam ser realizados

com o intuito de complementar essa linha de estudo.
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Baseado na avaliacao das respostas macroscépica e microscopica da mucosa

bucal dos hamsters sirios dourados, frente a aplicagao do 6leo resina de Copaiba natural

(Copaifera  reticulata) e manipulado artesanalmente, valendo-se da metodologia de

carcinogénese experimental DMBA induzida; e considerando as limitagdes inerentes a

metodologia empregada, ao padrio de subjetividade da andlise morfoldgica e extrapolagao

desses resultados para a espécie humana, pode-se verificar que:

O periodo experimental de sete semanas de aplicagio das
substancias experimentais mostrou-se curto para a obten¢ao de
lesGes cancerizaveis e carcinomas DMBA induzidos, quando
diluido em acetona a 0,5% e aplicado na mucosa bucal dos

hamsters sitios dourados;

A variagdo no peso dos animais experimentais no grupo I
(DMBA) mostrou-se em significativa queda durante todo o
petiodo experimental; associado com quadros de caquexia
severa e alteragdo de lentiddio comportamental dos animais

desse grupo; o que nao foi observado nos demais grupos;

As lesbes DMBA induzidas (grupo I) se mostraram em
tamanho maior se comparadas ao grupo IV e V; sugerindo um
aspecto de inibicao na formacao e tamanho desses tumores
quando associado ao 6leo de Copaiba, natural e manipulado

artesanalmente;
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10.

A presenca das lesbes DMBA induzidas, nio se mostraram
restritas a borda lateral da lingua; havendo ocorréncia dessas em
outros sitios da cavidade bucal como: soalho bucal, ventre

lingual, mucosa jugal e comissura labial;

A presenca de alteracGes macroscopicamente detectaveis na
mucosa bucal dos animais do grupo experimental I mostrou-se

significativamente maior se comparada ao grupo IV e V;

A média das alteracdes microscopicas relacionadas ao grupo I,
IV e V no periodo de 13 semanas nao mostrou diferenca

estatistica significante;

No periodo de 20 semanas, todos os animais do grupo I
exibiram aspectos microscopicos de carcinomas invasivos bem
diferenciados; o que nao foi observado no grupo IV e V;
provavelmente sugerindo um efeito preventivo do dleo de

Copaiba nas suas duas apresentagoes;

Nao houve diferenca estatisticamente significante na
comparag¢ao entre os grupos IV e V no que diz respeito a maior

capacidade de inibigao no desenvolvimento tumoral;

Em relagdo a mucosa bucal dos animais do grupo II e III, no
periodo de 13 e 20 semanas, podemos observar
microscopicamente um  espessamento do  epitélio com

hiperqueratinizagao, com auséncia de displasia epitelial;

Nao observamos alteracbes macroscopicas e microscopicas
caracteristicas de malignidade, nos linfonodos, rins, pulmio e
tigados. Apenas um achado isolado provavelmente associado a

corpo estranho, presente no 6leo de Copaiba e que estava
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sendo metabolizado em larga escala no figado; o que reforga a
idéia de que este modelo niao ¢ o sugerido para avaliacio da

ocorréncia de metastases.

Baseado nesses achados, pode-se concluir que:

a) Morfologicamente ¢ mais prudente estabelecermos comparacao em
relacdo as alteragdes da carcinogénese bucal DMBA induzida ap6s o

petriodo experimental de 13 semanas;

b) O dleo resina de Copaiba 7n natura e manipulado artesanalmente
desempenha efeito inibidor no desenvolvimento dos tumores

bucais DMBA induzidos;

¢) Estudos elucidando o efeito citotoxico do 6leo sobre a mucosa

bucal devem ser conduzidos, e comparados com nossos resultados;

d) Novos estudos apoiados em técnicas imunocitoquimicas e de
biologia molecular devem ser realizados no sentido de aprofundar e

respaldar os nossos resultados.
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Anexo 1

Analise fisico-quimica do 6leo resina de Copaiba

o Espécie: Copaifera reticulata
e Origem: Transamazonica, entre as cidades de Santarém e Itaituba no

estado do Para.
e Comercializagdo: Empresa Brasmazon comercio e exportacao Ltda.
e Data da produgio: 15/01/2004
e Data da envase: 20/01/2004
e Validade: Dois anos
e Aparéncia: Liquido transparente de baixa viscosidade.

e Coloragao: Verde claro. Exposto ao ar escurece e ao ser espalhado em uma

superficie seca, produz uma pelicula dura, resinosa.
e Odor: Caracteristico da Copaiba, lembrando odor de madeira

e Solubilidade: Insoluvel em agua. Soluvel em solventes organicos, alcool

absoluto, parcialmente em alcool 95%
e Densidade: 0,930 +- 0,020
e Indice de acidez: 12,4%
e Indice de refragio: 1,500 +- 0,020
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Anexo 2

Parecer da Comisséo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 - FAX (0XX14)3223-4679

Comissio de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais
CEEPA-Proc. N° 28/2004

Bauru, 04 de abril de 2005.

Senhor Professor,

Informamos que apés nova andlise do projeto de pesquisa
“Avaliagdo do efeito inibitério tumoral da solugéo de 6leo de copaiba no modelo
de carcinogénese experimental DMBA induzida”, de autoria do CD. Erick Nelo
Pedreira, desenvolvido sob sua orientagdo, esta Comissdo considerou o projeto
APROVADO, “ad referendum’ na data de 30 de mar¢o de 2005.

Sendo o que nos apresenta para o momento, despedimo-nos

Atenciosamente,

- —2’5 T ‘b(:}-‘ﬁ
Prof® Dr® Marilia Afonso Rabelo Buzalaf
Presidente da Comissao de Etica no
Ensino e Pesquisa em Animais

lim® Sr. Prof. Dr. Luis Anténio de Assis Taveira
DD. Docente do Departamento de Estomatologia
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Anexo 3

Resultado dos exames coproparasitoldgicos nos animais experimentais

CENTRO VETERINARIO DE BAURU

CLINICA - CIRURGIA - VACINAGOES - INTERNAGOES - RAIO-X
; LABORATORIO CLINICO - ODONTOLOGIA - ENDOSCOPIA
PLANTAO PERMANENTE - AMBULANCIA - ATENDIMENTO DOMICILIAR

AV. GETULIO VARGAS, 15-28 - CEP 17017-339 - JD. AMERICA - BAURU - S.P. - FONE/FAX (14) 3224-3183

EXAMES COPROPARASITOLOGICOS - HAMSTERS

REQUISITANTE: ERICK NELO PEDREIRA

PESQUISA: AVALIACAO DO EFEITO INIBITORIO TUMORAL DA SOLUCAO DE OLEO DE COPAIBA NO
MODELO DE CARCINOGENESE EXPERIMENTAL DMBA INDUZIDA

MEDICAS VETERINARIAS: DENISE MELO MORETTIE AMANDA KELLER SIQUEIRA
(CENTRO VETERINARIO DE BAURU)

AMOSTRAS: “POOL” DE FEZES DAS GAIOLAS
**QBS: ESTE TIPO DE COLETA NAO PERMITE A PESQUISA DE Oxyuris sp, UMA VEZ QUE O MESMO DEVE
SER OBTIDO (QUANDO PRESENTE) COM A UTILIZAGCAO DO METODO DA “FITA ADESIVA”

METODOS UTILIZADOS: FLUTUACAO (SULFATO DE ZINCO 33%) E SEDIMENTACAO

RESULTADOS:

1. MOMENTO ZERO

GRUPO I (DMBA) - 2 ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO II (OLEO “IN NATURA”) - 2 ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO Il (OLEO MANIPULADO) - 2 ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO IV (DMBA + OLEO “IN NATURA”) - 2 ANIMAIS MACHOS: NDN
GRUPO V (DMBA + OLEO MANIPULADO) - 2 ANIMAIS MACHOS: NDN

" & 8 & 0

MOMENTO 7 SEMANAS

GRUPO I (DMBA) - 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

GRUPOIT (OLEO “IN NATURA™) — 5 ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO T (OLEQ MANIPULADO) — 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

GRUPO IV (DMBA + OLEO “IN NATURA™) — 5§ ANIMAIS MACHQOS: NDN
GRUPO V (DMBA + OLEO MANIPULADO) - 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

LB BN

MOMENTO 13 SEMANAS

GRUPO1 (DMBA) - 5 ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO I (OLEO “IN NATURA”) - 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

GRUPO Il (OLEO MANIPULADO) - 5 ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO IV (DMBA + OLEO “IN NATURA™) — 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN
GRUPO V (DMBA + OLEO MANIPULADO) — 5 ANIMAIS MACHOS: NDN

.-..'5“

MOMENTO 20 SEMANAS

GRUPO1 (DMBA) - 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

GRUPO I (OLEO “IN NATURA™) — 5§ ANIMAIS MACHOS: NDN

GRUPO Il (OLEO MANIPULADO) - 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

GRUPO IV (DMBA + OLEO “IN NATURA”) - 5 ANIMAIS MACHOS: NDN
GRUPO V (DMBA + OLEO MANIPULADO) — 5 ANIMAIS FEMEAS: NDN

l.....li

Carlos Eduardo Meirelles Denise P Melo Moretti Maité Shella Abreu
CRMV-SP 7770 CRMV-SP 8035 CRMV-SP 11 174
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Apéndice

Avaliacdo do efeito inibidor tumoral do 6leo resina de Copaiba manipulado e natural no modelo de

carcinogénese DMBA induzida

Peso | Peso . . o Tam.
() () leséo
DMBA | 7 M 1,0 2,0 118 126 8 0 0 0
DMBA | 7 M 1,0 3,0 118 124 6 0 0 0
DMBA | 7 M 1,0 3,0 128 143 15 0 0 0
DMBA | 7 M 1,0 1,0 119 128 9 0 0 0
DMBA | 7 M 2,0 24 122 136 14 1 1 1
DMBA | 13 F 4,0 3,4 135 138 3 3 2 2
DMBA | 13 F 3,0 3,0 138 134 -4 4 1 1
DMBA | 13 F 3,0 4,0 118 123 5 3 2 1
DMBA | 13 F 5,0 5,0 119 116 -3 2 1 2
DMBA | 13 F 3,0 3,8 123 118 -5 1 2 1
DMBA | 20 M 6,0 5,0 139 110 -29 4 1 2
DMBA | 20 M 6,0 5,0 128 73 -55 1 2 3
DMBA | 20 M 3,0 5,0 115 84 -31 1 2 2
DMBA | 20 M 4,0 5,0 125 63 -62 1 1 2
OLEO NATURAL 1l 7 F 1,0 1,0 139 143 4 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 7 F 1,0 2,0 119 126 7 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 7 F 1,0 2,0 145 168 23 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 7 F 1,0 24 148 168 20 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 7 F 1,0 2,0 170 176 6 0 0 0
OLEO NATURAL Il 13 M 1,0 2,0 112 110 -2 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 13 M 1,0 1,0 115 142 27 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 13 M 1,0 1,0 119 125 6 0 0 0
OLEO NATURAL I 13 M 1,0 2,0 105 114 9 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 13 M 1,0 1,0 118 133 15 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 20 F 1,0 24 131 140 9 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 20 F 1,0 2,0 128 142 14 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 20 F 1,0 2,0 147 159 12 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 20 F 1,0 2,0 121 153 32 0 0 0
OLEO NATURAL 1l 20 F 1,0 2,0 121 165 44 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 7 M 1,0 2,0 129 159 30 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 7 M 1,0 1,0 134 158 24 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 7 M 1,0 24 138 156 18 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 7 M 1,0 1,0 115 186 71 0 0 0
OLEO MANIPULADO I 13 F 1,0 2,8 143 184 41 0 0 0
OLEO MANIPULADO 1 13 F 1,0 1,0 121 167 46 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 13 F 1,0 1,0 137 166 29 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 13 F 1,0 2,0 138 162 24 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 13 F 1,0 2,0 142 162 20 0 0 0
OLEO MANIPULADO 1] 20 M 1,0 2,0 131 151 20 0 0 0
OLEO MANIPULADO 1] 20 M 1,0 1,0 132 165 33 0 0 0
OLEO MANIPULADO 1] 20 M 1,0 2,0 138 164 26 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 20 M 1,0 2,0 132 198 66 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 20 M 1,0 2,0 154 195 41 0 0 0
OLEO MANIPULADO I} 20 M 1,0 1,0 128 146 18 0 0 0
DMBA + OLEO NATURAL v 7 F 1,0 3,0 145 150 5 0 0 0
DMBA + OLEO NATURAL v 7 F 1,0 2,0 130 151 21 0 0 0
DMBA + OLEO NATURAL v 7 F 1,0 2,0 137 161 24 0 0 0
DMBA + OLEO NATURAL v 7 F 1,0 3,0 128 142 14 0 0 0
DMBA + OLEO NATURAL v 13 M 2,0 5,0 117 132 15 4 2 1
DMBA + OLEO NATURAL v 13 M 3,0 3,4 142 173 31 4 1 1
DMBA + OLEO NATURAL v 13 M 1,0 5,0 132 152 20 0 0 0




168 Apéndice

DMBA + OLEO NATURAL v 13 M 3,0 3,0 133 164 31 5 1 2
DMBA + OLEO NATURAL v 13 M 1,0 2,4 130 156 26 0 0 0
DMBA + OLEO NATURAL v 20 M 3,0 5,0 126 139 13 1 2 1
DMBA + OLEO NATURAL v 20 M 6,0 4,0 121 155 34 1 2 3
DMBA + OLEO NATURAL v 20 M 3,0 4,0 98 134 36 1 2 1
DMBA + OLEO NATURAL v 20 M 6,0 5,0 123 143 20 6 2 1
DMBA + OLEO NATURAL v 20 M 6,0 3,8 116 136 20 1 2 2
DMBA + OLEO NATURAL 1\ 20 F 1,0 3.4 121 195 74 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 7 M 1,0 3,0 117 132 15 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 7 M 1,0 1,0 105 128 23 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 7 M 1,0 3,0 124 159 35 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 7 M 2,0 2,0 142 152 10 5 2 1
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 7 M 1,0 2,0 128 140 12 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 13 M 3,0 3,0 120 136 16 5 1 1
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 13 M 3,0 5,0 121 138 17 4 2 1
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 13 M 2,0 5,0 117 144 27 4 2 1
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 13 M 1,0 3,0 123 139 16 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 13 M 2,0 3,8 117 136 19 5 1 1
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 20 M 1,0 3,0 120 117 -3 0 0 0
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 20 M 6,0 3,8 140 155 15 1 2 2
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 20 M 6,0 5,0 131 127 -4 4 2 3
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 20 M 3,0 4,0 132 149 17 1 2 2
DMBA + OLEO MANIPULADO | V 20 F 5,0 3,4 137 110 -27 4 2 2

LEGENDAS

Total animais experimento = 80 animais

Animal experimental = Hamster (mesocricetus auratus)
50 machos &

30 fémeas ¢

Ao final do experimento = 74 animais (48 machos e 26 fémeas)

Grupo | - DMBA (14 animais)
7 semanas (5 animais &)

13 semanas (5 animais )

20 semanas (4 animais &)

Grupo Il - Oleo de Copaiba Natural (15 animais)
7 semanas (5 animais Q)

13 semanas (5 animais &)

20 semanas (5 animais ?)

Grupo Il - Oleo de Copaiba Manipulado (15 animais)
7 semanas (4 animais &)

13 semanas (5 animais )

20 semanas (6 animais &)

Grupo IV - DMBA + Oleo de Copaiba Natural (15 animais)
7 semanas (4 animais )

13 semanas (5 animais ')

20 semanas (6 animais J' e Q)

Grupo V - DMBA + Oleo de Copaiba Manipulado (15 animais)
7 semanas (5 animais &)
13 semanas (5 animais &)
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20 semanas (5 animais &' e Q)

Tempo de Sacrificio (Morte)
7 semanas

13 semanas

20 semanas

Aspecto Macroscépico (clinico)
1,0 Normal

2,0 Papula

3,0 Papiloma

4,0 Ulcera rasa

5,0 N6dulo sem ulceragéo

6,0 Nodulo ulcerado

Aspecto Microscoépico (Histopatolégico)

1,0 Mucosa bucal normal

2,0 Hiperploria e Hiperqueratose discreta sem displasia
2,4 Hiperploria e Hiperqueratose moderada sem displasia
2,8 Hiperploria e Hiperqueratose interna sem displasia
3,0 Hiperploria e Hiperqueratose com displasia discreta
3,4 Hiperploria e Hiperqueratose com displasia moderada
3,8 Hiperploria e Hiperqueratose com displasia intensa
4,0 Carcinoma microinvasivo

5,0 Carcinoma invasivo sem metéastase

6,0 Carcinoma invasivo com metastase

Variagédo do Peso
PF - Pl (Peso Final - Peso Inicial)

Localizagdo Anatébmica das lesdes na cavidade bucal dos Hamsters
0 - Auséncia de lesao

1 - Borda lateral da lingua

2 - Dorso lingual

3 - Ventre lingual

4 - Mucosa jugal

5 - Comissura labial

6 - Soalho da boca

7 - Outras localizagdes

Numero (Quantidade) de lesdes na mucosa bucal Hamsters
0 - Auséncia de lesbes

1 - Les&o unica

2 - Multiplas lesdes

Tamanho da lesdo (medida baseada no diametro)
0 - Auséncia da leséo

1-entre 1e5mm

2-entre 5e 10 mm

3 - maior que 10 mm
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