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RESUMO

Introducdo: A inflamacdo é uma resposta natural do organismo contra infeccdes ou
lesdo tecidual, com o objetivo de reparar tais danos. Tem-se sugerido que estimulos
inflamatorios influenciam no crescimento e desenvolvimento das lesGes tumorais.
Objetivo: Avaliar a influéncia do estimulo inflamatério na carcinogénese oral.
Material e Método: Foi realizado estudo experimental em ratos Wistar 0s grupos
foram divididos de acordo com o tempo de eutanasia (dois grupos de quinze semanas e
dois de trinta e trés semanas) que foram induzidos com 4NQO, sendo que um grupo de
cada tempo recebeu um estimulo inflamatério no decorrer da carcinogénese. Diferencas
entre tipo de lesdes clinicas, grau de displasia epitelial e invasdo celular e intensidade do
infiltrado inflamatério foram avaliadas. Resultado: Nos grupos de trinta e trés semanas
houve diferenca estatisticamente significante dos escores médios de displasia epitelial,
invasdo em 100% dos casos como o infiltrado inflamatdrio variando de moderado a
intenso. Conclusédo: O estimulo inflamatdrio ndo alterou o nivel de displasia, entretanto
pode ter efeito sobre o grau de invasdo e intensidade/qualidade do infiltrado

inflamatorio.
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THE INFLUENCE OF INFLAMMATORY STIMULUS IN ORAL

CARCINOGENESIS: EXPERIMENTAL STUDY

ABSTRACT

Introduction: Inflammation is a natural response of the body against infection or tissue
injury, in order to repair such damage. It has been suggested that inflammatory stimuli
influence the growth and development of tumor lesions. Objective: To evaluate the
consequences of the inflammatory stimulus in oral carcinogenesis. Material and
Methods: an experimental study was conducted in Wistar rats with control groups (GO,
G1A and G1B) and testing (G2A and G2B), where G1A and G2A groups were induced
for 15 weeks and G1B and G2B groups for 33 weeks, both with 4NQO, and the test
groups, in addition to induction, received an inflammatory stimulus during
carcinogenesis. Differences between type of clinical lesions, degree of epithelial
dysplasia and cell invasion were evaluated. Result: There was a statistically significant
difference (p <0.05) for the mean score of epithelial dysplasia among G1B groups
(50.8) and G2B (41.8). The invasion was present in 100% of cases induced for 33
weeks as well as the inflammatory infiltrate. Conclusion: The inflammatory stimulus
did not change the level of dysplasia, however can have an effect on the degree of

invasion and intensity / quality of the inflammatory infiltrate.

Keywords: Inflammation; carcinogenesis; cancer.



INTRODUCAO

O céncer de boca é a décima primeira malignidade mais comum no mundo,
sendo o carcinoma de células escamosas (CCE) o tipo histologico predominante. A
maior incidéncia é observada na India, Australia, Brasil, Franca e Africa do Sul. O
diagndstico e o tratamento em estagios iniciais ainda permanecem associados a uma
maior taxa de cura considerando-se os tratamentos atualmente disponiveis (Mehrotra &

Yadav?).

A carcinogénese € um processo dinamico que consiste no desenvolvimento de
uma neoplasia maligna, compreendido desde as alteraces mais precoces a nivel
molecular, até a formacdo de um tumor que pode destruir o organismo do hospedeiro.
Na tentativa de promover a carcinogénese oral em animais, varios carcinégenos
quimicos ja foram utilizados. Hoje, sabe-se que o 4-Nitroquinoline-1-Oxido (4NQO),
substancia sintética solivel em agua, € o melhor carcindgeno disponivel no mercado
para a producdo de tumorigénese em ratos. Estudos comprovam que o 4NQO ¢é capaz de
produzir todas as fases da carcinogénese (iniciacdo, promocdo e progressao) em
modelo animal.  Acredita-se que sua efetividade estd ligada ao 4-
hidroxiaminoquinolona-N-oxido (4HAQO), metabdlito carcinogénico que atua na
formacdo de adutos de DNA através de um forte estresse oxidativo intracelular. O
4HAQO pode ser metabolizado dando origem ao complexo seril-AMPenzima, o qual
tem a capacidade de introduzir grupos quinolonas dentro do DNA, potencializando o

dano ao matérial genético (Montenegro et al?).

H& na literatura divergéncias quanto ao papel da inflamag&o na carcinogénese
oral, pois engquanto para que alguns pesquisadores o infiltrado inflamatério funciona
como defesa do hospedeiro no desenvolvimento de lesdes malignas como o carcinoma

de células escamosas orais (CCEO), outros acreditam que ele possa atuar na



transformacéo e progressao tumoral. A inflamacéo, frequentemente presente no CCEO,
é considerada uma resposta protetora do organismo cujo objetivo é livra-lo da causa
inicial da lesdo, porém, estudos tém demonstrado que a acdo intermitente ou
descontrolada de citocinas que participam do processo inflamatorio sdo capazes nao so
de transformar como de induzir a progressdo, invasdo e metastase das células
neoplésicas (Agarwal et al.3) e de alguns tipos celulares que participam do controle da

inflamacéo e defesa antitumoral.

Existem evidéncias de que a inflamagéo, provocada por uma bidpsia incisional
ou por traumas semelhantes, pode estimular a transformacéo e/ou progressao das células
tumorais, e que € real a possibilidade de promocédo do crescimento tumoral acarretado

pela resposta inflamatéria e pelo processo de reparo. (Piva, Souza et al.?).

A ideia fundamental é que a inflamacdo normal — ou seja, a associada a
cicatrizacdo de feridas — é geralmente autolimitada; no entanto, a desregulacdo de
qualquer um dos fatores pode levar a anormalidade e, em ultima instancia, a patogénese.
Este parece ser o caso durante a progressao neoplésica (Coussens et al.”). Entretanto,
ainda ndo esta claro se essa resposta inflamatdria pode ter algum impacto na progressédo

tumoral ainda na fase da carcinogénese.

A proposta do presente estudo foi induzir a carcinogénese oral em ratos Wistar
com aplicacdes de carcindgeno e realizacdo de estimulo inflamatério para observar o

efeito da inflamag&o na carcinogénese oral.



METODOLOGIA

Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal sob processo n® 33/2013 da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

Inducdo com carcin6geno 4NQO

Para aplicacdo do carcindgeno quimico foi utilizado o 4NQO (SigmaAldrich,
Saint Louis, MO, USA) diluido em propilenoglicol (veiculo oleoso) numa concentracdo
de 0,7% (Monteiro et al.’), sendo armazenado na geladeira. Os animais eram
imobilizados, a abertura da boca realizada com pinca clinica e a regido a ser induzida foi
seca com cotonete previamente a utilizacdo do carcindgeno. As aplicacdes quimicas
foram induzidas no dorso da lingua dos animais 3 vezes por semana em dias alternados
com um pincel 3-0 (um para cada grupo) e cada animal foi induzido com 100 pL. Essa
solucdo era armazenada em tubos de ensaio envolvido com papel aluminio (ja que o
4ANQO é fotossensivel), mantido a 4°C e sempre agitados antes do uso para
homogeneizar a substancia. Ao fim de cada aplicacdo, os animais foram privados de
agua por 5 horas para permitir maior tempo de contato do carcindgeno quimico com a
mucosa oral. E importante ressaltar que o periodo de indug&o corresponde ao tempo de
aplicacdo do 4NQO mais o tempo de espera. Sendo que o tempo de inducdo engloba
todas as fases da carcinogénese (iniciacdo, promocao e progressao). A exposi¢cdo a um
carcindgeno e as alteracfes permanentes provocadas por ele na sua interacdo com DNA
(&cido desoxirribonucleico) da célula corresponde a iniciacdo. A célula alterada pode ser
eliminada do organismo por mecanismos homeostaticos ou desenvolver outras
alteracdes, na dependéncia de novos estimulos. Promoc¢édo, ap6s a lesdo inicial, as

células iniciadas, se submetidas aos agentes promotores, viriam a apresentar os efeitos



carcinogénicos. Como estes agentes ndo sdo mutagénicos, seus efeitos podem ser
reversiveis numa fase inicial e somente uma exposicdo prolongada poderia induzir
efetivamente o processo de carcinogénese; progressao, o processo pelo qual sé&o
ultrapassados os mecanismos que regulam a replicacdo celular, assim como sua
organizagéo espacial, estabelecendo-se o fenétipo maligno (INCA °).

Estimulo inflamatério

O estimulo inflamat6rio consiste em uma pequena incisdo com cerca de 2mm
(tamanho e profundidade), feita com I&mina de bisturi n® 11, no dorso da lingua do lado
direito, por um sé operador.

Animais

Foram utilizados um total de 21 ratos Wistar, fémeas, com massa corporal
aproximadamente 130+30g (idade média de 100 dias). Os animais permaneceram em
gaiolas plasticas coletivas, medindo 40 x 33 x 17 cm, com tampa de grade metélica, por
onde a &gua e racdo balanceada (Purina Labina) foram fornecidas ad libitum. As gaiolas
eram forradas com maravalha, as quais eram trocadas 3 vezes por semana. A
temperatura era mantida em 22°C com periodo de claro e escuro de 12 horas, sendo
mantidos em experimentacdo no Biotério do Laboratério de Histologia no
Departamento de Morfologia em condi¢6es de luz, temperatura e alimentacdo padrdes.

Inducdo, estimulo inflamatério e eutanasia

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos da seguinte maneira:
dois grupos controle, constituidos por 3 animais cada: (G0), os quais ndo tiveram
nenhum procedimento realizado, sendo eutanasiados com 33 semanas; (G1),
subdividido em G1A e G1B, submetidos a aplicagdo do 4NQO por 9 e 15 semanas e
eutanasiados ao final da 15% e 332 semana, respectivamente. E um grupo teste (G2),

subdividido em G2A e G2B, constituidos por 6 animais cada e submetidos a aplicagédo



do 4NQO por 9 e 15 semanas, respectivamente. Para realizacdo do Estimulo
Inflamatorio houve no G2A tempo de espera de 4 semanas ap0s o término da aplicacéo
de 4NQO, seguido de um tempo de espera de 2 semanas ap6s a incisdo na lingua, sendo
eutanasiados ao final da 152 No G2B o tempo de espera foi de 11 semanas ap0s o
término da aplicacdo de 4NQO, seguido de um tempo de espera de 6 semanas apds a
incisdo, sendo eutanasiados ao final da 332 semana (Tabela 1).

Os ratos foram eutanasiados por puncdo cardiaca sob anestesia (Tiopental,
100mg/Kg, aplicado por via intraperitoneal) e o sangue colhido para posterior detec¢do
de citocinas inflamatorias (parte de outro estudo).

Analise macroscopica

As linguas de todos os animais foram fotografadas previamente a inducdo e apos
a eutanasia. Nessas etapas, foi avaliada a presenca de lesdes classificadas como: placas
brancas, placas eritematosas e lesdes verrucosas.

Histologia

Para analise histoldgica as linguas foram removidas e fixadas em formol a 10%.
Apo6s 24 horas, as linguas foram seccionadas ao meio, processadas e incluidas em
parafina. Os blocos foram entdo seccionados em corte de 5 pum e, posteriormente,
corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE).

A classificacdo histologica das hiperplasias e displasias foi baseada na
Classificacdo de Smith & Pindborg® (Tabelas 4 e 5), pois é a Unica que fornece escores
para efeito de estatistica. O Infiltrado Inflamatério foi classificado em Leve, Moderado
e Intenso. A taxa de invasdo foi classificada em micro invasdo (+) e invasdo (++).

(Tabela 3)
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Andlise estatistica

Para anélise estatistica, foi utilizado o ANOVA, com pos-teste de Tukey e nivel
de significancia de 5% para avaliacdo dos escores de displasias. Para os demais dados,

foi realizada anélise descritiva.

RESULTADOS

A) ANALISE MACROSCOPICA

O desenvolvimento do cancer oral € um processo de varios estagios, que inclui uma
sequéncia de alteragdes que vao da hiperplasia ao carcinoma, podendo ser representadas
clinicamente por placas brancas, placas eritematosas, lesdes verrucosas ou lesdes
ulceradas (Tabela 3).

As linguas dos ratos correspondentes ao grupo GO ndo apresentaram alteragdes, pois
ndo sofreram nenhum tipo de procedimento. Dos ratos correspondentes ao grupo G1A,
apenas um deles apresentou lesdo verrucosa na lingua (Quadro 1A). Do grupo G1B, em
todos os ratos foram detectadas lesdes de um ou mais tipos. As lesbes de dorso,
geralmente eram placas brancas, algumas verrucosas, poucas se apresentavam em forma
de placa eritematosa. A borda lateral e ventre lingual, geralmente, foram afetados por
placas eritematosas, apesar de um animal (R1) apresentar lesdo verrucosa no ventre
lingual (Quadro 1B). Do grupo G2A, em dois ratos apareceram lesdes esbranquicadas
no dorso ou ventre lingual (Quadro 1C), sem a presenca de lesdes verrucosas ou placas
eritematosas. J& os ratos do grupo G2B, apresentaram lesbes esbranquicadas,

verrucosas/ placas eritematosas (Quadro 1D).
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B) ANALISE HISTOMORFOLOGICA
No grupo GO, ndo houve displasia epitelial oral (DEO) ou carcinoma de células
escamosas (CCEOQ). Na classificacdo das displasias, conforme Smith & Pindborg?, o
grupo G1A, com 15 semanas de inducdo, apresentou escores entre 25 a 37, uma média
de 30,1. Portanto, a DEO nesse grupo foi classificada entre leve e moderada (Quadro
1E). O grupo G1B, com 33 semanas de inducéo, apresentou escores de DEO mais altos,
com uma média de 50,8, além de todos os ratos apresentarem CCEQO micro invasivo
(Quadro 1F). O grupo G2A, com 15 semanas de inducdo e estimulo inflamatério, os
escores variaram entre 23 e 35, com uma média de 29,8. A DEO desse grupo foi
classificada entre leve e moderada (Quadro 1G). No grupo G2B, com 33 semanas de
inducéo e estimulo inflamatdrio, os escores variaram de 34 a 52, com uma média de
41,8, apresentando assim, casos de DEO entre moderada e severa (Quadro 1H). Neste
grupo, houve invasdo em 100% dos casos, sendo 40% micro invasivo (Tabela 3).
O infiltrado inflamatério esteve presente em todos os cortes avaliados, exceto o
grupo GO, sendo que nos grupos controles, ele se manifestava de forma que variava de

leve ao moderado (Tabela 3).

C) ANALISE ESTATISTICA

Na avaliacdo dos escores médios entre os grupos G1A (30,1), G1B (50,8), G2A
(29,8) e G2B (41,8), houve diferenca significativa entre os grupos G1B x G2B (p<0,05),
entretanto ndo houve entre G1A x G2A (p<0,05) indicando que o estimulo inflamatério

ndo teve efeito sobre o nivel de atipia celular.
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DISCUSSAO

Segundo o INCA®, as alteracdes celulares que resultam da exposicdo da mucosa
bucal aos agentes cancerigenos, inicialmente se manifestam por lesdes inflamatdrias
inespecificas. Se esta agressdo ¢ intensa e prolongada, levara ao desenvolvimento das
displasias. Estas podem evoluir desde um grau leve até um grau intenso e, finalmente,
para o carcinoma. Portanto, podemos considerar o carcinégeno como iniciador e a
inflamacéo crbnica como promotora, caso ndo seja eliminada. No entanto, para ser
capaz de funcionar como promotor, o infiltrado inflamatério deve passar por uma
selecdo natural requerida pelo meio, e produzir citocinas transformadoras, por um
tempo prolongado (promocéo), chegando a um ponto em que as alteragfes tornam-se
irreversiveis e passam para a fase de progresséo.

Segundo Matkowskyj et al.?, a inflamagdo crénica é um fator de risco bem
reconhecido para o desenvolvimento do cancer humano (INCA %), e a0 menos um terco
de todos os canceres humanos tém sido associados a inflamacdo, através das citocinas
inflamatorias secretadas, dentre elas, TNF-o, Interleucinas (IL-1B, IL-6) e GM-CSF
(Sakthivel et al. '), as quais podem induzir a proliferacdo celular, um processo que
aumenta o risco de formacdo de célula anormal e o desenvolvimento do cancer.

Estimulos inflamat6rios como traumas mecanicos ou procedimentos invasivos,
como bidpsias, induzem no tecido uma reacdo inflamatdria aguda e o recrutamento de
células inflamatdrias, bem como a producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento que podem estimular a progresséo do tumor (Szalayova et al.'%; Walter et
al.™®). Sugere-se, entdo, que ap6s tal estimulo ocorra uma exacerbacdo de mediadores e
células inflamatorias que podem contribuir ainda mais para o desenvolvimento do

cancer.
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No presente estudo, analisando macroscopicamente os grupos G1A e G2A (sem e
com estimulo inflamatério, respectivamente, e ambos com 15 semanas de inducéo) foi
possivel observar que no primeiro grupo, apenas um rato (33,33%) apresentou lesdo
clinica (lesdo verrucosa em bordo lateral de lingua) concordando com Dayan et al.*,
que ndo observaram lesdes clinicas aparentes, com Vered et al.”® , segundo os quais
seria necessario um tempo de inducdo de no minimo 20 semanas e discordando de
Ribeiro, Salavadori'®, que encontraram na superficie dorsal da lingua de ratos &reas
brancas e &speras depois de 12 semanas de inducdo com 4NQO. J& no segundo grupo,

ap6s o estimulo inflamatério, somente dois ratos (33,33%) apresentaram lesdes

esbranquigadas no dorso ou ventre lingual.

Nos cortes histologicos das linguas de ratos, corados em HE, observou-se o
desenvolvimento de alteragdes epiteliais de quase todas as fases do processo de
carcinogénese: hiperplasia, displasia moderada, displasia severa e carcinoma de células
escamosas. Sendo assim, o potencial indutivo do 4NQO em diferentes periodos,
mostrou-se eficaz, conforme aponta o trabalho de Suwa, et al."’

Associando os achados clinicos com o histologico, onde tanto G1A quanto G2A
apresentaram DEO moderada em 66,66% dos casos, pode-se sugerir que o estimulo
inflamatdrio ndo causou diferenca significativa na progressdo da lesdo, tanto em nivel

macroscopico como microscopico.

Nos grupos G1B e G2B (sem e com Estimulo Inflamatério, respectivamente, e
ambos com 33 semanas de inducdo), pdde-se observar que no primeiro grupo todos os
ratos apresentaram lesdes clinicas de um ou mais tipos: placas brancas/eritematosas
(66,66%) e lesBes verrucosas (33,33%). J& no segundo, 100% dos ratos apresentaram
placas brancas/eritematosas e trés ratos (60%) apresentaram lesdes verrucosas. Do

ponto de vista histolégico, o grupo G1B apresentou CCEO micro invasivo em 100%
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dos casos, assemelhando-se ao estudo de Minicucci et al.'®* que obtiveram DEO
moderada e severa (30% dos casos) e CCEO (70% dos casos) em 20 semanas. No grupo
G2B, todos os casos foram CCEO, destes 40% foram micro invasivos e 60% invasivos.
Com relacdo ao nivel de DEO, o G1B apresentou 100% de DEO Severa, enquanto o
G2B apresentou apenas 20% de DEO Severa e 80% de DEO Moderada.
Estatisticamente houve diferenca entre G1B e G2B, sendo que 0 primeiro apresentou
nivel maior de alteragcGes. Sugere-se, entdo, que o estimulo inflamatério ndo teve
influéncia sob o nivel de diferenciacdo da lesdo, visto que todos foram Carcinoma de
Células Escamosas Grau I, nem sob o grau de alteracdo epitelial, entretanto pode ter
influéncia sob os fatores ligados a invaséo.

E importante ressaltar que no G2A, o estimulo inflamatorio foi aplicado antes do
aparecimento de lesdes. Isso pode ter influenciado no resultado da pesquisa, ja que no
G2B, tal estimulo levou a progressao tumoral, com invasao.

Tal semelhanca entre os escores de DEO podem estar relacionados ao estagio de
desenvolvimento da lesdo no momento do estimulo inflamatério. Como ndo foi possivel
determinar a exata fase da carcinogénese (iniciacdo, promocao e progressao) no
momento do procedimento, talvez este tenha sido realizado em um estagio onde a
inflamacéo néo tenha tanta influéncia sobre a progresséo da leséo.

Observa-se ainda que a presenca de CCEO néo esta ligada necessariamente a
DEO Severa, visto que 80% dos animais do G2B apresentaram lesdes de escores
compativeis com DEO Moderada, associadas a CCEO. Portanto, a presenca de invasao
ndo esta relacionada ao grau de displasia, dado que em G2B dos animais com DEO
Moderada todos apresentaram invasdo sendo esta mais severa em 50% dos ratos.

Logo, apesar das displasias serem classificadas em leve, moderada e severa,

sugerindo graus de agressividades em direcdo a uma lesdo invasiva, até hoje, nédo
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existem provas de que a invasdo s6 ocorre a partir da DEO Severa. E bem provavel que
o tipo de infiltrado inflamatério e a capacidade das células produzirem citocinas
especificas sejam fatores cruciais na invasdo precoce ou tardia, embora o tipo de
carcinégeno também possa estar relacionado ao processo seletivo das células
inflamatorias.

Estabelecendo uma relacdo entre intensidade do infiltrado inflamatorio e grau de
invasdo entre os grupos G1B e G2B (sem e com Estimulo Inflamatdrio,
respectivamente, e ambos com 33 semanas de inducdo), observa-se que no primeiro
grupo 100% dos animais apresentaram CCEO micro invasivo, bem como infiltrado
inflamatorio de Leve a Moderado. Porém, no segundo grupo 60% dos animais
apresentaram CCEO invasivo e infiltrado inflamatorio Moderado a Intenso. Pode-se
sugerir, neste caso, que a intensidade da inflamacgdo (maior no grupo com Estimulo
Inflamatério) possa ter alguma influéncia no grau de invasdo. Hobson et al®,
demonstrou em modelo animal de cancer de mama que estimulos inflamatdrios como
bidpsias provocam uma reacdo inflamatdria local e pode provocar um aumento da
invasdo e do risco de metastases. Entretanto, Piva, et al.* ressaltam a importancia de
entender a qualidade e ndo a quantidade do infiltrado inflamatério, visto que a invasao e
a metéstase estdo ligadas a citocinas e fatores especificos.

Sugere-se a realizagdo de estudos com amostras mais relevantes, associada a
ensaios imunoenzimaticos para a comprovacdo do real papel do estimulo inflamatério
no desenvolvimento da carcinogénese oral, assim como aplicacdo do estimulo s6 ap6s o

aparecimento de lesGes.
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CONCLUSAO

Sugere-se que o estimulo inflamatério ndo tenha influéncia sobre o nivel de

DEO antes do aparecimento de lesdes, durante a carcinogénese, entretanto pode existir

uma relagdo entre o processo de invasdo e a intensidade do infiltrado inflamatorio

adjacente.
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Quadro 1: Aspectos clinicos e histoldgicos

CLINICO HISTOLOGICO

G1A G2A GI1A G2A

G1B G2B G1B
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B D F

A) Lesdo exofitica na borda lateral esquerda da lingua do rato R2 do grupo G1A; B)
Lesdo exofitica verrucosa no ventre lingual do rato R1 do grupo G1B; C) Lesao
esbranquigada no dorso lingual do rato R3 e ventre lingual do rato R1, respectivamente,
do grupo G2A. Lesdo esbranquicada no dorso lingual do rato R3 e ventre lingual do rato
R1, respectivamente, do grupo G2A; D) Lesdo esbranquica com areas eritematosas no
dorso lingual do rato R4 do grupo G2B; E) DEO moderada no rato R2 do grupo G1A
no aumento de 100x; F) Invasdo no rato R2 do grupo G1B no aumento de 200x; G)
DEO moderada no rato R3 do grupo G2A no aumento de 100x. H) Invasdo no rato R3
do grupo G2B no aumento de 200x.

TABELA 1 — Metodologia especifica para cada grupo

NCRATOs  4NQO  ESPERA EI ESPERA EUTANASIA
G0 (3) SEM 22S SEM SEM 33S
G1A (3) 95 6S SEM SEM 15S
G2A (6) 95 48 COM 2S 15
G1B (3) 16 S 17S SEM SEM 338
G2B (6) 16 S 118 COM 6S 33

El: Estimulo Inflamatério provocado por ldmina de bisturi na lingua. Espera: Periodo no
qual os ratos ndo sofreram nenhum tipo de intervencao.

Tabela 2 — Escores das displasias com 15 e 33 semanas de inducdo, conforme
classificacdo de Smith & Pindborg, 1969.

GRUPOS 4NQO R1 R2 R3 R4 RS R6
GD/ES GD/ES GD/ES GD/ES GD/ES GDI/ES
GO NAO N/0 N/0 N/0 - - -
GI1A 158 DL/25 DM/29 DM/37 - - -
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G1B 33S DS/52 DS/51 DS/50 - - -
G2A 15S DL/23 DM/31 DL/25 DM/35 DM/35 DM/30

G2B 33S DM/38 DS/52 DM/34 DM/40  DM/45 -

S.

Semanas; GD: grau de displasia; ES: escore; N: normal; DL: displasia leve; DM:

displasia moderada; DS: displasia severa; (-): animal excluido da pesquisa.

Tabela 2 — Resultados finais

GRUPOS GO G1lA G1B G2A G2B
4NQO - 15S 33S 15S 33S
(El) (EI)

R1 E -|E | 25L | E | 52S | E | 23L | E | 38M
LC | - |LC| - LC VE |LC - LC | PB\
ERI

v | -1V - v | + v - v +

I - MM LM [ | LM
R2 E -l E |[29M| E | 51S | E |[3IM| E | 52S
LC -|LC| VE [LC ERI|LC | - LC | PB\

PB VE

v | - IV ]| + v | + v - vV | ++

I -t MMM Ml
R3 E -| E |3ITM]| E | 50S| E | 25L | E | 34M
LC - |LC | - LC | ERI/|LC | PB |LC| PB\

PB VE

v | - IV - v | + v - v +

I -t tMmn MM LM
R4 E -1 E - E - E |35M | E | 40M
LC -|LC| - LC = LC - LC | PB\

ERI

v | - 11V - v - v | + IV | ++

I -1 n = I = i ML 1T MI
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R5 E -1 E - E - E |35M | E | 45M
LC - |LC| - LC - LC PB |LC | VE
v | - IV - v - v | + vV | ++
I -1 n - I - i M1 MI

R6 E -1 E - E - E |30M| E -
LC | - |LC| - LC = LC | - LC -
v | - 11V - v - v - v -
I -1 n - I - i LM | 1I -

S: Semanas; CORT: Corticoide; E: Escore; LC: Lesdo Clinica; IV (+): micro invaséo;
IV(++): invasdo; IlI: Infiltrado Inflamatdrio; M: Mastdcitos; VE: Verrucosa; ERI:
Eritematosa; PB: Placa Branca.

CLASSIFICACAO DAS HIPERPLASIAS E DISPLASIAS (SMITH & PINDBORG,
1969). (Tabelas 4 e 5)

Tabela 4 - Critérios utilizados para avaliacédo das alteracdes morfolégicas.

ALTERAQ@ES AUMENTO ESCORES
1-Projecdes em gota 10x 0/2/4
2-Estratificacao irregular 10x 0/2/6
3-Queratinizacao abaixo da camada de queratina 10x 0/2/5
4-Hiperplasia da camada basal 10x 0/1/3
5-Perda de ades&o intercelular 10x 0/1/4
6-Perda de polaridade 10x 0/2/6
7-Hipercromatismo nuclear 10x 0/2/5
8-Relacdo nucleo/citoplasma alterada 40x 0/2/6
9-Anisocitose e anisocariose 40x 0/2/6
10-Pleomorfismo celular e nuclear 40x 0/2/6
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12-Nivel de atividade mitoética (localizacao) 40x 0/3/10

1° escore: auséncia de alteracdo; 2° escore: pouca alteracao; 3° escore: muita alteracéo.

Tabela 5 - Célculo do Indice de Displasia Epitelial.

ESCORES GRAUS

11-25 Displasia Leve

46 - 75 Displasia Severa ou Ca in situ
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ANEXO

A) DECLARACAO DO COMITE DE ETICA

> 'INVESTIGAQAO DA CITOPATOLOGIA COMO
ALTERNATIVO DE DIAGNOSTICO.” Sob coorden: :
Prof2.Dr2. Rosilene Calazans Soares (protocolo CEPA 33

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais d; :
Universidade Federal de Sergipe, em reunido realizada dia S
23/10/2013.

S3o Cristévao, 24 de outubro de 2013.
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49100-000
Fones: 3212 6661/6606
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