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RESUMO

O 4lcool nunca foi apontado como um carcinégeno isoladamente, a literatura
se refere ao alcool como um elemento que facilitaria a atuagdao de um carcinégeno ou
um elemento que agiria em sinergia juntamente com o tabaco no desenvolvimento do
cancer bucal. Buscando avaliar o papel do alcool como modificador da morfologia da
mucosa da lingua realizamos o experimento com 60 camundongos divididos em trés
grupos — Controle, Alcool Continuo ¢ Alcool Tépico — durante o periodo de um ano.
Os animais do Grupo Alcool Continuo seguiram com a alimentagdo normal tendo
sido substituida a bebida por 4lcool a 40°GL e os do Grupo Alcool Tépico recebiam
aplicacdo topica de alcool 40°GL duas vezes por semana, simulando um consumo
eventual. Através de amostras retiradas do dorso da lingua, no inicio do experimento
e depois a cada seis meses, fez-se a analise de alteracdes morfologicas no epitélio
(espessura do epitélio, espessura da camada de ceratina, relagdo entre comprimento
da camada basal e superficial e relagdo nucleo citoplasma das células do epitélio
(camada basal e intermedidria)). Através de andlise estatistica dos resultados
verificamos alteragdes significativas em quase todos os itens avaliados. Concluimos
que o alcool pode ser apontado como um agente modificador da morfologia da

mucosa do dorso da lingua quando ingerido ou aplicado topicamente.

Unitermos: Alcool, Morfologia lingual, Mucosa bucal, Cavidade bucal : Efeito do
alcool
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INTRODUCAO

O consumo de bebidas alcoolicas ¢ tdo comum, que ndo as consideramos
como uma droga, no Brasil este consumo ¢ considerado um habito. Conforme a
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) a taxa de mortalidade brasileira associada a
neoplasia maligna de boca estd entre as mais altas dentre 46 paises avaliados
(RIVEROS-ROSAS; JULIAN-SANCHEZ; PINA, 1997; FRANCO, 1987;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000).

Tanto como um fator isolado como quando associado a outros fatores a
ingestdo cronica de alcool parece estar relacionada com o desenvolvimento de cancer
naqueles pacientes que sao suscetiveis. (MAIER; WEIDAUER, 1995;
SIMANOWSKI et al., 1995; BORN et al.; 1996; SLOMIANY et al., 1998; OGDEN;
WIGHT, 1998).

Os efeitos do alcool variam de acordo com a rapidez e a freqliéncia com que
ele ¢ ingerido, com a quantidade de alimentos consumidos durante a ingestao de
bebidas alcodlicas e com o peso da pessoa. O risco ao desenvolvimento de um cancer
esta relacionado com o consumo crescente ¢ tem uma relacao direta dose-efeito
(MAIER; WEIDAUER, 1995; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000).

Buscando avaliar se o alcool atua como modificador da morfologia da
mucosa da lingua realizamos um experimento com 60 camundongos durante o
periodo de um ano. Os animais foram submetidos ao consumo continuo de alcool a
40°GL e a aplicagdes topicas de alcool duas vezes por semana. Através de amostras
retiradas do dorso da lingua, no inicio do experimento ¢ depois a cada seis meses,

fez-se a analise de alteragdes morfologicas no epitélio.



REVISAO DE LITERATURA

O termo mucosa ¢ utilizado para descrever o revestimento das cavidades do
corpo que entram em comunicagdo com o exterior — trato digestivo, respiratorio e
urogenital. Nestes locais o epitélio e o tecido conjuntivo subjacente formam uma
unidade funcional que recebe o nome de membrana. Assim, a mucosa bucal consiste
em duas camadas: um epitélio estratificado escamoso e um tecido conjuntivo
subjacente, que ¢ a lamina propria. A mucosa bucal forma o forro da cavidade bucal
e apresenta modificacdes regionais correspondentes as necessidades funcionais. O
palato e a gengiva de mastigagdo sdo ceratinizados, a superficie dorsal da lingua para
suas fungdes de gustagdo e mastigagdo € especializada. O epitélio da lingua ¢
também ceratinizado, e existem papilas gustativas numerosas localizadas neste
epitélio. O epitélio da cavidade bucal ¢ continuamente substituido por células basais
que dividem-se e migram para a superficie sendo dissipadas durante a fun¢cdo normal
de fala e mastigacao (ROSS; ROWELL, 1993; SQUIER; HILL, 1994; FAWCETT,
1994).

O etanol, alcool etilico ou simplesmente alcool ¢ um liquido incolor e volatil
com um odor caracteristico que € principalmente produzido por meio da fermentagao
de agucares ou carboidratos através da agdo de microrganismos como bactérias e
leveduras. E um liquido de natureza polar', solivel em agua, cloroférmio e acetona,
entre outros solventes, ¢ € praticamente insoluvel em gorduras e dleos. (KATO;
NOMURA, 1994; MAIER et al, 1994; MIKAMI; HASEBA; OHNO, 1997;
RIVEROS-ROSAS; JULIAN-SANCHEZ; PINA, 1997; OGDEN; WIGHT, 1998;

WIGHT; OGDEN, 1998;).

! Uma molécula serd polar se os nicleos nio estiverem distribuidos da mesma maneira que os elétrons, fazendo com que o
centro da carga negativa ndo coincida com o centro da carga positiva, ou ainda se a densidade eletronica de um grupo for
diferente das demais regides da molécula. (WANNMACHER; DIAS, 1979).



Assim que o etanol ¢ ingerido, comega a ser absorvido através do
epitélio da mucosa bucal e nos alvéolos pulmonares como vapor; contudo, a quantia
de etanol que ¢ absorvida por estes dois caminhos ¢ praticamente desprezivel. Por
esta razdo pode-se considerar que todo o alcool ingerido vai ao estomago, onde ¢
absorvido por difusdo simples através do epitélio do estobmago e intestino, até certo
ponto, muito semelhante ao processo seguido pela dgua. Assim, chegando ao
estdbmago, ¢ absorvido e chega em propor¢des pequenas na circulacdo sangiiinea
através da mucosa gastrica (aproximadamente 20-30%). A maior quantia ¢ carreada
através do estémago, indo em dire¢do ao intestino delgado. E no intestino delgado,
principalmente duodeno e jejuno, que a parte importante da absorcao de etanol ¢
executada. O alcool etilico ¢ carregado em direcdo a veia Porta e de 14, transportado
diretamente para figado para ser metabolizado (RIVEROS-ROSAS; JULIAN-
SANCHEZ; PINA, 1997; OGDEN; WIGHT, 1998; WIGHT; OGDEN, 1998;).

A graduagdo alcodlica ¢ determinada pela quantidade de alcool presente em
uma solucdo. Essa quantidade pode ser expressa em percentual de volume ou massa.
A Graduagao Alcoolica de Gay-Lussac (°GL), expressa o percentual em volume de
alcool. Essa graduagdo indica a quantidade em mililitros (ml) de alcool absoluto
contida em 100 ml de uma mistura hidro-alcoolica, a 15°C. A Graduacao Alcoodlica
em relagdo ao peso (INPM ou %), expressa o percentual em massa e indica a
quantidade em gramas (g) de alcool absoluto contida em 100 g de uma mistura hidro-
alcodlica, a 20°C (ABNT MB-239, 1957; ABNT EB-121, 1960; ABNT NBR 5992,
1980; ABNT NBR 5995, 1983).

Conforme ATHANE (2000) a graduagio alcodlica °GL nio é mais utilizada

desde 1975 tendo sido substituida pelo sistema de alcoometria da OIML (na Franga)



e INPM (no Brasil), que utiliza a temperatura de 20°C como temperatura de
referéncia e € representada pelos sinais %vol. ou % como unidades de titulagdao
alcodlica em volume e massa respectivamente.

Nao ha uma relagdo direta entre as duas graduagdes e os calculos existentes
nas referéncias nao trazem valores proximos aos encontrados nas bebidas alcoodlicas
existentes no mercado, mas pode-se afirmar que num mesmo valor expresso nas duas
graduacdes, o que estiver indicado por °GL  representara sempre uma maior
concentragdo de alcool que o percentual (%). Como exemplo, temos que uma
solugdo alcoolica com 85,60% corresponde a uma solucdo de 89,94 °GL (ABNT
MB-239, 1957).

O consumo de bebidas alcoodlicas ¢ tdo comum, que a maior parte das pessoas
ndo percebe que o alcool ¢ uma droga potente. O consumo de bebidas alcodlicas ¢
um habito social. No Brasil a relagdo entre alcool e cancer tem sido avaliada através
de estudos de caso-controle, que conseguiram estabelecer a associagdo
epidemiologica entre o consumo de dlcool e canceres da cavidade bucal e de es6fago.
A taxa de mortalidade brasileira associada a neoplasia maligna de boca estd entre as
mais altas dentre 46 paises avaliados pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) e a
que responde pela maioria dos casos € o carcinoma epidermoide bucal (FRANCO,
1987; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000).

Tanto como um fator isolado como quando associado com outros fatores a
ingestdo cronica de alcool parece estar relacionada com o desenvolvimento de cancer
bucal em pacientes que sdo suscetiveis. O consumo conjunto de alcool e tabaco faz
aumentar ainda mais o risco de cancer bucal, de faringe e de laringe supraglotica.

Mas o etanol ja € apontado como um iniciador do processo de carcinogénese através



de alteragdes celulares que pode causar e/ou predispor (MAIER; WEIDAUER,
1995; SIMANOWSKI et al., 1995; BORN et al.; 1996; SLOMIANY et al., 1998;
OGDEN; WIGHT, 1998).

O alcool além de ser o agente causal da cirrose hepatica, em associacdo com
outros fatores de risco, como o virus da hepatite B, estd relacionado a 2-4% das
mortes por cancer no pais, e estd implicado também, na génese dos canceres de
figado, reto e, possivelmente, mama. Estudos epidemiolédgicos tém demonstrado que
o tipo de bebida (cerveja, vinho, cachaca, uisque, vodka) ¢ indiferente, pois € o
etanol (&lcool etilico), propriamente, o agente agressor. Esta substincia psicoativa
tem a capacidade de produzir alteracdo no sistema nervoso central, podendo
modificar o comportamento dos individuos que dela fazem uso. Por ter efeito
prazeroso, induz a repeti¢do e, assim, a dependéncia (BOFFETA et al., 1992;
MAIER; WEIDAUER, 1995; WIGHT; OGDEN, 1998; MAIER et al. 1999;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000).

Os efeitos do alcool variam de acordo com a rapidez e a freqliéncia com que
ele ¢ ingerido, com a quantidade de alimentos consumidos durante a ingestao de
bebidas alcodlicas, com o peso da pessoa e até mesmo com o estado de espirito desta
pessoa. O alcool atinge a circulagdo sangiiinea e, através dela, atinge todas as partes
do corpo, inclusive o sistema nervoso, provocando, mesmo em doses pequenas, a
diminui¢do da coordenacdo motora e dos reflexos, o estado de euforia e¢ a
desinibicdo. O risco ao desenvolvimento de um cancer estd relacionado com o
consumo crescente ¢ tem uma relagdo direta dose-efeito (MAIER; WEIDAUER,

1995; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000). Para SQUIER, COX e



HALL (1986) o risco de cancer bucal estd aumentado naqueles que bebem
alcool em baixas concentracdes (5%), especialmente se considerarmos o sitio
assoalho bucal.

Recorde-se que muitas doengas sdo causadas pelo uso continuo do alcool:
doencas neurais, mentais, musculares, hepaticas, gastricas, pancreaticas e entre elas o
cancer. Isto sem falar nos problemas sociais que estdo associados a ingestdo de
bebidas alcoolicas: acidentes de transito, homicidios, suicidios, faltas ao trabalho e
atos de violéncia. Estes efeitos nocivos estdo relacionados ao efeito toxico do etanol
e ao seu metabolito acetaldeido na proliferagdo da mucosa bucal — ndo aumentando,
mas reduzindo - que parece desempenhar um importante papel na promogao de
tumores (KATO; NOMURA, 1994; MAIER et al., 1994; WIGHT; OGDEN, 1998;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000).

Alguns autores sugerem que o alcool teria um efeito imunossupressivo € que
0 seu consumo continuo contribuiria para as deficiéncias nutricionais e para a
redu¢do de certas vitaminas e minerais que teriam agdo protetora contra o
desenvolvimento de um cancer (KATO; NOMURA, 1994; MAIER et al., 1994;
MIKAMI; HASEBA; OHNO, 1997; RIVEROS-ROSAS; JULIAN-SANCHEZ;
PINA, 1997; OGDEN; WIGHT, 1998; WIGHT; OGDEN, 1998;).

Existe uma dificuldade na padronizacdo de pesquisas e trabalhos que
procuram estudar os efeitos do alcool no organismo humano e, especialmente, na
avaliagdo do papel do alcool no desenvolvimento do cancer, por ndo ser possivel
medir com precisdo a quantidade, o tipo e a concentracao de alcool consumida. Ha
também grande dificuldade na falta de precisdo dos relatos de consumo fornecidos

pelos pacientes e mais o fato de estes ndo consumirem apenas um tipo de bebida



alcoolica, apesar de os pesquisadores citados acreditarem que o tipo de bebida
nao influencia no efeito causado. Também esse ¢ um ponto a ser considerado, pois
ndo temos uma padronizacao de medidas/doses — existem diferentes tipos, como:
bebida-padrao, unidades, gramas, ongas ou equivalentes de uisque (DELEYIANNIS
et al., 1996; OGDEN; WIGHT, 1998).

DELEYIANNIS et al. (1996) em seu trabalho relatam que apesar do
reconhecimento da prevaléncia do alcoolismo em pacientes com cancer na regidao de
cabeca e pescoco nao ¢ dada importdncia ao prognostico do alcoolismo. Eles
especulam que estes pacientes teriam um progndstico pior que pacientes nao
alcoolistas em funcdo de uma fase mais avancada do cancer, pelo efeito
imunossupressivo € uma taxa aumentada de oObito em funcdo de outras doengas
relacionadas ao consumo de alcool. Para caracterizar os alcoolistas os autores
determinaram que um aperitivo (“drink”) corresponderia a 12 ounces (ongas inglesas
— o0z) de cerveja, ou a 4 oz de vinho ou 1,5 oz de licor, isto corresponde a
aproximadamente 350 ml de cerveja (um caneco), 118 ml de vinho (um célice de
vinho tinto) e 44 ml de licor (pouco menos de 1/2 calice de vinho tinto) e consideram
como alcoolista aquele que consome um ou mais “drinks” por semana € como
abstémio aquele que consome menos de um “drink” por semana.

Embora WIGHT e OGDEN (1998) afirmem que o etanol puro nunca foi
demonstrado como sendo um agente carcinogénico em experiéncias laboratoriais,
bebidas alcodlicas sdo reconhecidas como sendo um importante fator etiolégico no
desenvolvimento de cancer bucal, mesmo que ainda ndo se conhe¢a o mecanismo.

Devemos considerar ainda que algumas bebidas possuem algumas impurezas e/ou



contaminantes que poderiam ser carcinogénicos (KATO; NOMURA, 1994;
OGDEN;WIGHT, 1998; WIGHT; OGDEN, 1998).

O cancer como patologia isolada ndo mereceria tanta atencao, pois nado ¢, das
doengas, a que causa maior mortalidade no mundo, mas do ponto de vista biologico a
sua compreensao ¢ um enorme desafio pois o cancer se origina de disturbios, quebras
nas regras fundamentais do comportamento celular num organismo pluricelular
(ALBERTS et al., 1997).

Nao ¢ uma so alteracdo genética que causa o aparecimento de um cancer.
Levando-se em consideragdo o enorme niumero de divisdes celulares que ocorrem no
corpo humano durante a vida (algo em torno de 10'®), mesmo que se desconsidere a
participacio de agentes mutagénicos, estima-se que teriamos algo como 107
mutagdes por gene por divisdo celular. Poderiamos ter assim, durante a vida, 10"
ocasides independentes de um gene desenvolver uma mutagao e uma delas poderia
estar relacionada ao controle de replicacdo celular ou ocorrer no gene que regula a
proliferacao celular. Pensando-se assim deveriamos nos questionar por que razao o
cancer ocorre com baixa freqliéncia (WEINBERG, 1996; ALBERTS et al., 1997).

O desenvolvimento de um céncer na maioria das vezes ocorre em varias
etapas, que sdo coordenadas por variados fatores, alguns dependentes da carga
genética do individuo outros dependem de fatores ambientais e do estilo de vida
(RUOSLAHTI, 1996).

Hoje ja sdo conhecidos e comprovados por varios trabalhos, alguns dos
componentes genéticos envolvidos na carcinogénese. Sdo algumas proteinas
sintetizadas por genes que participam da regulagdo do ciclo celular e do crescimento

celular, dentre estas podemos citar a proteina p53, a Ki-67, a mdm2, a familia Bcl



(Bcl-2, Bcl-X, Bax) (ALBERTS et al, 1997;AGUIAR, ARAUJO, 1997;
HUNG, ANDERSON, 1997).

Sao trés os tipos de agentes carcindogenos que estabelecem a ligacdo entre
carcinogénese e mutagénese, os carcindgenos quimicos, que causam mudancgas locais
na seqiiéncia de nucleotideos do DNA; a radiagdo ionizante, que pode causar quebra
cromossdmica e translocagdes; € os virus, que podem introduzir DNA estranho em
uma célula. O alcool se enquadra nos carcindgenos quimicos (BAKER, 1997,
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2000).

DAY e BLOT (1992) em revisdo de registros de casos de cancer realizados
entre 1973 a 1987 nos Estados Unidos, avaliaram os riscos de desenvolvimento de
um segundo cancer primario em paciente com diagndstico de cancer bucal ou de
faringe e concluiram que a taxa de desenvolvimento de um segundo tumor foi de
3,7% por ano, sendo o risco de desenvolvimento 2,8 vezes maior que o esperado e
nao decresciam mesmo apos passados 5 anos ap6és o primeiro diagndstico, sendo os
resultados iguais para homens e mulheres, independente da raga, apenas sendo mais
freqiientes em pacientes com mais de 60 anos.

MAIER e WEIDAUER (1995) afirmam que o uso cronico de nicotina e
alcool devem ser considerados como importantes fatores de risco para a
carcinogénese na cavidade bucal, faringe e laringe. Os autores afirmam, que o risco
de desenvolvimento de um cancer pelo alcool depende mais do consumo didrio do
que da natureza da bebida consumida e que alcool e nicotina trabalham em sinergia
provocando um efeito multiplicativo no risco de aparecimento de um cancer.

MAIER et al.(1999a) investigando se o alcool pode ser um fator de risco

independente, mesmo em consumo moderado, no desenvolvimento de cancer de



boca, laringe e faringe em mulheres, concluiram que mesmo um consumo de 10
a 20 g por dia causa um aumento significativo no risco de aparecimento de cancer de
cabeca e pesco¢o em mulheres. Os autores afirmam também que o risco associado ao
alcool era dose-dependente.

Carcinomas de lingua s3o lesdes agressivas requerendo diagnostico e
tratamento eficientes, pois a arquitetura da musculatura da lingua ndo oferece
resisténcia ao desenvolvimento de um tumor podendo a lesdo chegar a grande
tamanho antes de manifestar-se qualquer sintoma. Apds o de labio, ¢ o cancer de
lingua o mais comum na cavidade bucal, representando de 20 a 50% das lesdes de
cancer bucal (KRUPALA; GIANOLI, 1993).

Sugere-se que o alcool aumenta a penetracdo de carcindgenos pela mucosa
bucal, agindo ou por solubilizacdo maior destes ou por aumento da permeabilidade
da mucosa bucal (OGDEN; WIGHT, 1998; WIGHT; OGDEN, 1998). RIVEROS-
ROSAS, JULIAN-SANCHEZ e¢ PINA (1997) explicam a passagem do etanol
através da mucosa e da membrana celular em razdo do pequeno tamanho de sua
molécula.

SQUIER, COX e HALL (1986) buscando entender o mecanismo sinérgico
existente na atuacao do tabaco e alcool avaliaram a penetracao de um carcinégeno do
tabaco (nitrosonornicotina — NNN) na mucosa bucal associando-a ao dalcool.
Utilizando concentragdao de 5% e 50% de etanol, encontraram uma permeabilidade
aumentada na mucosa do assoalho bucal apenas na concentracdo de 5%, apds varias
pequenas exposicdes espacadas ao etanol. A concentragdo de 50% nao alterou
significativamente a permeabilidade da mucosa, com exce¢do da mucosa jugal. Tais

resultados indicam ser o assoalho bucal uma darea de alto risco para o



desenvolvimento de um carcinoma e que os fumantes e alcoolistas tém um risco
relativo aumentado, especialmente aqueles que consomem bebidas com baixa
concentragdo alcoolica — como € o caso da cerveja (6%) e do vinho (10 a 11,5%). Os
autores chamam a atencao de que a concentragdao de 5% de alcool ¢ encontrada nos
enxaguatorios bucais e também em alguns medicamentos infantis, como xaropes.

Resultados coincidentes foram encontrados por DU et al. (2000) que também
estudaram a permeabilidade da mucosa bucal ao carcindgeno — nitrosonornicotina
(NNN) — associado ao etanol em diversas concentracdes (de 5 a 50%). Os autores
explicam a reducdo na permeabilidade da mucosa na concentracdo de 50% de etanol
por um efeito fixador deste sobre a mucosa e concluem que a associagdo etanol-
nicotina aumenta significativamente a penetracdo de NNN na mucosa. Concluem,
ainda, que os resultados deste estudo sugerem que se possa explicar a sinergia entre
tabaco e alcool na etiologia do cancer bucal pela permeabilidade que o alcool
provoca na mucosa permitindo e facilitando a entrada de carcinégenos do tabaco e
outros através da mucosa bucal.

MAIER et al. (1994) avaliando o efeito do uso cronico de alcool sobre a
morfologia da mucosa bucal de ratos através de analise morfométrica, concluiram
que o consumo cronico do alcool causa uma atrofia na mucosa bucal seguida de uma
intensa proliferagdo da mucosa que estd associada a uma suscetibilidade aumentada
aos efeitos de carcindgenos quimicos.

HOMANN et al. (1997) estudando o efeito do aldeido — derivado do
metabolismo tecidual do etanol — nos tecidos bucais através da administra¢ao

sistémica de 120 mm de acetaldeido na mucosa bucal de ratos por um periodo de 08



meses, encontrou produ¢dao de hiperplasia e hiperproliferacio do trato
gastrointestinal superior, inclusive a lingua.

MACLUSKEY et al. (1999) buscando examinar uma possivel associacao
entre proliferacdo epitelial e progressdo de lesdes em mucosa bucal fizeram
marcacdo de proliferagdo celular utilizando o anticorpo Ki-67 e encontraram
significativo incremento no indice de proliferacao epitelial quando comparados os
diferentes espécimes utilizados (mucosa normal, displasia e carcinoma epiderméide),
mas nao encontraram associagdo entre o indice de proliferacdo ¢ o consumo de
tabaco ou alcool.

OGDEN, WIGHT e COWPE (1999) avaliando o efeito do consumo cronico
de alcool na distribuicdo do DNA e na areca das células da mucosa bucal normal
através de um estudo utilizando citologia esfoliativa, concluiram que a ingestao
cronica do alcool esta associada com uma reducao na area total das células, mas nao
parece ter efeito sobre o conteido de DNA nuclear. Os autores fazem referéncia a um
trabalho prévio (OGDEN; WIGHT, 1998) onde utilizaram a mesma técnica e
concluiram que canceres bucais sdo freqiientemente nao diploides, e sugerem que um
histograma de distribuicdo de DNA nao dipldéide em paciente etilista deveria indicar
uma biodpsia da lesdo, pois tal resultado ndo seria atribuido apenas ao uso do alcool.

OLIVEIRA et al. (1994) buscando avaliar morfometricamente as alteragdes
no epitélio de lingua dos fetos de ratas que receberam aguardente de cana concluiram
que o alcoolismo materno durante a gestacdo induz retardo no crescimento e
diferenciagdo celular no epitélio da lingua do feto, com aumento do volume nuclear,
citoplasmatico e celular, diminui¢do da espessura do epitélio e da camada de

ceratina, além da diminui¢do da densidade numérica celular.



MAIER et al. (1999b) estudando o efeito do consumo de alcool sobre a
mucosa da regido da glote de ratos encontraram uma reducdo significativa na
espessura do epitélio desta regido, tanto em sua comissura anterior como posterior,
mas nao encontraram diferencas entre os nucleos das células da camada basal dos
ratos submetidos ao alcool e dos ratos controle. Concluem que a reducdo da
espessura epitelial desta regido pode sugerir uma maior facilidade de agao local de
carcindgenos quimicos.

OGDEN, WIGHT e RICE (1999) utilizando a citomorfologia quantitativa de
raspados da mucosa bucal em pacientes que faziam uso de alcool de forma continua
e eventual encontraram diferengas significantes nas areas de nucleo e citoplasma
quando comparados os resultados obtidos nos pacientes controle (sem alcool) e
consumidores (com alcool). Nenhuma diferenca significante foi encontrada quando
comparados os grupos consumidores de alcool.

LARENTIS et al. (2000) utilizando-se do método de anélise citopatologica
em raspados de bordo de lingua de camundongos expostos ao consumo de alcool a
40°GL de forma continua e eventual observaram uma diminuicdo no numero de
células nucleadas nos grupos que foram submetidos ao alcool quando comparados ao
controle. Observaram ainda uma maior freqiiéncia de células anucleadas nos grupos
expostos ao alcool, sendo que no grupo que recebeu aplicagdes tOpicas esta
freqliéncia foi ainda maior. Segundo os autores estes resultados podem indicar um
aumento de ceratinizagdo da mucosa e¢ uma diminui¢do da adesividade celular
provocados pelo efeito do alcool de modo direto (topico e nao sist€émico).

KUYAMA e YAMAMOTO (1997) estudando os efeitos do uso de

enxaguatorios  bucais sobre a mucosa bucal de humanos através de analise



citopatoldgica de esfregacos de diferentes sitios da boca concluiram que estes
produtos provocam um aumento na descamagdo de células do epitélio de
revestimento da mucosa e, também, observaram uma presenca aumentada de células
inflamatoérias nestes esfregacos quando realizados 30 segundos e até 1 hora apds o
uso do enxaguatorio. Os autores concluem que estes resultados mostram que o alto
conteudo de alcool destes produtos e a presenga de outros irritantes, como o pH
baixo, podem constituir-se em agentes irritantes que atuam de forma isolada ou em
sinergia. Eles também chamam a aten¢do para o fato de que a indugdo de reacdes da
mucosa bucal ao alcool ¢ de interesse para as investigagdes sobre a epidemiologia do
cancer bucal.
SIMANOWSKI et al. (1995) demonstrou através de analise morfométrica que
o consumo cronico de etanol aumentou o tamanho dos nucleos das células basais na
mucosa bucal, tanto no assoalho de boca como na extremidade e base da lingua.
Encontraram também uma atrofia da mucosa bucal, e observaram que a ingestdao
cronica do etanol estimulou significativamente a taxa de reproducdo celular nas
células da cripta do reto. Assim concluem que o consumo cronico de alcool promove
uma intensa proliferacdo da mucosa gastrica e também bucal e que este fato estaria
relacionado com o aparecimento de cancer bucal, sendo um dos mecanismos pelo
qual o alcool mostraria seu efeito carcindogeno. Ressaltam os autores que estes

mesmos resultados podem ser confirmados em humanos.



PROPOSICAO

A proposicao do trabalho ¢ avaliar o efeito do consumo de alcool sobre a
morfologia do epitélio do dorso da lingua de camundongos que foram expostos ao
consumo de alcool a 40°GL de forma continuada ou receberam aplicagdes topicas
duas vezes por semana, durante o periodo de 12 meses.

Como forma de avaliacdo da morfologia foram mensurados e avaliados
estatisticamente os seguintes itens:

- Relagao entre o comprimento da camada basal e superficial;

- Espessura da camada de ceratina;

- Relagao ntcleo-citoplasma das células das camadas basal e supra basal;

- Espessura do epitélio.



MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 camundongos (Mus domesticus domesticus), da linhagem
CFl1, fémeas, higidas, virgens e heterogénicas, com dois meses de idade e peso
médio inicial de 32 gramas, que foram adquiridos na Divisdao de Producdo e
Experimentacdo Animal da Fundacao Estadual de Produgao e Pesquisa em Saude —
FEPPS.

Os camundongos foram separados em trés grupos com 20 animais cada. O
primeiro foi identificado como GRUPO CONTROLE (GC), e seguiu com alimentacao e
bebida ad [libitum. O segundo foi identificado como GRUPO ALCOOL CONTINUO
(GAC), e foi submetido ao consumo continuo de alcool etilico (Alcool etilico, P.A. —
etanol absoluto marca Reagen® — fabricante Quimibras Industrias Quimicas S.A. —
Rio de Janeiro — RJ), na graduagdo de 40°GL, que lhe foi fornecido através do
recipiente — chamado de “mamadeira” - onde normalmente ¢ fornecida a agua. O
terceiro foi identificado como GRUPO ALCOOL TOPICO (GAT), e recebeu aplicagao
topica de alcool, na mesma graduacao alcodlica do grupo alcool continuo. Esta
aplicacdo topica foi realizada utilizando-se uma seringa para aplicacao de insulina
(volume de 01 ml) sem agulha. A aplicagdo era realizada introduzindo-se a ponta da
seringa na cavidade bucal dos camundongos e irrigando-se esta com o volume total
da seringa, por uma vez apenas, duas vezes por semana. Tal procedimento se dava
com o camundongo imobilizado pela cauda e pelo cangote, mantendo-se a cabeca
voltada para baixo. Nao se fazia uso de analgesia para este procedimento.

Os trés grupos seguiram se alimentando com a ragdo NUVILAB/CR1®

(fabricante NUVITAL Nutrientes Ltda. - Colombo — Parana - PR).



Foram avaliados, semanalmente, o volume (em mililitros) de agua e de
alcool etilico consumidos e o peso de ragdo consumida. Durante o periodo
experimental os camundongos permaneceram nas instalagdes do Biotério da Divisao
de Producao e Experimentagdo Animal da Fundacdo Estadual de Produgdo e
Pesquisa em Saude - FEPPS.

Os animais, foram submetidos a coleta de material para exame através da
remog¢ao de uma amostra da mucosa lingual (dorso) utilizando-se um “punch” de
bidpsia de 03 mm de didmetro (Biopsy Punch® — fabricante Stiefel Laboratorium
GmbH — importado e distribuido por Laboratorios Stiefel Ltda. - Guarulhos — SP) e
um cabo de bisturi — modelo Bard-Parker, montado com uma lamina n.° 12, sendo a
amostra (peca cirurgica) colocada com seu lado cruento sobre papel absorvente -
para evitar distor¢des na fixacdo - e fixada em formalina tamponada (formol a 10%)
por 24 horas. Para este procedimento os animais foram sedados por inalacao de éter
(Eter Sulfirico Techn — Importadora Quimica Delaware Ltda.). Cada amostra
recebeu identificagdo individual conforme registro no livro do Laboratério de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Esta coleta foi realizada no 1° (inicial), 6° e 12° més do experimento,
totalizando 03 coletas com um intervalo de 06 meses entre uma e outra.

As biodpsias foram realizadas sob condigdes de higiene, mas ndo assépticas, o
instrumental foi desinfetado entre um procedimento e outro com algodao hidrofilico
embebido em alcool iodado.

Ao final do periodo experimental os animais foram sacrificados, por
deslocamento cervical com analgesia prévia, e dissecados, tendo sido recolhidos e

guardados seus 0rgdos internos e esqueleto para futuros trabalhos.



As pegas fixadas em formalina, passadas as 24 horas de fixagdo, foram
processadas para inclusdo em parafina histologica, utilizando-se o equipamento
histotécnico marca OMA, modelo CM 69. Apds emblocadas em parafina foram
realizados cortes de 04 um, no microtomo LEICA — modelo RM2155. Foram, entao,
preparadas laminas que receberam coloracdo de rotina por hematoxilina-eosina
conforme seqiiéncia de coloragdo utilizada no Laboratorio.

Para avaliacdo e quantificagdo dos itens propostos utilizou-se o Sistema de
Processamento e Andlise de Imagens — IMAJELAB® - versio 2.3 ¢ o IMAGE-
TOOL®, versdo 1.20, instalados em um computador marca UNISYS® — modelo
Aquanta DX (Processador Pentium® MMX 200 MHz - 64 Mb meméria RAM —
Sistema Operacional Microsoft Windows® 95 Plus! — Monitor TEC, 17 polegadas,
colorido, doth pith 0.28, Placa de Video Matrox 3D) associado a um microscopio
marca ZEISS — modelo Standard 20 - que tem acoplado uma camara de video marca
JVC® modelo TK-C620U, colorida, para a captagio das imagens microscopicas e sua
transferéncia para o computador.

Para a realizagdo da medi¢do da espessura do epitélio realizou-se a captura de
imagens de microscopia das laminas utilizando-se o aumento de 250 vezes, pois este
era o Unico que permitia uma visdo completa da peca. Utilizando-se a ferramenta de
medigdo de retas do sistema IMAJELAB®, calibrado para o sistema métrico (mm),
tomavamos cinco pontos para a medicao. Estes pontos eram distribuidos ao longo de
todo o comprimento do epitélio, sendo distribuidos da seguinte forma: uma medigdo
em cada extremidade, uma no centro e outras duas localizadas na por¢cdo média entre

cada uma das extremidades e o centro. Os valores obtidos eram langados numa



planilha eletronica (MS-Excel) que realizava o célculo da média do
comprimento para cada uma das laminas. Para os calculos estatisticos utilizou-se a
média dos valores encontrados em cada grupo.

Para a realizagdo do calculo da relacdo nucleo-citoplasma realizou-se a
captura de imagens de microscopia das laminas utilizando-se o aumento de 400
vezes, pois este era o que permitia a visualizagdo dos limites celulares. De cada
lamina obteve-se duas imagens diferentes € em cada uma dessas realizou-se a tomada
da area de dez células diferentes distribuidas na camada basal e intermediaria do
epitélio. Utilizando-se a ferramenta de calculo de areas do sistema IMAGE-TOOL®
faziamos a marcacgdo das areas do nucleo e do citoplasma. O sistema nos fornecia
diretamente os valores e estes eram langados numa planilha eletronica (MS-Excel)
que realizava o célculo da relagdo, sendo sempre o célculo realizado dividindo-se o
valor da 4rea do nucleo pelo valor da area do citoplasma. Assim a relagdo nucleo-
citoplasma nos diz o quanto significa a area do nucleo em relagdo ao citoplasma.
Quanto mais préoximo de um esta relacao maior ¢ o nucleo celular. Para os calculos
estatisticos utilizou-se a média dos valores encontrados em cada grupo.

Para a realizacdo da medicao da espessura da camada de ceratina realizou-se
a captura de imagens de microscopia das laminas utilizando-se o aumento de 320
vezes, € selecionou-se uma area do epitélio aleatoriamente onde fosse possivel ver-se
toda a espessura do epitélio e a camada de ceratina. Utilizando-se a ferramenta de
medicdo de retas do sistema IMAJELAB® toméavamos cinco pontos para a medigo.
Estes pontos eram distribuidos ao longo de toda a imagem da camada de ceratina,
sendo distribuidos da seguinte forma: uma medi¢do em cada extremidade, uma no

centro e outras duas localizadas na por¢ao média entre cada uma das extremidades e



o centro. Os valores obtidos eram langcados numa planilha eletronica (MS-Excel)
que realizava o célculo da média do comprimento para cada uma das laminas. Para
os calculos estatisticos utilizou-se a média dos valores encontrados em cada grupo.

Para a realizacdo da medi¢do da relagdo entre o comprimento da camada
basal e superficial do epitélio realizou-se a captura de imagens de microscopia das
laminas utilizando-se o aumento de 320 vezes — foram utilizadas as mesmas imagens
utilizadas no calculo da espessura da camada de ceratina. Utilizando-se a ferramenta
de medicdo de retas do sistema IMAJELAB® toda a extensio da camada basal e
superficial eram mensuradas através da tomada de segmentos consecutivos e
interligados reproduzindo-se assim a irregularidade de cada uma das regides. Os
valores obtidos eram langados numa planilha eletronica (MS-Excel) que realizava o
calculo da relagdo dos comprimentos para cada uma das laminas. Para os calculos
estatisticos utilizou-se a média dos valores encontrados em cada grupo.

ApOs a coleta e tabulacao dos dados realizamos anélise estatistica utilizando
os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis, de Friedman e a Analise da Variancia
(ANOVA) conforme a natureza dos dados.

Este trabalho estd de acordo com a Declaracdo Universal dos Direitos
Animais e os principios €ticos na experimentacao animal emitidos pelo Codigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal (GOLDIM, 1997) e recebeu parecer favoravel
da Comissdo de Ftica da Faculdade de Odontologia em 27 de Janeiro de 2001

conforme Processo n.° PPGO 40/99.



RESULTADOS

- DA RELACAO ENTRE O COMPRIMENTO DA CAMADA BASAL E SUPERFICIAL

A mensuracao desta relagdo ¢ entendida por ndés como um indicador do indice
de proliferagdo do epitélio e ¢ considerada pela razdo entre o comprimento da
camada basal dividido pelo comprimento da camada superficial, quanto maior o

valor, maior ¢ a camada basal e com isso maior a area de proliferacdo epitelial.

Tabela 1. Comparagao da relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial

do epitélio, entre os grupos, no momento inicial.

Grupo Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 1,08 0,24 30,50 0,356
Alcool Continuo 1,12 0,29 30,00
Alcool Tépico 1,00 0,25 23,74

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

Os dados apresentados nos mostram que nao houve diferenca entre os grupos,
no momento inicial, pois nao foram verificadas diferencas estatisticas significativas
na relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial do epitélio entre os
grupos estudados. Fato que era esperado sendo este o momento inicial do

experimento e ainda ndo haviamos exposto os animais as variaveis (alcool e tempo).

Tabela 2. Comparacdo da relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial

do epitélio, entre os grupos, no momento 6 meses

Grupo Meédia Desvio-Padrado Rank Médio p
Controle 1,38 6,36 31,56 0,06
Alcool Continuo 1,16 4,81 24,13
Alcool Tépico 1,05 6,16 19,65

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis



Conforme os dados da Tabela 2 podemos observar que também, no
momento de 6 meses, ndo foram verificadas diferencas estatisticas significativas na
relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial do epitélio entre os

grupos estudados.

Tabela 3. Comparacdo da relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial

do epitélio, entre os grupos, no momento 12 meses

Grupo Meédia Desvio-Padrado Rank Médio p
Controle 1,27 0,35 23,88 0,824
Alcool Continuo 1,21 0,32 21,71
Alcool Tépico 1,27 0,36 24,73

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

Da mesma forma, os dados apresentados na Tabela 3 nos mostram que nao
foram verificadas diferengas estatisticas significativas na relacdo entre o

comprimento da camada basal e superficial do epitélio entre os grupos estudados.

Tabela 4. Comparagao da relagao entre o comprimento da camada basal e superficial

do epitélio, entre os tempos, no grupo controle

Biopsia Meédia Desvio-Padrdo Rank Médio p
Bidpsia Inicial 1,08 0,24 19,61 0,06
Bidpsia 6 meses 1,39 0,46 31,44
Bidpsia 12 meses 1,27 0,35 27,65

teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis

A observacao dos dados apresentados na Tabela 4 nos mostra que houve
variagdo da relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial do epitélio
estudada ao longo do tempo no Grupo Controle, mas esta ndo foi estatisticamente

significativa.



Tabela 5. Comparagdo da relacdo entre o comprimento da camada basal e

superficial do epitélio, entre os tempos, no grupo alcool continuo.

Biopsia Meédia Desvio-Padrdo Rank Médio p
Bidpsia Inicial 1,12 0,29 22,33 0,67
Bidpsia 6 meses 1,16 0,32 25,00
Biopsia 12 meses 1,21 0,32 26,71

teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis

Também, assim como na Tabela 4, vemos pelos dados apresentados na
Tabela 5 que a relag@o entre o comprimento da camada basal e superficial do epitélio
no Grupo Alcool Continuo ocorreu ao longo do periodo experimental, mas nio foi

estatisticamente significativa.

Tabela 6. Comparagao da relagdo entre o comprimento da camada basal e superficial

do epitélio, entre tempos, no grupo alcool tdpico.

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Biopsia Inicial 1,00 0,22 20,74% 0,03
Biopsia 6 meses 1,05 0,18 24,824
Biopsia 12 meses 1,27 0,36 34,00"

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis

Podemos observar através dos resultados na Tabela 6 que foram verificadas

diferencas estatisticas significativas na relagdo entre o comprimento da camada basal

e superficial do epitélio para

Observa-se que o valor da relagdo € superior na bidpsia de 12 meses (p=0,03).

os tempos estudados no Grupo Alcool Tépico.

Podemos observar o que os dados nos mostram através da imagem da figura 1

que mostra uma fotomicrografia do Grupo Alcool Tépico no momento de 12 meses.



Figura 1. Fotomicrografia de lamina do Grupo Alcool Tépico, momento 12 meses,
onde observa-se a camada basal (seta amarela) bastante maior em relacdo a
camada superficial do epitélio (seta vermelha). HE, 320X.

- ESTUDO DA ESPESSURA DE CERATINA

A mensuragdo desta espessura ¢ entendida por ndés como um indicador do
indice de descamagdo do epitélio, quanto menor o valor, menor é a espessura da

camada de ceratina ¢ indica um alto indice de descamagao.

Tabela 7. Comparagdo da espessura da ceratina, entre os grupos, no momento

inicial.
Grupo Meédia Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 22,39 5,13 24,72 0,339
Alcool Continuo 23,27 5,17 26,83
Alcool Tépico 26,54 7,79 32,21

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, nao
foram verificadas diferencas estatisticas significativas com relagdo a espessura da

ceratina entre os grupos estudados, no tempo inicial.



Tabela 8. Comparagao da espessura da ceratina, entre os grupos, no momento 6

meses
Grupo Meédia Desvio-Padrdo | Rank Médio P
Controle 31,74 6,35 35,75% 0,01
Alcool Continuo 24,15 4,81 17,94°
Alcool Téopico 25,09 6,15 21,53"

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas com relacdo a espessura da ceratina
entre os grupos estudados. Observa-se que o Grupo Controle apresentou espessura

maior apds 6 meses. (p=0,01)

Figura 2. Fotomicrografias das laminas utilizadas para o calculo da espessura de
ceratina dos Grupos (A) Alcool Continuo, (B) Alcool Toépico e (C)
Controle, aos 6 meses. HE, 320X

Tabela 9. Comparag¢do da espessura da ceratina, entre os grupos, no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrdao | Rank Médio p
Controle 29,82 7,74 33,71% 0,01
Alcool Continuo 22,51 3,69 19,36"
Alcool Tépico 21,23 7,30 15,808

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.



Através dos resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis,
foram verificadas diferencas estatisticas significativas com relagdo a espessura da
ceratina entre os grupos estudados. Observa-se que no Grupo Controle a camada de

ceratina era mais espessa apos 12 meses. (p=0,01)

Figura 3. Fotomicrografias das laminas utilizadas para o célculo da espessura de
ceratina dos Grupos (A) Alcool Continuo, (B) Alcool Topico e (C)
Controle, aos 12 meses. HE, 320X

Tabela 10. Comparacao da espessura da ceratina, entre os tempos, no grupo controle

Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biopsia Inicial 22,39 5,13 14,06" 0,01
Biopsia 6 meses 31,74 6,36 34,94B
Biopsia 12 meses 29,82 7,74 30,24

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas considerando a espessura da ceratina
do Grupo Controle nos diferentes tempos do experimento. Observa-se que na bidpsia
inicial a espessura da ceratina era menor e que a mesma foi aumentando até os seis
meses, ndo havendo, no entanto diferenca significativa entre os valores encontrados

no 6° e 12° més. (p=0,01)



B

Figura 4. Fotomicrografias das laminas utilizadas para o calculo da espessura de
ceratina do Grupo Controle no (A) momento inicial, (B) aos 6 meses e (C)

aos 12 meses. HE, 320X

Tabela 11. Comparacao da espessura da ceratina, entre os tempos, no grupo alcool

continuo
Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biopsia Inicial 23,27 5,18 23,50 0,50
Biopsia 6 meses 24,15 4,81 27,75
Bidpsia 12 meses 22,51 3,69 22,07

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, nao
foram verificadas diferencas estatisticas significativas considerando a espessura da

ceratina nos animais que foram submetidos a ingestdo continua de alcool em

diferentes momentos de analise.
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Figura 5. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da espessura de ceratina do

Grupo Alcool Continuo (A) no momento inicial e (B) aos 12 meses. HE,

320X



Tabela 12. Comparagdo da espessura da ceratina, entre os tempos, no grupo

alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biodpsia Inicial 26,54 7,80 29,37A 0,05
Biopsia 6 meses 25,09 6,15 29,18*
Biopsia 12 meses 21,23 7,30 18,138

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas com relacdo a espessura da ceratina
para os momentos estudados. Observa-se que o valor da espessura da ceratina ¢
menor na bidpsia de 12 meses. Esta observacao no diz que a espessura de ceratina ¢

menor ao longo do tempo. (p=0,05)

A

Figura 6. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da espessura de ceratina do
Grupo Alcool Topico (A) no momento inicial ¢ (B) aos 12 meses. HE,
320X

- RELACAO NUCLEO-CITOPLASMA

A relacdo nucleo-citoplasma nos mostra a propor¢do do tamanho do nucleo
em relagdo ao tamanho do citoplasma e ¢ considerada pela razdo entre a area do
nicleo e a 4rea do citoplasma. E entendido que esta relacio aumentada indica um
nlicleo mais ativo, mais produtivo e pode ser relacionada esta informag¢do com

atividade celular (nuclear) aumentada, que pode ser no sentido de proliferagao.



Tabela 13. Comparacdo da relagdo nucleo-citoplasma, entre os grupos, no

momento inicial

Grupo Meédia Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 0,46 0,11 83,02 0,26
Alcool Continuo 0,49 0,15 89,95
Alcool Tépico 0,50 0,12 98,53

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, nao

foram verificadas diferencas estatisticas significativas entre a relacdo entre os grupos

estudados. Estes resultados mostram ndo haver diferenca quanto a relagdo ntcleo-

citoplasma entre os grupos no momento inicial do trabalho experimental.

Tabela 14. Comparacao da relagdo nucleo-citoplasma, entre os grupos, no momento

6 meses
Grupo Meédia Desvio-Padrdao | Rank Médio P
Controle 0,51 0,09 106,70" 0,01
Alcool Continuo 0,46 0,13 83,2 8B
Alcool Téopico 0,45 0,12 81,528

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram

verificadas diferencas estatisticas significativas entre a relagdo nos grupos estudados.

Observa-se que o Grupo Controle apresentou valores superiores, o que ¢ entendido

como aumento da atividade nuclear. (p=0,01)



Tabela 15. Comparacao da

momento 12 meses

relagdo nucleo-citoplasma, entre os grupos, no

Média

Grupo Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 0,55 0,14 97,25 0,46
Alcool Continuo 0,50 0,09 87,82
Alcool Tépico 0,52 0,19 86,43

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, nao

foram verificadas diferengas estatisticas significativas entre a relacdo nos grupos
estudados. Observa-se nesta Tabela que os valores das médias nos trés grupos foram

muito proximas.

Tabela 16. Comparacdo da relacdo nucleo-citoplasma, entre os tempos, no grupo

controle
Biopsia Meédia Desvio-Padrdao | Rank Médio P
Biopsia Inicial 0,46 0,11 71,85A 0,01
Biopsia 6 meses 0,51 0,09 93,9748
Biopsia 12 meses 0,55 0,14 105,68"

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre a relacdo entre os grupos
estudados. Observa-se que na biopsia inicial a relacdo foi inferior a relacdo na
biopsia de 6 e 12 meses, sendo significativa estatisticamente apenas quando
comprados os valores da relagao entre o tempo inicial e 12 meses € o tempo de 6 ¢ 12

meses. (p=0,01)



B

Figura 7. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da relagdo nucleo citoplasma no

Grupo Controle: (A) inicial, (B) 6 meses e (C) 12 meses. HE, 400X

Tabela 17. Comparacdo da relagdo nucleo-citoplasma, entre os tempos, no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biopsia Inicial 0,49 0,15 87,97A 0,02
Biopsia 6 meses 0,46 0,13 79,03%
Biopsia 12 meses 0,50 0,09 104,50"

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre a relagdo para os momentos
estudados. Observa-se que o valor da relagdo € superior na biopsia de 12 meses. Este

fato sugere que as alteragdes celulares em animais expostos ao alcool talvez so

possam ser avaliadas ap6s mais de 6 meses de exposicao. (p=0,02)

-




Figura 8. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da relagdo nucleo
citoplasma no Grupo Alcool Continuo: (A) inicial, (B) 6 meses e (C) 12
meses. HE, 400X

Tabela 18. Comparacdo da relagdo nucleo-citoplasma, entre os tempos, no grupo

alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biopsia Inicial 0,50 0,12 95,77 0,09
Bidpsia 6 meses 0,45 0,12 78,62
Bidpsia 12 meses 0,52 0,19 97,12

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, nao
foram verificadas diferencgas estatisticas significativas entre a relagdo para o grupo
estudado, nos momentos estudados, mas observa-se que a relagdo sofreu uma
reducdo entre 0 momento inicial e o dos 6 meses, voltando a elevar-se entre os 6 e os

12 meses do experimento.
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Figura 9. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da relacdo ntcleo citoplasma no

Grupo Alcool Topico: (A) inicial, (B) 6 meses e (C) 12 meses. HE, 400X
- ESTUDO DA ESPESSURA DO EPITELIO

A mensuragdo desta espessura do epitélio ¢ entendida por noés como um

indicador do indice de proliferacdo do epitélio ao longo do tempo e foi calculada




através de medicoes realizadas entre o limite da camada basal e a superficie

mais externa da camada de ceratina, sempre de forma perpendicular a camada basal.

Tabela 19. Comparagdo da espessura do epitélio, entre os grupos, no momento

inicial
Grupo Meédia Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 0,10 0,02 33,67 0,15
Alcool Continuo 0,09 0,02 23,50
Alcool Topico 0,09 0,02 28,00

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo
foram verificadas diferencas estatisticas significativas entre a espessura do epitélio
entre os grupos estudados. E possivel observar que ndo ha diferenca significativa

entre as espessuras entre os grupos estudados no momento inicial.

Tabela 20. Comparagdo da espessura do epitélio, entre os grupos, no momento 6

meses
Grupo Meédia Desvio-Padrdao | Rank Médio P
Controle 0,11 0,02 36,55" 0,01
Alcool Continuo 0,09 0,01 18,06°
Alcool Téopico 0,10 0,02 26,86"

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre a espessura do epitélio entre os
grupos estudados. Observa-se que o Grupo Controle apresentou valores superiores, o
que demonstra haver este grupo sofrido um espessamento do epitélio durante os

primeiros 6 meses do experimento. (p=0,01)



Tabela 21. Comparagdo da espessura do epitélio, entre os grupos, no momento

12 meses.
Grupo Meédia Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 0,12 0,03 30,474 0,05
Alcool Continuo 0,10 0,01 20,07°
Alcool Tépico 0,10 0,02 20,56

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre a espessura do epitélio entre os
grupos estudados (p=0,05). Observa-se que o Grupo Controle apresentou valores
superiores. Aqui mais uma vez podemos observar que o Grupo Controle sofreu,
novamente, um espessamento do epitélio apds os primeiros 6 meses do experimento.
Comparando-se os dados da Tabela 21 com os apresentados nas Tabelas 19 e 20
observa-se que os grupos que estiveram expostos ao alcool praticamente ndo

modificaram a espessura do epitélio ao longo do tempo experimental.

Tabela 22. Comparacao da espessura do epitélio, entre os tempos, no grupo controle.

Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Bidpsia Inicial 0,10 0,02 18,65A 0,01
Biopsia 6 meses 0,11 0,02 31,32°
Biopsia 12 meses 0,12 0,03 36,94°

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre a espessura do epitélio entre os
grupos estudados. Observa-se que a espessura do epitélio foi aumentando com o

passar do tempo. (p=0,01)



A

Figura 10. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da espessura do epitélio no

Grupo Controle: (A) inicial e (B) 12 meses. HE, 250X

Tabela 23. Comparagdo da espessura do epitélio, entre os tempos, no grupo alcool

continuo.
Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biodpsia Inicial 0,09 0,01 20,82A 0,01
Bidpsia 6 meses 0,09 0,01 22,09A
Biopsia 12 meses 0,10 0,01 36,00"

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, observa-

se que o valor da espessura do epitélio, neste grupo, praticamente niao sofreu

alteracdes ao longo do experimento, mas entre os 6 € os 12 meses houve uma

variagao significativa estatisticamente (p=0,01).




Figura 11. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da espessura do epitélio no

Grupo Alcool Continuo: (A) inicial e (B) 12 meses. HE, 250X

Tabela 24. Comparagdo da espessura do epitélio, entre os tempos, no grupo alcool

topico.
Biopsia Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Biopsia Inicial 0,09 0,02 20,82 0,18
Biopsia 6 meses 0,10 0,02 27,22
Bidpsia 12 meses 0,10 0,02 30,13

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, nao

foram verificadas diferengas estatisticas significativas entre a espessura do epitélio

para os momentos estudados, neste grupo. Pode-se observar que os valores de

espessura do epitélio praticamente sao 0os mesmos nos trés tempos avaliados.

A

Figura 12. Fotomicrografias utilizadas para o calculo da espessura do epitélio no

Grupo Alcool Tépico: (A) inicial e (B) 12 meses. HE, 250X



- ANALISE DOS PESOS D0OS ANIMAIS ENTRE OS GRUPOS ESTUDADOS

Tabela 25. Comparacao dos pesos no Grupo Controle, entre os tempos.

Peso Meédia Desvio-Padrdao | Rank Médio p
Inicial 30,31 2,90 1,06 0,01%
6 meses 38,11 3,42 1,94°
12 meses 42,92 3,08 3,00¢

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste nado-paramétrico de Friedman, foram

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o peso para 0s momentos

estudados. Observa-se que os valores dos pesos dos animais obtidos nos trés

momentos sdo progressivamente maiores o que demonstra que os camundongos

deste grupo aumentaram de peso ao longo do tempo experimental. (p=0,01)

Tabela 26. Comparacio dos pesos no Grupo Alcool Continuo, entre os tempos.

Peso Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Inicial 32,22 2,52 1,64 0,234
6 meses 33,68 2,88 2,00
12 meses 35,74 3,52 2,36

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Friedman, ndo foram

verificadas diferengas estatisticas significativas entre os pesos dos animais para os

momentos estudados. Observa-se que os valores de pesos obtidos nos trés momentos

sdo sempre diferentes, mas muito proximos, ndo havendo diferenca estatistica entre

os tempos avaliados no Grupo Alcool Continuo.



Tabela 27. Comparagio dos pesos no Grupo Alcool Tépico, entre os tempos.

Peso Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Inicial 31,25 2,25 1,00% 0,01%
6 meses 36,73 3,03 2,00°
12 meses 42,75 3,99 3,00°

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Friedman, foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre os pesos dos animais para os
momentos estudados. Observa-se que os valores de pesos obtidos nos trés momentos
sdo progressivamente maiores ¢ demonstram haver os camundongos deste grupo
engordado ao longo do periodo experimental. Comparando-se os dados das médias
com a Tabela 25 (Grupo Controle) podemos observar que os animais deste grupo

aumentaram de peso quase na mesma propor¢do que os animais do Grupo Controle.

(p=0,01)

Tabela 28. Comparacao dos pesos no momento de 6 meses, entre 0s grupos.

Grupo Meédia Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 38,11 3,27 28,82" 0,01*
Alcool Continuo 33,68 2,85 8,55"
Alcool Topico 36,73 3,20 26,53A

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Friedman, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre os pesos dos animais para o0s
grupos estudados. Observa-se que os valores de pesos obtidos no periodo de 6
meses para o grupo Alcool Continuo apresenta valores inferiores aos outros grupos

estudados, o que mostra que os animais dos outros grupos (Controle ¢ Alcool



Topico) seguiram aumentando de peso, enquanto que os animais do Grupo
Alcool Continuo praticamente mantiveram seu peso do inicio de periodo

experimental. (p=0,01)

Tabela 29. Comparagao dos pesos no momento de 12 meses, entre os grupos.

Grupo Média Desvio-Padrdo | Rank Médio p
Controle 42,92 3,08 34,58% 0,01*
Alcool Continuo 35,74 3,52 18,00°
Alcool Tépico 42,75 3,99 27,00"

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Friedman, foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre os pesos dos animais para os
grupos estudados. Observa-se que os valores de pesos obtidos no periodo de 12
meses para o grupo Alcool Continuo apresenta valores inferiores aos outros grupos

estudados. Nesta Tabela observa-se o mesmo que ja comentamos na Tabela 28.

(p=0,01)

- ANALISE DOS PESOS DE RACAO CONSUMIDA ENTRE OS GRUPOS

Tabela 30. Comparagdo dos pesos de racdo consumida, consideradas as médias

gerais por grupo ao longo dos 12 meses do experimento.

Grupo Meédia Desvio-Padrao P
Controle 481,77"° 112,05 0,03*
Alcool Continuo 441,72* 135,67
Alcool Tépico 507,92° 109,11

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste Analise de Variancia (ANOVA), foram

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o peso de ragdo consumida para



os grupos estudados. Observa-se que o peso médio de ragdo do grupo Alcool

Continuo foi inferior ao peso médio do grupo Alcool Tépico. O grupo Controle ndo

apresentou diferencas significativas em relagdo aos outros grupos. (p=0,03)

- ANALISE DA QUANTIDADE DE BEBIDA CONSUMIDA ENTRE OS GRUPOS

Tabela 31. Comparagdo entre os volumes de bebida consumidos, consideradas as

médias durante o periodo de 12 meses do experimento, por grupo.

Grupo Meédia Desvio-Padrdo p
Controle 311,59% 17,13 0,01*
Alcool Continuo 148,32° 20,68
Alcool Téopico 303,49" 15,45

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste Kruskall-Wallis, foram verificadas diferengas

estatisticas significativas entre a quantidade de bebida consumida para os grupos

estudados. Observa-se que a quantidade consumida pelo grupo Alcool Continuo foi

inferior quando comparado aos outros grupos. (p=0,01)



DI1ScussAO

Buscando-se avaliar os efeitos do consumo continuo e eventual de alcool a
40°GL sobre a mucosa lingual de camundongos durante um periodo de 12 meses de
exposicao, foram controladas as quantidades de racdo e bebida, em gramas e
mililitros, respectivamente, consumidas pelos grupos durante o tempo total do
experimento. Também fez-se o controle mensal do peso dos animais de todos os
grupos. Das biopsias realizadas avaliou-se, através da andlise de cortes histologicos,
o epitélio do dorso da lingua observando-se e calculando-se para cada grupo, os
seguintes itens: a) Relacdo entre o comprimento da camada basal e superficial do
epitélio; b) Espessura da camada de ceratina; c) Relacdo nucleo-citoplasma; d)
Espessura do epitélio.

O alcool a 40°GL foi ‘utilizado neste trabalho por ser esta a graduagao
alcoolica média das aguardentes & venda em nosso comércio e também por estar
proximo a graduagdo alcoolica de bebidas como o uisque e a vodka. A graduacao
°GL nao é mais utilizada desde 1975 (ATHANE, 2000), foi substituida pelo sistema
de alcoometria do INPM (no Brasil) que representa a graduacdo em percentual (%),
mas ainda ¢ utilizada em produtos como aguardentes e vinhos.

Durante o periodo experimental alguns animais — de todos os grupos - foram
a oObito e ao final do experimento o grupo alcool continuo e o grupo alcool topico
eram os grupos com maior numero de individuos vivos.

Foi possivel observar, embora ndo tenham sido feitas analises especificas, a

mudanga na aparéncia da pelagem dos animais do grupo alcool continuo, bem como



0 seu crescimento corporal. Estes animais ndo cresceram como os dos demais
grupos e apresentaram uma pelagem mais rala com o passar do tempo.

Alguns autores afirmam que ndo se pode ainda demonstrar que o alcool
isoladamente, em experimentos laboratoriais, atua como um agente carcinogénico,
mas reconhecem que as bebidas alcoolicas sao apontadas como um importante fator
etiologico no desenvolvimento do cancer bucal, mesmo que ainda ndo se saiba
explicar através de qual mecanismo. Estes mesmos autores ressaltam que devemos
considerar que algumas bebidas possuem impurezas e/ou contaminantes que
poderiam ser ou agir como carcinogenos. Como utilizamos alcool etilico pro-analise
99% e agua destilada para a preparacdo do alcool a 40°GL, podemos afirmar que os
resultados encontrados podem ser atribuidos exclusivamente a atuacao do alcool
sobre o epitélio uma vez que ndo estivemos expostos ao risco da existéncia de outras
substancias na mistura (KATO; NOMURA, 1994; OGDEN: WIGHT, 1998 e
WIGHT; OGDEN, 1998).

Baseados neste fato podemos embasar o indicativo de MAIER e WEIDAUER
(1995), SIMANOWSKI et al. (1995), SLOMIANY et al. (1998) ¢ OGDEN ¢
WIGHT (1998), de que o alcool isoladamente pode ser apontado como um iniciador
da carcinogénese pois as alteracdes celulares que pode causar ou predispor independe
do tipo de bebida consumida estando unicamente na dependéncia da dose/freqiiéncia
de ingestdo. Nossos resultados demonstraram que o alcool isoladamente foi capaz de
promover modificagdes na morfologia do epitélio lingual e estas alteragdes
possivelmente estdo relacionadas a modificagdes celulares ocorridas. Nossos

resultados demonstram que a atuagdo do alcool independe da freqiiéncia de ingestao



tendo em vista os achados nos grupos que estiveram expostos ao consumo €
aplicacgdo topica do alcool.

Conforme MAIER ¢ WEIDAUER (1995) e informag¢des do INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER (2000) os efeitos do alcool se verificam dependendo da
freqiiéncia de ingestdo, da quantidade de alimentos sélidos consumidos ¢ do peso
corporal. Pudemos avaliar todos estes itens durante todo o periodo do experimento e
encontramos alteragdes decorrentes do uso do alcool —grupo éalcool continuo e grupo
alcool topico — independentemente da quantidade de alimentos consumidos e do peso
corporal dos animais utilizados neste trabalho. Este fato vem novamente reforgar a
idéia de que o alcool de modo isolado pode ser responsabilizado pelas modificagdes
encontradas no epitélio lingual.

SQUIER, COX e HALL (1986) e DU et al. (2000) relatam ser maior o risco
para aqueles que ingerem bebidas em baixas concentracdes (5%), baseados nos
resultados de seus trabalhos experimentais — in vitro - onde encontraram um aumento
da permeabilidade da mucosa quando utilizaram esta concentragdo alcoolica. Estes
autores discutem a possibilidade de, em uma concentracdo mais elevada — eles
utilizaram 50% de etanol — haver uma fixacdo do epitélio, fato que dificultaria a
penetracao do etanol. Ao contrario destes trabalhos, mesmo que neste estudo tenha
sido avaliado um sitio diferente (dorso de lingua ao invés de assoalho bucal), foram
verificadas, por nos, alteragcdes morfologicas utilizando-se a graduagdo de 40°GL. O
fato de termos utilizado um modelo animal e ndo pesquisa in vitro como os autores
citados demonstra a importancia de estudos in vivo onde as condi¢des de ingestao e
meio-ambiente bucal podem ser controladas e/ou reproduzidas. A metodologia por

nds utilizada por si explica as diferencas encontradas com os autores acima. Do



mesmo modo, poderia se dizer que as concentragdes sao semelhantes mas nao
iguais e que talvez a fixacao sugerida somente comece a aparecer numa concentragao
igual ou maior que 50%. Isto indicaria que o alcool pode atuar de diferentes formas
sobre o epitélio da mucosa bucal.

Os resultados encontrados por nos indicam o que varios autores ja indicavam
(BOFFETA et al., 1992; MAIER; WEIDAUER, 1995; SIMANOWSKI et al., 1995;
SLOMIANY et al., 1998; OGDEN; WIGHT, 1998; WIGHT; OGDEN, 1998;
MAIER et al., 1999): o etanol (alcool etilico) pode ser considerado como o
responsavel isoladamente pelo aparecimento/desenvolvimento de alteragdes celulares
que podem indicar o inicio da carcinogénese. Conforme estes autores
independentemente do tipo de bebida consumida podemos ter alteracdes celulares
que podem levar ao desenvolvimento de um cancer. Este fato ¢ apoiado por nossos
resultados uma vez que pudemos observar alteragdes morfoldgicas no epitélio que
decorrem de alteragdes no comportamento das células que o compde o que indicaria
estarem estas sofrendo mudangas que podem, eventualmente, ser relacionadas com o
desenvolvimento de um comportamento andmalo.

Nossa metodologia e os resultados obtidos nos levam a crer que os efeitos
toxicos do alcool estio relacionados a sua atuagdo direta e sistémica sobre a mucosa
bucal, em especial no que diz respeito a proliferagdo desta. Baseados nos resultados
verificados no grupo alcool topico pudemos constatar que neste grupo houve uma
fixagdo na espessura do epitélio, quando comparado ao grupo controle € ao grupo
alcool continuo (entre os 6 € os 12 meses do experimento). Alguns autores ja haviam

relatado tais resultados indicando que este ndo espessamento do epitélio poderia estar



relacionado a uma maior atuagdo de carcindgenos quimicos (KATO;
NOMURA, 1994; MAIER et al., 1994; WIGHT; OGDEN, 1998).

Do mesmo modo que MAIER et al. (1999b), que estudaram o efeito do
consumo de alcool sobre a mucosa da glote em ratos ¢ OLIVEIRA et al. (1994), que
avaliaram o resultado do alcoolismo materno no epitélio lingual de fetos de ratos,
encontramos um nado crescimento em espessura significativo do epitélio na regido
estudada (dorso de lingua) nos grupos consumidores de alcool e concordamos com as
suas conclusdes de que esta reducdo pode significar uma “suscetibilidade maior na
direcdo de uma atuacao local de carcindgenos quimicos”.

MAIER et al. (1994) concluiram que o alcool, através de seu uso crdnico,
causa uma atrofia na mucosa bucal, especialmente a da lingua, associada a uma
proliferagao mais intensa posterior, fato corroborado pelo aumento na descamagao do
epitélio lingual, conforme visto por LARENTIS et al. (2000). Nossos resultados
apoiam os de MAIER et al. (1994), pois também encontramos uma atrofia no epitélio
da lingua representada pela redugdo na espessura do epitélio conforme verificado nos
grupos que estiveram expostos ao consumo continuo e eventual de alcool. J& no
tempo de 6 meses do experimento foi possivel constatar-se a redugao na espessura do
epitélio da lingua dos animais dos grupos alcool continuo e alcool topico. Aos 12
meses foi verificado que o epitélio manteve-se com espessura menor (Tabelas 21 e
22), nos dois grupos em relagdo ao controle (GC).

Ao mesmo tempo nossos resultados foram diferentes dos achados de
HOMANN et al. (1997) que verificaram hiperplasia e hiperproliferagdo do trato
gastrintestinal superior, incluindo a lingua, ap6s administragcdo de aldeido na mucosa

bucal por 8 meses. O fato destes autores terem feito uso do aldeido, que é derivado



do metabolismo tecidual do alcool, e referido como um elemento mais toxico do
que o acetaldeido que ¢ o primeiro estagio da metabolizacdo do alcool no figado
pode explicar esta diferenca com o presente trabalho. Talvez por termos utilizado o
alcool na graduacdo de 40°GL nao tenhamos observado hiperplasia nem
hiperproliferacdo em funcdo da atuagdo e metabolismo deste ser diferente da do
aldeido. Dessa forma pudemos verificar que o dlcool ndo promoveu o espessamento
do epitélio da mucosa, tanto na espessura do epitélio quanto na espessura da camada
de ceratina naquele grupo que recebeu o alcool em aplicagdes topicas.

WIGHT e OGDEN (1998) afirmam ser impossivel avaliar-se o papel do
alcool na carcinogénese, em humanos, por nao se poder medir com precisao a
quantidade e o tipo de bebida consumida, assim como os itens da dieta alimentar. Ao
utilizarmos um modelo animal pudemos avaliar a atuacao do alcool em alteragdes
morfologicas do epitélio lingual através da analise dos controles realizados, pois
através da metodologia empregada pudemos quantificar com precisao o volume de
alcool ingerido, o tipo e a concentracao utilizada, assim como dispomos de dados a
respeito da dieta e o controle da evolugdo do peso dos animais.

SIMANOWSKI et al. (1995), apds andlise morfométrica encontraram
aumento no tamanho dos nucleos das células basais da mucosa bucal, e nds
encontramos aumento na relagdo nucleo-citoplasma nos grupos controle e alcool
continuo no periodo de 12 meses, no grupo dalcool tdpico a variagdo ndo foi
significativa. Talvez fosse necessario prolongar-se o tempo de andlise com este
grupo. Mais estudos sdo necessarios para que se possa elucidar este evento.

Nossos resultados sdo comparaveis aos de OGDEN, WIGHT e RICE (1999)

quando avaliados os resultados da relagdo nucleo-citoplasma no tempo de 06 meses



do experimento, quando também encontramos uma significativa reducao desta
relagdo nos grupos consumidores de alcool (grupo alcool continuo e grupo alcool
topico) comparados ao grupo controle. ao final do experimento (12 meses) € o grupo
controle que apresenta a maior relacdo comparado aos demais grupos. Da mesma
forma outros estudos sdo necessarios para se identificar o fator que interferiria na
maior atividade nuclear observado nos primeiros 06 meses € menor nos 12 meses nos
grupos experimentais.

Nao encontramos na literatura consultada qualquer referéncia quanto a
relagdo entre a camada basal e superficial do epitélio. Este item foi avaliado por nos
pois o entendemos como um possivel indicador de proliferagdo. Se a camada basal ¢
maior em comprimento que a camada superficial indica que existe uma grande area
de proliferacdo com menor area de descamacao e isto poderia ser um indicativo de
atividade celular no sentido da proliferacdo. Nossos resultados mostram que apenas
no grupo alcool tépico houve uma variacdo significativa durante o periodo
experimental (Tabela 6), mostrando um aumento da relagcdo entre as camadas basal e
superficial durante o decorrer do trabalho. Este resultado foi interpretado como sendo
o efeito de um maior tempo de permanéncia do alcool na cavidade bucal destes
animais e também o fato de que estes animais recebiam um volume maior de alcool
durante as aplicagdes topicas do que aquele que era consumido per capita no grupo
alcool continuo.

Quanto a espessura da camada de ceratina € suposicdo que a analise da
mesma pode ter quase que o mesmo significado da avaliagdo da espessura do
epitélio, uma vez que a camada de ceratina foi considerada nas medigdes realizadas

para a determinagdo desta. Na andlise dos resultados entre os grupos (Tabelas 7 a 9)



¢ possivel verificar que diferengas foram vistas apenas nos grupos expostos ao
alcool, mostrando uma redugao da espessura de ceratina nos tempos de 6 e 12 meses.
Quando se analisa esta medida dentro dos grupos observa-se que no grupo controle
(Tabela 10) houve um aumento gradual desta espessura com o passar do tempo, o
que pode ser interpretado como o comportamento normal e fisioldgico. J4, no grupo
alcool continuo (Tabela 11), ndo se observa variagdo ao longo do tempo, fato esse
que atribuimos ao efeito do consumo continuado do alcool que teria atuado sobre o
epitélio como um agente agressor €, como meio de defesa, este epitélio diminuiu a
espessura da camada de ceratina. E possivel especular que este fato poderia estar
relacionado a um aumento no seu indice de descamacao.

No grupo alcool topico (Tabela 12) pode-se também observar uma reducao na
espessura da camada de ceratina, mas esta ¢ muito mais acentuada com o passar do
tempo do que a que apresentou o grupo alcool continuo. Neste caso também
especula-se se este resultado tenha se dado como uma adaptagdo a agressao exercida
pelo alcool, mas devemos observar que no tempo de 12 meses a espessura neste
grupo ¢ bem menor que no grupo alcool continuo. Mais uma vez ¢ entendido que
este resultado decorre do maior tempo de permanéncia do alcool na cavidade bucal
dos animais durante as aplicagdes topicas, bem como do volume recebido a cada vez,

quando comparados ao grupo alcool continuo.



CONCLUSOES

ApOs a andlise dos resultados obtidos podemos concluir que:

- O alcool na graduacao de 40°GL consumido de forma continua ou em
aplicagdes topicas foi capaz de promover alteracoes morfologicas no epitélio do
dorso da lingua conforme os itens avaliados:

- Relacido entre a Camada Basal e Superficial do Epitélio: verificou-se

um aumento desta relagao no grupo alcool topico no tempo de 12 meses;

- Espessura da Camada de Ceratina: constatou-se diminui¢ao desta nos
grupos expostos ao alcool no tempo de 06 e 12 meses, tendo sido maior a
redu¢do no grupo alcool topico ao final dos 12 meses do experimento. No
grupo controle observou-se o aumento na espessura desta camada ao
longo do tempo, enquanto que no grupo alcool continuo nao observou-se
variagdo significativa na espessura desde o momento inicial até o final do
experimento. No grupo alcool topico houve uma redugdo significativa
entre a biopsia inicial e a final, ndo tendo sido significativa entre a inicial
e a dos 06 meses;

- Relacdo Nucleo-Citoplasma: verificou-se um aumento desta relacdo no
tempo de 06 meses no grupo controle quando comparado com os grupos
experimentais. Quando avaliamos a relagdo dentro dos grupos entre os
tempos observou-se um aumento nesta relagdo no grupo controle e grupo
alcool continuo apenas;

- Espessura do Epitélio: Foi verificada uma auséncia de crescimento nesta

medida no grupo alcool topico no tempo de 06 e 12 meses € no grupo



alcool continuo entre o momento inicial e os 6 meses, quando
comparados ao grupo controle. O grupo controle apresentou aumento da
espessura enquanto o grupo alcool continuo e o grupo alcool topico
praticamente ndo modificaram a espessura do epitélio com o passar do

tempo.



SUMMARY

Alcohol, itself was never pointed as a carcinogen. Literature refers to alcohol
as a inductor or an element that would act in synergy with the tobacco in oral cancer
development. In order to evaluate the alcohol role in oral mucosa changes, an
experiment with 60 mice divided in three groups — Control, Continuous Alcohol and
Topic Application Group — during one year period was accomplished. Animals of all
groups were feed with standard rat pellets. The rats from Alcohol Continuos Group
have received alcohol 40°GL as a liquid diet. Topic Group received water and an
application of alcohol 40°GL twice a week simulating eventual consumption.
Samples from tongue dorsum were obtained at the beginning of the experiment and
after every six months. The samples were processed for histological analysis. It was
evaluated and measured changes in the epithelium (epithelium thickness, keratin
layer thickness, relationship between epithelium basal cells and superficial layer and
relationship of nucleus cytoplasm length (basal and intermediary layer)). Through
out statistical analysis significant changes was found in almost all evaluated items. It
was concluded that alcohol could be pointed out as an oral mucosa morphology-

changing agent when consumed continuously or topically applied.

Keywords: Alcohol, tongue morphology, oral mucosa, mount alcohol effects
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