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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito da agdo local e sist€émica do alcool na
proliferacao celular, realizou-se um experimento com sessenta camundongos divididos
em trés grupos de vinte, durante um ano. Um grupo ingeria alcool a 40°GL (Graduagao
Alcoolica de Gay-Lussac) em substituigdo a agua durante todo o periodo do
experimento, outro grupo recebia aplicacdes topicas de alcool a 40°GL no dorso da
lingua duas vezes por semana e o terceiro grupo foi o controle. A quantificacdo da
proliferacao celular considerou as células positivas para a evidenciagdo do PCNA
(Antigeno Nuclear de Proliferacao Celular), pela técnica imunohistoquimica. Foram
consideradas as células das camadas basal e intermediaria do epitélio lingual. A
contagem foi realizada em trés momentos do trabalho; antes dos animais serem
submetidos ao alcool a 40°GL, aos seis e aos doze meses, fazendo comparagdes entre os
grupos e intra grupos. Nos resultados observou-se que aos doze meses de experimento,
houve aumento da proliferagdao celular na camada intermediaria no epitélio do grupo
que ingeria alcool continuamente (p =0,01). Os grupos controle e de aplicacao tdpica
ndo mostraram diferengas significativas na proliferagdo celular em momento algum do
trabalho. Com isso, concluiu-se que o efeito do alcool na promocgao da proliferacao
celular, neste experimento, ¢ devido a sua ingestdo continua e acontece em periodos

acima de 6 meses.
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1- INTRODUCAO

O consumo cronico de alcool ¢ considerado um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de cabega e pescogo. Entretanto, o efeito do alcool na
mucosa bucal e sua associagdo com o desenvolvimento do cancer em humanos ¢ dificil
de se estabelecer, pois freqiientemente esta relacionado com o uso de tabaco, OGDEN;
WIGHT (1998). Trabalhos experimentais verificaram que um dos efeitos do alcool no
trato digestivo superior ¢ o aumento da proliferacao celular, o que poderia contribuir
para o desenvolvimento de neoplasias, pois a estimulacdo da regeneracao celular

geralmente aumenta a carcinogénese SIMANOWSKI et al.(1995).

Contudo, ha ainda a davida, se o alcool produz seus efeitos topicamente na
cavidade bucal produzindo mudancas epiteliais, ou se o alcool age sistemicamente, via
sistema imune, figado, ou alteragdes no metabolismo das vitaminas, WRIGHT;
BINNIE (1988). Além destes fatos o proprio envelhecimento pode ter papel na

proliferagao celular, o que poderia favorecer o aparecimento de neoplasias.

Com a intengdo de responder as duvidas acima e saber mais sobre o real
efeito do alcool, surgiu a idéia de quantificar a proliferagdo celular do epitélio lingual de
camundongos submetidos a ingestdo continua e agdo topica local do alcool,

relacionando com o envelhecimento dos mesmos. Para a analise das variaveis foi feito



um estudo longitudinal com a quantificacdo da proliferagdo celular pela técnica
imunohistoquimica do PCNA, (Antigeno Nuclear de Proliferacao Celular) que pode ser

feita com material emblocado em parafina.



2- REVISAO DA LITERATURA

Varios estudos verificaram relacdo entre o consumo de alcool ¢ o
desenvolvimento do cancer bucal. Foram feitas pesquisas em vdrias partes do mundo
com pessoas de culturas diferentes e com variedades de bebidas alcodlicas tipicas dos
locais estudados e também com bebidas mundialmente consumidas. A maioria dos
autores verificou que os pacientes com cancer de boca e aparelho digestivo estavam
acima dos 50 anos e a porcentagem de etilistas era maior do que na populagdao em geral,
WAHI (1968), SCHMIDT; POPHAM (1981), MASHBERG et al. (1981), RICH;

RADDEN(1984).

Foi sugerido um efeito independente para o alcool na etiologia do cancer. E
mesmo a despeito da inadequada evidéncia para a carcinogénese do alcool em trabalhos
experimentais, ha uma suficiente evidéncia para o efeito carcinogénico das bebidas
alcoolicas na boca, faringe, laringe e esofago em humanos. Pois pacientes que
desenvolveram cancer nesses sitios, consumiam trés vezes mais alcool por dia, quando
comparados com aqueles que nao desenvolveram a doenga. O risco aumentou
progressivamente com o aumento da quantidade de alcool consumido. E ao contrério,
houve uma diminuicdo da incidéncia de cancer em grupos de pessoas onde ndo ¢

permitida a ingestdo de bebidas alcodlicas em relagdo a populacdo em geral, por
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exemplo, nos Mormons e Adventistas do Sétimo Dia, TUYNS (1979), KATO e

NOMURA (1994).

Dependendo da regido estudada, variou o tipo de bebida considerada de
maior risco para o desenvolvimento de cancer. Em 1998 STEFANI et al. em um estudo
no Uruguai observaram que bebidas destiladas puras estavam mais associadas ao cancer
de boca e faringe do que o vinho. Ja em 1999, FIORETTI et al. realizaram um estudo na
Italia, constatando que vinho e cerveja eram as bebidas que ofereciam maior risco para

o desenvolvimento de cancer de boca e faringe.

Apesar das evidéncias epidemioldgicas encontradas relacionando alcool e
cancer, nao se sabe ao certo o seu real efeito e mecanismo de agdo, pois a maioria dos
pacientes que desenvolvem cancer de cabeca e pescoco sdo tabagistas e etilistas
simultaneamente e com freqiiéncia ingerem varios tipos de bebidas, ndo sendo possivel
separar totalmente os efeitos do tabaco e do alcool, MASHBERG et al. (1981); RICH e

RADEN (1984), SQUIER et al. (1986); ZHENG. et al (1997).

Outras dificuldades foram encontradas para avaliar o papel do alcool no
desenvolvimento do cancer; como a subjetividade e a falta de veracidade das
informagdes sobre o consumo alcodlico dos pacientes, a falta de padronizagdo nas
dosagens de dalcool ingerido em que varias medidas foram usadas, por exemplo:

unidades, gramas, ongas, “drink” e equivalentes de uisque, BRUGERE et al.(1986);
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JOVANOVIC et al.(1993); ZHENG et al.(1997); OGDEN,WIGHT (1998); STEFANI

et al.(1998); FIORETTI et al. (1999).

A teoria que predomina entre os autores € que ha um efeito sinérgico
multiplicativo entre o alcool e tabaco para o desenvolvimento de cancer. Estudos
mostram que usuarios de tabaco e alcool tem sido vitimas de cancer 15 anos antes do

que aqueles que nao os usam, JOHNSON (1991); WIGHT, OGDEN (1998).

Fatores genéticos e componentes ambientais, alguns virus, certos agentes
fisicos e substancias quimicas variadas tem papel decisivo no aparecimento de varios
tumores humanos e de animais. Os tumores sdo entendidos hoje como resultado de
agressoes ambientais em um individuo geneticamente suscetivel e eles se desenvolvem
em dois estagios: iniciagdo e promog¢do. A iniciagdo ¢ a transformacao celular, ou seja,
as mudancas induzidas por cancerigenos fisicos, quimicos ou bioldgicos que causam
alteragdes genéticas nas células e alteram suas respostas ao microambiente, tornando-as
potencialmente capazes de se multiplicar de modo auténomo. Uma célula iniciada
torna-se menos responsiva a fatores que inibem o crescimento celular, a indutores de
diferenciagdo celular ou a morte programada. Como a agao do iniciador ¢ irreversivel,
admite-se que atue provocando alteragdes permanentes no DNA (Acido
Desoxirribonucléico). Todavia, uma célula iniciada ndo origina tumor. A promogao ¢ a
proliferacio ou expansdo clonal das células iniciadas, que ¢ um fenémeno

indispensavel para a fixacao da alteracdo genética e para o crescimento da neoplasia. O
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avango do cancer com modificacdes biologicas, que em geral torna-o cada vez mais
agressivo ¢ maligno chama-se progressao tumoral. Além disso, a multiplicagcdo celular
aumenta a probabilidade de novas alteragdes genéticas. Os agentes promotores atuam
pelo tempo de exposi¢ao e pela intensidade das reacdes teciduais que provocam, tém em
comum a propriedade de irritar os tecidos e provocar reacdes inflamatorias e

proliferativas, BRASILEIRO FILHO,G. et.al.(1994).

Nao ha nenhum trabalho confirmando que o 4lcool isoladamente provoque
tumores. Estudos indicam que ele ¢ um promotor de neoplasia, impedindo a reparacgao
do DNA e nao teria isoladamente efeito clastogénico (alteragdes nas cromatides). A
resposta normal ao dano do DNA, na fase G2 da mitose, ¢ o aumento do tempo nessa
fase para possibilitar a reparagdo, o que estaria prejudicado pela presenca do alcool,

PARISE Jr.(2000).

O consumo de alcool esta vinculado ao aumento do risco para o cancer de
boca, faringe, laringe, esdfago e figado. A administragdao aguda ou cronica de alcool
induz mudancas em todos os niveis da organizagdao bioldgica, percorrendo os niveis

moleculares e comportamentais, FREUND (1979).

Alguns possiveis mecanismos co-carcinogénicos do etanol tém sido
estudados. Poderia haver uma mudanga no metabolismo hepatico e / ou distribuicdo dos

carcinogenos; interferéncia no sistema que repara as alquilagdes do DNA induzidas por
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carcindgenos; dano direto na mucosa com consecutiva estimulacdo da regeneracao
celular; mal nutricdo mediada pelo alcool. Além disso, a producao de acetaldeido e
radicais livres via citocromo P450 e via enzima alcool desidrogenase no trato digestivo
superior pode induzir a um dano no tecido e uma secunddria hiper-regeneracao,

THERAPONDOS et al. (1999).

Resultados de pesquisas sugerem que o sinergismo entre tabaco e alcool na
etiologia do cancer de boca pode ser explicado, pelo menos em parte, devido aos efeitos
permeabilizantes locais do alcool na penetracdo do carcindgeno especifico do tabaco, a
Nitrosonornicotina (NNN), e de outros também, através da mucosa bucal. Em contato
direto com a membrana da célula, o alcool exerceria um efeito na bi-camada
fosfolipidica, agindo como solvente, podendo remover algum contetdo lipidico
tornando a mucosa mais permeavel, McCOY, WYNDER (1979); SQUIER et al. (1986);

DU et al (2000).

SIMANOWSKY et al. (1995) em um artigo de revisao, observaram que
numa analise morfométrica de ratos Wistar, alimentados por 6 meses com dieta
contendo alcool em 36% do total de calorias ingeridas, houve aumento no tamanho do
nucleo das células da camada basal, do assoalho bucal ¢ também ponta ¢ bordas da
lingua. Além disso a percentagem de células na fase S do ciclo celular foi maior em
relacdo aos que ndo ingeriam alcool. Foi constatado que a média da espessura epitelial

do assoalho bucal foi reduzida nos animais que consumiam alcool em sua dieta. Esses
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achados indicam que houve uma atrofia da mucosa nos sitios de maior contato com o

alcool, indicando uma maior vulnerabilidade para os carcindégenos.

Por meio de um sistema de perfusdao “in vitro”, observou-se que
concentragdes de etanol acima de 5% e menores que 50% aumentaram a permeabilidade
da mucosa bucal a NNN. A concentragdo de 50% ndo alterou significativamente a
permeabilidade, provavelmente devido ao efeito fixador do alcool. O assoalho bucal foi
a regido que mostrou maior permeabilidade, representando o sitio bucal de maior risco
para o desenvolvimento de cancer em tabagistas e etilistas, SQUIER et al. (1986); DU et

al. (2000).

SEITZ et al. em 1990 mostraram que ratos alimentados com dieta contendo
alcool em 36% do total das calorias ingeridas, submetidos a aplicagdo direta no reto do
carcindgeno primario acetoximetilmetilnitrosamina (AMMN), tiveram a ocorréncia de
tumores mais rapidamente do que aqueles que somente receberam o AMMN. Segundo o
autor, o alcool poderia acelerar quimicamente a inducdo da carcinogénese retal pelo
mecanismo direto mediado pelo acetaldeido que pode ser produzido por
microorganismos fecais, e uma quantidade consideravel se ligaria & mucosa, resultando
em injuria do tecido manifestada por uma hiper-regeneracdo, a qual poderia estar a

favor da carcinogénese.
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Esses trabalhos confirmaram o que McCOY e WYNDER haviam observado
em 1979, que na pele de camundongos submetidos a agdo de agentes sabidamente
genotoxicos, como o dimetilbenzantraceno (DMBA) dissolvido em 4&lcool, houve o
desenvolvimento de neoplasia mais precocemente do que quando o DMBA foi

dissolvido em acetona. Enfatizando o papel co-carcinogénico do alcool.

McCOY , WYNDER (1979) e WRIGHT et al. (1988) sugeriram também a
possibilidade do alcool causar danos no figado, podendo diminuir sua capacidade de
desintoxicacdo de potenciais carcindgenos. Como conseqiiéncia da perda da capacidade
metabolica do figado, haveria um aumento da concentracao sistémica de carcindgenos
que poderiam agir sobre os tecidos alvos numa propor¢do maior do que ocorreria em

individuos sem comprometimento hepatico.

O alcool ¢ rapidamente absorvido pela mucosa gastrica e duodenal e
metabolizado principalmente no figado antes de sua eliminagdo. O metabolismo

hepatico ocorre em trés fases:

1-Oxidagcdo do alcool em acetaldeido, através da enzima alcool
desidrogenase (ADH).
2-Conversao do acetaldeido para acetato, catalizado pela enzima aldeido

desidrogenase (ALDH).
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3- O acetato ¢ oxidado para produzir diéxido de carbono, acidos graxos e

agua.

A toxicidade do alcool inclui um espectro de doengas do figado como:
esteatose, hepatite alcoolica aguda, cirrose e hepatocarcinoma que se desenvolve entre
15% e 30% dos pacientes com cirrose. Os riscos de desenvolver doencas hepaticas se
correlaciona principalmente com a duragdo e quantidade do consumo de alcool,

THERAPONDOS et al. (1999).

GRAHAM e RENNIE em 1987 verificaram os niveis da enzima Y -glutamil
transpeptidase no soro de ratos alimentados com dieta liquida contendo 36% do valor
calorico de alcool, por acreditarem ser o melhor marcador para danos no figado. Os
niveis dessa enzima também foram medidos e comparados com ratos considerados
controle que ingeriram dieta usual. Esses autores verificaram que os niveis da enzima
Y-glutamil transpeptidase foram maiores nos animais submetidos a ingestao da dieta

contendo etanol, caracterizando alteragao na funcao hepatica.

Trabalhos experimentais tem mostrado que o alcool per se ndo tem poder
mutagénico (mudangas em nivel de DNA), clastogénico (mudancas nas cromatides) ou
carcinogénico. Porém o acetaldeido, o metabolito primario do dlcool tem se mostrado

mutagénico. OGDEN;WIGHT (1998), WIGHT; OGDEN (1998).
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Em 2000, MUTO et al. constataram que o acetaldeido pode ser derivado da
enzima alcool desidrogenase (ADH) da mucosa, mas principalmente pela oxidagao
microbiana do etanol pela microbiota bucal, especialmente das bactérias aerdbicas
gram-positivas. O género Neisseria tem maior atividade ADH e produz acetaldeido

quando cultivada em presenca de alcool.

Proliferacao celular alterada ¢ uma das caracteristicas que difere o cancer do
tecido normal. Logo, ¢ importante entender a regeneracao celular, na mucosa normal,
durante a carcinogénese e em carcinomas ja instalados, para poder desenvolver e avaliar
novas medidas terapéuticas. Nos ultimos anos tém-se atentado mais para a biologia
molecular, ciclo celular e seus eventos na regulacdo da proliferagdo das células,

SIMANOWSKY et al. (1995).

MACLUSKEY et al.(1999) estudaram a possivel associacdo entre a
proliferacao celular evidenciada pela técnica imunohistoquimica do anticorpo Ki-67,
que esta presente mais intensamente nas fases G2 e M do ciclo celular, e a progressao
da doenca na mucosa bucal. Analisando espécimes de mucosa normal, displasias e
carcinoma espinocelular, verificaram que os indices de proliferacao celular aumentaram
com a progressao da doenga em direcao a malignidade, de modo que a mucosa normal
teve um indice de proliferacdo celular menor que a displasia e esta por sua vez, menor
que o carcinoma. Apesar dos resultados, o autor questiona a eficiéncia dos marcadores

de proliferagdo celular na associagdo com transformagdo neoplésica, pois comparagdes
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entre displasia epitelial oral e carcinomas t€ém produzido resultados contraditérios em
que alguns estudos encontraram diferenga significativa entre esses dois grupos e outros
nao. Segundo o autor, os resultados conflitantes da literatura s3o comumente devido as
diferencas na metodologia usada, incluindo o marcador empregado para determinar a

proliferacao.

CHAVES DE OLIVEIRA et al. (2000) analisaram a proliferacdo celular
através da técnica da evidenciacdo do PCNA em mucosa bucal normal, hiperplasica e
atipica, nas camadas basal e intermediaria.

Os epitélios normais apresentaram uma percentagem média de 34,62% de
células marcadas; os epitélios hiperplasicos de 60,95%; e os atipicos de 86,42%. Em
relagdo as camadas basal e intermediaria, nos epitélios normais , observou-se que as
cé¢lulas marcadas concentravam-se mais na camada basal; nos epitélios hiperplasicos
foram observadas distribuindo-se indiferentemente nas duas camadas; ja nas atipias
epiteliais, essas células estavam presentes de forma predominante na camada
intermediaria. Os resultados sugerem que o nimero de células PCNA positivas e a

localizagao dessas células, sdo indicadores de atipia epitelial.

Antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), historicamente foi
descrito como um auto-anticorpo presente em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico, que identificava um antigeno presente nas células em proliferagdo.

Posteriormente foi identificado como PCNA, uma proteina nuclear nao histonica de 36
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kD envolvida na sintese de DNA. Como uma proteina auxiliar das polimerases delta e
ipsilon, o PCNA ¢ necessario para a replicacdo do DNA in vivo e in vitro e tem sido
relacionado também com o reparo do DNA. E empregado como marcador de
proliferacao celular, ainda mais depois do desenvolvimento de anticorpos que
funcionam em material fixado em formol e embebido em parafina, ALVES et al.

(1999).

SIMANOWSKI et al. em 1994 observaram apos 27 bidpsias da mucosa
retal de pacientes etilistas que consumiam mais de 100 gramas de alcool por dia e de 12
biopsias de pacientes que consumiam menos que 30 gramas de alcool por dia, que
houve maior proliferagao celular nos primeiros. O aumento da regeneragao celular colo-
retal representa um aumento da suscetibilidade dos tecidos a carcinogénese quimica e
esses dados evidenciam que o estado hiper-proliferativo esta associado com o aumento
do risco de desenvolver cancer e poderia explicar o efeito co-carcinogénico do alcool no
reto.

Segundo SIMANOWSKY et al. (1995), condigao proliferativa da mucosa
induzida pelo consumo crénico de alcool pode ter uma importante contribui¢do na
carcinogénese, porque a estimulacdo da regeneragdo celular geralmente induz a
carcinogénese, pois células ativamente proliferantes sdo mais suscetiveis aos iniciadores

da carcinogénese ¢ as alteragdes genéticas.
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Em um trabalho experimental foi medido o indice de proliferacao celular
(PCNA) no epitélio do esofago de ratos que ingeriam alcool. A andlise foi feita em ratos
intactos e em ratos sialoadenectomizados, nesses, a proposta foi reduzir a quantidade de
saliva, um importante fator controlador da proliferagao celular. Os resultados mostraram
aumento da proliferacdo das células do esdfago em ratos alimentados com dieta
contendo alcool, sem a remocao das glandulas. Enquanto que o efeito do alcool em ratos
sialoadenectomizados nao foi visto. A razdo para esse efeito supressor ¢ ainda
especulativa, mas parece que o fator de crescimento epitelial (EGF), que se encontra em
abundancia na saliva, pode estar envolvido. Nesse mesmo trabalho observou-se que o
envelhecimento ndo afeta significativamente a proliferagdo celular da mucosa do

esofago, SIMANOWSKY et al. (1995).

HOMANN et al em 1997 constataram um aumento da proliferacao celular,
marcada pela evidenciagao do anticorpo Ki-67, nos epitélios da lingua, epiglote e
esdfago em espécimes retirados apos o sacrificio de ratos que ingeriram 120mM de
acetaldeido na agua durante 8 meses, em relacdo aqueles animais que ingeriram
somente agua como fonte de hidratagdao. Nesse experimento, a lingua mostrou um indice
proliferativo maior que os outros sitios estudados, fato que segundo o autor, poderia ser
devido a produgao de acetaldeido pelos microorganismos na saliva. O mesmo concluiu
que o acetaldeido administrado via oral em ratos, pode causar alteracao hiper-

proliferativa no epitélio do trato gastrointestinal superior.
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3-PROPOSICAO

Diante dos trabalhos que variam na interpretagao do real papel do alcool
como carcindgeno, da duvida se produz efeitos devido a sua ingestdo continua ou por
sua agdo local e acrescentando, que recentes estudos tem colocado o envelhecimento
como um fator envolvido na carcinogénese, podendo interferir na proliferacao celular,
nos propomos a quantificar a proliferacdo celular através da evidenciacao das células
PCNA positivas nas camadas basal e intermediaria do epitélio lingual de camundongos
submetidos a ingestao e aplicacdo topica de alcool a 40° GL, em um experimento com

12 meses de duragao.



4- MATERIAL E METODOS

O experimento teve uma duragdo de 12 meses e foi realizado com 60
camundongos CF1 fémea com 2 meses de idade, no inicio do estudo, adquiridos da
Divisdao de Producdo e Experimentagdo Animal da Funda¢do Estadual de Produgdo e
Pesquisa em Saude (FEPPS) e permaneceram no Biotério desta institui¢do durante todo

o periodo experimental.

Os animais foram divididos em trés grupos de 20 camundongos cada,

mantidos em niimero de 5 em 4 gaiolas plasticas conforme segue:

O 1° grupo foi o Controle, onde os animais foram submetidos a dieta usual

ad libitum, ra¢do propria para camundongos, marca NUVILAB/CRI e agua.

Ao 2° grupo, denominado Alcool Tépico, acrescentou-se a variavel
aplicagdo topica de alcool a 40°GL na cavidade bucal duas vezes por semana. Essa
aplicacdo se deu com uma seringa de insulina (I ml ),sem agulha, com o animal
mantido de cabega para baixo, evitando a ingestao do alcool. A aplicagdo do alcool foi
de uma s6 vez, esvaziando toda a seringa, molhando com alcool toda a boca do animal,

num tempo aproximado de 3 segundos.
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O 3° grupo, denominado Alcool Continuo, ingeriu a vontade alcool a 40°

GL em substitui¢do a 4gua durante todo o experimento e racdo marca NUVILAB/CRI.

Foram medidos semanalmente, o volume de 4gua, alcool e a quantidade de
alimento ingerido em cada grupo. Uma vez por més todos os animais foram pesados.

Os resultados das medicdes acima estdo apresentados no anexo II.

Antes de submeter os animais a ingestao e as aplicagdes de alcool, cada
camundongo foi analgesiado pela inalagdo de éter sulfirico em uma camara fechada,
apo6s foi contido e com a lingua tracionada por uma pinga foi realizada uma biopsia

incisional em seu dorso com um punch manual de 3 milimetros de didmetro.

Apo6s 6 e 12 meses foram feitas novas biopsias no mesmo local da primeira,

nos 3 grupos, obedecendo sempre a mesma técnica descrita acima.

Todas as pecas cirurgicas foram fixadas em formalina a 10% durante 24
horas e submetidas a técnica para inclusdo em parafina. Em seguida foram incluidas
seguindo a orientagdo transversal para que pudéssemos ver toda a estratificagdo
epitelial e conjuntiva. Realizaram-se dois cortes de 3 micrometros de cada espécime:
um corado por Hematoxilina e Eosina (HE) e outro submetido a técnica de

imunohistoquimica para a avaliagdo da expressdo do PCNA (Antigeno nuclear de

proliferacdo celular), no Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia
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da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A descricdo da técnica

imunohistoquimica segue no anexo I.

A localizagdo dos campos e a quantificacdo das células marcadas pela
expressdo do PCNA foram realizadas em um microscopio binocular, num aumento de
400 vezes. A contagem se deu em trés campos do epitélio, uma em cada extremidade e
outra no centro, evitando cortes transversais das papilas. A avaliacdo quantitativa da
expressdo do PCNA foi feita nas camadas basal e intermediaria do epitélio de cada
campo selecionado, contando todas as células positivas e negativas. Foram
consideradas células da camada basal aquelas que estavam em contato com o tecido

conjuntivo subjacente e que apresentassem nucleo colunar. Conforme figura 1.

FIGURA 1: Fotomicrografia do epitélio lingual de camundongo. Espécime submetido a técnica de
imunohistoquimica da evidenciacdo do PCNA. ( A- Célula da camada basal PCNA positiva; B - Célula
da camada intermediaria PCNA positiva; C - Célula da camada intermediaria PCNA negativa ). Aumento
400x.
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Para a quantificagdo dos nucleos marcados com PCNA foi utilizado um
microscopio binocular da marca Zeiss-Standard 20, com aumento de 400 vezes, ligado
a um programa de computador (IMAGELAB — Sistema de processamento e Analise de
Imagem / Softium Sistemas de Informéatica — Sao Paulo) que transfere as caracteristicas
do campo microscopico selecionado, através de uma camera de video, ligada a placa de
captura de imagem do computador. Neste programa foi usado o recurso que permite a
contagem manual, realizada através do apontamento pela seta do “Mouse” das

estruturas a serem contadas na imagem exibida no monitor.

Antes da contagem definitiva foi realizada a calibracdo com o orientador do
trabalho que foi considerado padrdo. Para isso, foram selecionados 20 campos
aleatoriamente que foram contados primeiramente pelo autor e posteriormente pelo

professor orientador, dando um nivel de coincidéncia de 95% para o teste t. (P=0.05)

A quantificacao foi feita em dois momentos distintos, pela mesma pessoa
sem saber a que grupo pertencia a lamina que estava sendo contada, caracterizando a
imparcialidade do estudo. As biopsias, inicial e de seis meses, foram contadas primeiro

e por fim a biopsia de doze meses.

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis comparando os dados iniciais, intermediarios e finais

dos grupos entre si e entre os proprios grupos 1°, 2° e 3°.
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Este experimento foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul em 27/01/2000 e foi

aprovado quanto ao método na disciplina de Seminarios de Dissertagao.

O presente trabalho esta de acordo com a Declaracao Universal dos Direitos
Animais e dos principios €ticos na experimentacao animal emitidos pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal, GOLDIM, J.R. (1997).



5 -RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram comparadas nos momentos inicial, seis e doze meses do
experimento, o numero total de células PCNA positivas e negativas ( soma das células
das camadas basal e intermediarias), relacionando os grupos entre si e os dados dentro

do proprio grupo através do tempo.

A quantificacdo da expressao do PCNA nas camadas basal e intermediaria
foi feita separadamente, também comparando-se os dados dos momentos inicial, seis e

doze meses dentro do mesmo grupo e entre 0s grupos.

Dentre todas as analises realizadas, trés apresentaram diferengas
significativas através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, as quais serdo
apresentadas e discutidas. As comparagdes que ndo apresentaram diferencas

significativas estdo apresentadas no anexo II.

O primeiro resultado observado com significancia, foi a diminui¢do do
nimero de células PCNA negativas na camada intermedidria dos grupos Controle e
Continuo na andlise feita em seis meses do experimento, em relagdo a contagem

realizada no momento inicial. Conforme tabelas 1 e 2 respectivamente.
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Tabela 1. Comparagdo entre os momentos da contagem de células PCNA negativas da

camada intermediaria no grupo Controle.

Biopsia Média Desvio-Padrao Rank Médio P
Bidpsia Inicial 45,30 24,63 35,53A 0,01%*
Bidpsia 6 meses 22,16 8,08 16,58B
Bidpsia 12 meses 35,06 11,83 32,16A

Tabela 2. Comparacao entre os momentos da contagem de células PCNA negativas da

camada intermediaria no grupo Alcool Continuo.

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio P
Bidpsia Inicial 36,65 14,49 34,97A 0,02*
Biopsia 6 meses 24,40 11,55 20,75
Biopsia 12 meses 33,69 16,42 30,09A

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Observa-se que a bidpsia realizada no periodo de 6 meses possui uma

contagem de células PCNA negativas inferior nos grupos Controle e Continuo.

No grupo Alcool Tépico também houve diminuigio das células PCNA

negativas na bidpsia de 6 meses, embora sem diferengas estatisticas significativas.

A diminuigdo das células PCNA negativas ndao foi acompanhada pelo
aumento das células PCNA positivas, com isso, vimos que as variaveis nao tiveram

influéncia no comportamento proliferativo celular no epitélio lingual nos primeiros 6
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meses de estudo. Esse fato pode ser explicado, porque sendo 8 meses de vida,
correspondente a idade adulta, o tecido epitelial dos camundongos atinge um estado de

equilibrio entre proliferagdo e apoptose.

Na primeira biopsia, houve maior niumero de células PCNA negativas na
camada intermedidria comparada aos seis meses, possivelmente porque o0s
camundongos se encontravam em fase de crescimento, pois estavam com dois meses de
idade, necessitando de ativa proliferacdo para acompanhar seu crescimento. Esses
resultados estdo de acordo com ROSS, (1998); que diz haver um balango entre o
numero de mitoses e apoptoses conforme as necessidades do tecido epitelial. As células
da camada basal estdo ativamente proliferando. Células acima da camada basal estdo
quiescentes do ponto de vista de divisao celular, porém, ativas na sua fung¢ado, estando
em GO. As células escamosas maduras proximas da superficie do epitélio entram em

apoptose quando sua fung¢ao acaba.

Os resultados obtidos nessa etapa indicam que experimentos de curto prazo

envolvendo o alcool poderao nao mostrar seu real efeito.

Esses eventos ndo foram registrados na literatura porque ndo houve

trabalhos com metodologia semelhante a este.
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Na anélise quantitativa feita aos 12 meses de experimento, o nimero total de
células PCNA positivas ( soma das células das camadas basal e intermediaria) foi

maior no grupo de animais que ingeriam alcool continuamente, conforme tabela 3.

Tabela 3. Comparagao entre os grupos da contagem total de células PCNA positivas no

momento 12 meses.

Grupo Média Desvio-Padrao Rank Médio P
Controle 49,75 17,02 42,48" 0,02
Alcool Topico 48,14 12,90 39,09A
Alcool Continuo 57,53 11,98 57,00B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Observa-se que o grupo Alcool Continuo possui valores superiores aos

outros grupos estudados.

A tabela anterior mostra que o alcool ingerido continuamente produz efeito
na proliferagdo celular, pois houve aumento na marcagao de células PCNA positivas no
epitélio lingual em animais que ingeriam alcool continuamente, em detrimento dos

grupos Alcool Tépico e Controle.

As aplicacdes topicas de alcool ndo alteraram a proliferacdo celular no
respectivo grupo. Esse fato reforga o efeito da ingestdo continua de alcool na
proliferacdo das células epiteliais estudadas. Com isso, se respondeu a duvida inicial

que sugeria um efeito local do alcool, o que ndo ocorreu. Conseqiientemente, o presente
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trabalho contraria a interpretagdo de SIMANOWSKI et al. em 1986, SEITZ et. al em
1990 e HOMANN et al. em 1997 em relagdo ao mecanismo pelo qual o dlcool induz
maior proliferacao celular, estes autores interpretaram o aumento da proliferagao celular
na mucosa do aparelho digestivo de ratos submetidos a ingestao de alcool, como sendo

resultado do efeito local do alcool.

O grupo Controle além de ser a referéncia do que usualmente ocorre no
tecido epitelial estudado, teve o objetivo de avaliar se o envelhecimento per se, poderia
interferir na proliferagdo celular. Os resultados ndo mostraram alteragdes de
proliferacdo com o avanco da idade nos camundongos desse grupo. Com isso, 0
aumento da proliferagio celular no grupo Alcool Continuo foi independente do
envelhecimento, dependendo somente do efeito da ingestdo continua do alcool,

conforme tabela 4.

Tabela 4. Comparacao dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

Controle.
Biopsia Meédia Desvio-Padrao Rank Médio P
Biodpsia Inicial 52,85 16,75 58,13 0,770
Bidpsia 6 meses 51,45 14,04 55,09
Biopsia 12 meses 49,75 17,02 52,70

Nao foram verificadas diferencas estatisticas significativas entre o numero de

células positivas para os momentos estudados.
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O aumento na proliferacao celular do grupo Alcool Continuo se deu as
expensas da camada intermediaria, j4 que a quantificacdo na camada basal nao
apresentou alteragdes estatisticas significativas em nenhum momento do experimento,

conforme tabela 5.

Tabela 5. Comparagdo entre os grupos da contagem de células PCNA positivas na

camada intermediaria no momento 12 meses.

Grupo Média Desvio-Padrao Rank Médio P
Controle 38,69 13,16 17,69" 0,01*
Alcool Tépico 42,36 14,44 20,614
Alcool Continuo 54,81 13,55 31 ,84B

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Foram verificadas diferengas estatisticas significativas no nimero de células
PCNA positivas na camada intermedidria para os grupos estudados. Observa-se que o

grupo Alcool continuo possui valores superiores em relagio aos outros grupos. (p=0,01)

Nao houve diferenga estatistica significativa na proliferacdo celular da
camada basal entre os grupos, possivelmente porque ela estd em constante proliferagao
fisiologica, conforme ROSS, (1998). Além disso, o PCNA usado como marcador de
proliferacdo, esta presente na maior parte do ciclo celular, podendo ser evidenciado nas

fases G1,S e G2 sendo um método muito sensivel, o que pode favorecer sua marcagao.
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Esses aspectos podem justificar a constante proliferagdao celular na camada basal dos

trés grupos pesquisados.

Na quantificagdo feita aos 12 meses de experimento, percebeu-se aumento
da proliferagdo celular mostrando que o efeito do alcool se da ao longo do tempo. Com
1sso, sugerimos que para avaliar de forma confiavel o efeito do alcool no organismo, o
experimento devera ser a longo prazo, do contrario conclusdes equivocadas poderdo ser

obtidas.

Esses achados nao foram confirmados na literatura, pois ndo foram

encontrados na literatura trabalhos com tamanho tempo de desenvolvimento.

O aumento da expressdo do PCNA na camada intermedidria do grupo
Alcool Continuo, foi interpretado como a persisténcia das células no ciclo celular,
caracterizando maior indice proliferativo. Aquelas células que normalmente deixariam o
ciclo na camada intermediaria seguindo seu curso até¢ a descamagdo, ndo o fizeram

devido ao efeito do alcool.

O fato do alcool provocar aumento da proliferagdo celular ao longo do
tempo nos reporta ao conceito de promog¢do tumoral descrito por BRASILEIRO
FILHO,G. et.al.(1994); promog¢do consiste na proliferacdo ou expansdo de células ja

iniciadas, sendo um processo demorado, envolvendo reacdes teciduais causadas por
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agentes promotores. Baseados nesse conceito e nos resultados de nosso trabalho,

caracterizamos como sistémico o efeito promotor de proliferacao exercido pelo alcool.

Assim concordamos com as afirmagdes de PARISE Jr. (2000) que diz ser

cada vez mais evidente que o alcool € um importante promotor de neoplasia.

E importante salientar que avaliou-se os efeitos proliferativos, nio nos
permitindo avaliar outros efeitos do alcool descritos por SQUIER et.al. 1986 e DU et.al
em 2000, que o alcool localmente pode causar diminuicao da espessura do epitélio, agir
como solvente removendo contetido lipidico da membrana celular da mucosa e
aumentar a permeabilidade do epitélio deixando-o mais vulneravel aos agentes

carcinogénicos.

Vimos que o alcool produz seu efeito devido a ingestdo continua, no que diz
respeito a proliferacao celular e o seu papel promotor na carcinogénese ¢ atribuido a

essa a¢ao sistémica.



6-CONCLUSOES

A partir da metodologia empregada e interpretagdo dos resultados ¢ possivel
concluir que em epitélio lingual de camundongos:
1- O efeito do alcool na proliferacdo celular ¢ devido a sua ingestao
continua.
2- A agdo local do alcool ndo altera a proliferagdo celular.

3- Nao h4 alteragdo da expressao do PCNA com o envelhecimento.



SUMMARY

This study aimed to evaluate the local and systemic effects of alcohol on
cellular proliferation. Three groups of twenty mice were subject: Group I consummed
40° GL alcohol instead of wather during the experiment; group II was submitted to local
applications of alcohol on the dorsum of the tongue, twice a week; and group III was the
control group. The quantitative measurement of cellular proliferation was performed on
the basal layer as well as the intermediate stratum of the epithelial tissue of the tongue
by the evidenciation of PCNA, using the immunohistochemical technique. The
quantification of cell proliferation was performed at three different moments: before
alcohol consumption and six and twelve months after the beginning of the study.
Results were compared among the mice of each group and also among the three groups.
The results showed an increase in cellular proliferation on the intermediate layer of the
epithelium of the group that consummed alcohol during the twelveth month (p =0,01).
The control group and the second one did not show significant differences in cellular
proliferation at any moment during the study. Therefore, the conclusion in that alcohol
effects on the cellular proliferation are due to the continuous ingestion and occurs

throughout the life span.
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ANEXOS

ANEXO I - TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA DO PCNA:
Os cortes foram colocados em laminas silanizadas (DAKO A/S, Denmark) e

a técnica seguiu 0s seguintes passos:

- Desparafinizag¢do em xilol;

- Desidratagdo em alcool etilico absoluto;

- Duas lavagens em agua destilada;

- Recuperagdo antigénica onde os cortes foram colocados em um frasco de Coplin
com tampao Citrato de pH 6.0 ¢ levados ao forno de microondas em poténcia
maxima (700 Watts) por 3 periodos de 5 minutos com intervalos de 2 minutos entre
eles;

- Pausa de 20 minutos;

- Lavagem com agua corrente;

- Lavagem com agua destilada;

- Lavagem com PBS (phosphate-buffered saline) pH 7.2;

- Bloqueio da peroxidase enddgena com dois banhos de 15 minutos em agua
oxigenada 10 volumes;

- Lavagem com agua corrente;

- Lavagem com agua destilada;

- Lavagem com PBS;



Cada corte foi levemente seco e incubado com o anticorpo primario PCNA (clone

PC10, DAKO A/S, Denmark) diluido na propor¢ao 1:50 em DAKO Antibody

Diluent with Background Reducing Components. (DAKO CORPORATION,

CARPINTERIA, CA, USA), por uma hora em camara imida a 37°;

Lavagem com PBS;

Incubagdo com o anticorpo secundario (Biotinylated Goat Anti-mouse/Rabbit IG,

DAKO A/S, Denmark) por 30 minutos a temperatura de 37°;
Duas lavagens com tampao PBS;

Revelagdo da reagdo com cromogeno DAB (3.3’
tetrahydrocloride, DAKO Co, USA) por 5 minutos;
Lavagem com agua corrente;

Lavagem com agua destilada;

Coloracao com Hematoxilina de Harris por 30 segundos;
Lavagem em agua corrente;

Desidratagdao em trés banhos de alcool etilico absoluto;
Clareamento em xilol;

Montagem em Permount (Fisher ChemAlert®).

— diaminobenzidine



ANEXO II - ANALISE ESTATISTICA.
COMPARACAO GERAL

COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS

COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: INICIAL

Tabela 1. Comparagao dos grupos da contagem de células Positivas no momento inicial

Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio P
Controle 52,85 16,75 68,18 0,094
Alcool Topico 49,38 14,22 61,88
Alcool Continuo 45,68 13,95 51,45

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os grupos estudados.

Tabela 2. Comparagdo dos grupos da contagem de células Negativas no momento

inicial
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio P
Controle 24,08 27,69 63,56 0,643
Alcool Tépico 17,15 18,98 56,50
Alcool Continuo 19,77 20,07 61,44

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

verificadas diferencgas estatisticas significativas entre o numero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: 6 MESES

Tabela 3. Comparagdo dos grupos da contagem de células Positivas no momento 6

meses
Grupo Média Desvio-Padrao Rank Médio P
Controle 51,45 14,04 58,79 0,681
Alcool Tépico 50,00 17,28 55,39
Alcool Continuo 49,85 13,87 52,46

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o numero de células positivas para

os grupos estudados.

Tabela 4. Comparagdo dos grupos da contagem de células Negativas no momento 6

meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio P
Controle 11,76 12,07 52,78 0,675
Alcool Tépico 14,31 15,99 59,42
Alcool Continuo 12,73 14,34 54,95

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: 12 MESES

Tabela 5. Comparagdo dos grupos da contagem de células Positivas no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio P
Controle 49,75 17,02 42,48% 0,02*
Alcool Tépico 48,14 12,90 39,09A
Alcool Continuo 57,53 11,98 57,00°

* 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 o nimero de células positivas para

os grupos estudados. Observa-se que o grupo Alcool Continuo possui valores superiores

aos outros grupos estudados. (p=0,02)

Tabela 6. Comparagao dos grupos da contagem de células Negativas no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrao Rank Médio P
Controle 19,22 18,40 46,11 0,729
Alcool Topico 21,18 21,03 49,61
Alcool Continuo 18,09 19,65 44,17

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS

COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: CONTROLE

Tabela 7. Comparacao dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

controle
Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio P
Bidpsia Inicial 52,85 16,75 58,13 0,770
Bidpsia 6 meses 51,45 14,04 55,09
Bidpsia 12 meses 49,75 17,02 52,70

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os momentos estudados.

Tabela 8. Comparagdo dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

controle
Biopsia Meédia Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 24,08 27,69 60,08 0,115
Biopsia 6 meses 11,76 12,07 46,86
Biopsia 12 meses 19,22 18,40 60,05

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

0os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: ALCOOL TOPICO

Tabela 9. Comparagao dos momentos da contagem de células Positivas no grupo alcool
topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Biopsia Inicial 49,38 14,22 51,00 0,944
Bidpsia 6 meses 50,00 17,28 51,25
Bidpsia 12 meses 48,14 12,90 48,93

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para
os momentos estudados.

Tabela 10. Comparagdo dos momentos da contagem de células Negativas no grupo
alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrao Rank Médio p
Biopsia Inicial 17,15 18,98 48,58 0,386
Biopsia 6 meses 14,31 15,99 47,36
Biopsia 12 meses 21,18 21,03 56,84

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para
os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: ALCOOL
CONTINUO

Tabela 11. Comparacdo dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 45,68 13,95 44,79A 0,01*
Bidpsia 6 meses 49,85 13,87 54,89%
Biopsia 12 meses 57,53 11,98 73,16°

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre o numero de células positivas para
os momentos estudados. Observa-se que a Bidpsia 12 meses apresentou valores

superiores em relagdo aos outros momentos. (p=0,01)

Tabela 12. Comparacdo dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Bidpsia Inicial 19,77 20,07 60,26 0,331
Bidpsia 6 meses 12,73 14,34 50,42
Biopsia 12 meses 18,09 19,65 59,39

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, ndo foram
verificadas diferencgas estatisticas significativas entre o numero de células negativas para

0os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE AS CAMADAS
CAMADA BASAL
COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS

COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: INICIAL

Tabela 13. Comparacdo dos grupos da contagem de células Positivas no momento

inicial
Grupo Média Desvio-Padrao Rank Médio p
Controle 62,45 14,17 37,38 0,098
Alcool Tépico 53,90 12,00 27,15
Alcool Continuo 54,40 12,81 26,98

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o numero de células positivas para

os grupos estudados.

Tabela 14. Comparacao dos grupos da contagem de células Negativas no momento

inicial
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 2,85 4,25 31,55 0,841
Alcool Topico 2,75 4,54 28,77
Alcool Continuo 2,90 4,17 31,17

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: 6 MESES

Tabela 15. Comparagdo dos grupos da contagem de células Positivas no momento 6

meses
Grupo Meédia Desvio-Padrado Rank Médio p
Controle 59,16 12,77 29,34 0632
Alcool Tépico 60,19 14,31 29,81
Alcool Continuo 56,20 12,68 2527

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os grupos estudados.

Tabela 16. Comparagdo dos grupos da contagem de células Negativas no momento 6

meses
Grupo Meédia Desvio-Padrado Rank Médio )4
Controle 1,37 2,43 24,34 0,200
Alcool Tépico 2,38 2,83 33,34
Alcool Continuo 1,05 1,23 27,20

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: 12 MESES

Tabela 17. Comparaciao dos grupos da contagem de células Positivas no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 60,81 12,82 25,25 0,165
Alcool Topico 53,93 8,06 17,89
Alcool Continuo 60,25 9,86 26,66

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os grupos estudados.

Tabela 18. Comparacdo dos grupos da contagem de células Negativas no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 3,38 4,95 22,16 0,493
Alcool Tépico 3,43 2,79 27,00
Alcool Continuo 2,50 3,06 21,78

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferencgas estatisticas significativas entre o numero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS GRUPO

COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: CONTROLE

Tabela 19. Comparacdo dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

controle
Biopsia Meédia Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 62,45 14,17 29,60 0,784
Bidpsia 6 meses 59,16 12,77 26,05
Biopsia 12 meses 60,81 12,82 28,31

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

0os momentos estudados.

Tabela 20. Comparacdo dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

controle
Biopsia Meédia Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 2,85 4,25 29,30 0,174
Bidpsia 6 meses 1,37 2,43 23,05
Bidpsia 12 meses 3,38 4,95 32,25

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: ALCOOL TOPICO

Tabela 21. Comparacdo dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Biopsia Inicial 53,90 12,00 23,45 0,481
Bidpsia 6 meses 60,19 14,31 29,09
Bidpsia 12 meses 53,93 8,06 24,32

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os momentos estudados.

Tabela 22. Comparacdao dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Bidpsia Inicial 2,75 4,54 21,92 0,182
Bidpsia 6 meses 2,38 2,83 25,16
Biopsia 12 meses 3,43 2,79 31,00

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

verificadas diferencgas estatisticas significativas entre o numero de células negativas para

os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: ALCOOL
CONTINUO

Tabela 23. Comparacdo dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 54,40 12,81 24,85 0,252
Biopsia 6 meses 56,20 12,68 27,88
Biopsia 12 meses 60,25 9,86 33,84

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os momentos estudados.

Tabela 24. Comparacao dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Bidpsia Inicial 2,90 4,17 28,92 0,350
Bidpsia 6 meses 1,05 1,23 24,90
Biopsia 12 meses 2,50 3,06 32,47

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

0os momentos estudados.



CAMADA INTERMEDIARIA
COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS

COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: INICIAL

Tabela 25. Comparagao dos grupos da contagem de células Positivas no momento
inicial

Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 4325 13,46 32,47 0,217
Alcool Tépico 44,85 15,11 34,03
Alcool Continuo 36,95 8,66 25,00

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para
os grupos estudados.

Tabela 26. Comparagao dos grupos da contagem de células Negativas no momento
inicial

Grupo Meédia Desvio-Padrado Rank Médio p
Controle 45,30 24,63 35,35 0,149
Alcool Tépico 31,55 16,80 24,70
Alcool Continuo 36,65 14,49 31,45

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para
os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: 6 MESES

Tabela 27. Comparacao dos grupos da contagem de células Positivas no momento

6
meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 43,74 10,80 30,55 0,616
Alcool Topico 39,81 13,81 25,22
Alcool Continuo 43,50 12,21 27,80

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

os grupos estudados.

Tabela 28. Comparacao dos grupos da contagem de células Negativas no momento 6

meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 22,16 8,08 26,00 0,736
Alcool Tépico 26,25 14,72 30,25
Alcool Continuo 24,40 11,55 28,10

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

verificadas diferencgas estatisticas significativas entre o numero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS TRATAMENTOS PARA O TEMPO: 12 MESES

Tabela 29. Comparaciao dos grupos da contagem de células Positivas no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 38,69 13,16 17,69* 0,01*
Alcool Topico 42,36 14,44 20,61A
Alcool Continuo 54,81 13,55 31,84"

* 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 o nimero de células positivas para

os grupos estudados. Observa-se que o grupo Alcool continuo possui valores superiores

em relacao aos outros grupos. (p=0,01)

Tabela 30. Comparagdo dos grupos da contagem de células Negativas no momento 12

meses
Grupo Média Desvio-Padrao Rank Médio p
Controle 35,06 11,83 23,81 0,510
Alcool Topico 38,93 15,23 26,36
Alcool Continuo 33,69 16,42 20,69

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os grupos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS

COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: CONTROLE

Tabela 31. Comparagdao dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

controle
Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Biopsia Inicial 43,25 12,46 29,23 0,436
Bidpsia 6 meses 43,74 10,80 30,32
Bidpsia 12 meses 38,69 13,16 23,72

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

verificadas diferencas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para

0os momentos estudados.

Tabela 32. Comparagdo dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

controle
Biopsia Meédia Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 45,30 24,63 35,53A 0,01*
Biopsia 6 meses 22,16 8,08 16,58
Biopsia 12 meses 35,06 11,83 32,16A

Através dos resultados do teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células negativas para

os momentos estudados. Observa-se que na Biopsia realizada em 6 meses o numero de

células negativas diminuiu. (p=0,01)



COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: ALCOOL TOPICO

Tabela 33. Comparacdo dos momentos da contagem de células Positivas no grupo
alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Biopsia Inicial 44,85 15,11 27,67 0,671
Bidpsia 6 meses 39,81 13,81 23,47
Bidpsia 12 meses 42,36 14,44 24,71

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

verificadas diferengas estatisticas significativas entre o nimero de células positivas para
os momentos estudados.

Tabela 34. Comparacdao dos momentos da contagem de células Negativas no grupo
alcool topico

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Bidpsia Inicial 31,55 16,80 24,60 0,098
Bidpsia 6 meses 26,25 14,72 20,81
Biopsia 12 meses 38,93 15,23 32,14

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

verificadas diferencgas estatisticas significativas entre o numero de células negativas para
os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS MOMENTOS PARA O GRUPO: ALCOOL
CONTINUO

Tabela 35. Comparacdo dos momentos da contagem de células Positivas no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Biopsia Inicial 36,95 8,66 19,60* 0,01*
Bidpsia 6 meses 43,50 12,21 28,00A
Biopsia 12 meses 54,81 13,55 40,25°

* 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 o nimero de células positivas para
os momentos estudados. Observa-se que o momento 12 meses apresenta valores

superiores. (p=0,01)

Tabela 36. Comparacdo dos momentos da contagem de células Negativas no grupo

alcool continuo

Biopsia Média Desvio-Padrao Rank Médio p
Bidpsia Inicial 36,65 14,49 34,97A 0,02%*
Bidpsia 6 meses 24,40 11,55 20,75B
Bidpsia 12 meses 33,69 16,42 30,09A

* 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 o nimero de células negativas para
os momentos estudados. Observa-se que na Biopsia realizada no periodo de 6 meses

possui uma contagem de células negativas inferior. (p=0,02)



ANALISE DOS PESOS PARA OS GRUPOS ESTUDADOS

COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS

Tabela 37. Comparagdo dos pesos no grupo Controle

Peso Meédia Desvio-Padrao 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 ndo-paramétrico de Friedman, foram verificadas
diferencas estatisticas significativas entre o peso para os momentos estudados.

Observa-se que os valores de pesos obtidos nos trés momentos diferem entre si.

(p=0,01)

Tabela 38. Comparagéo dos pesos no grupo Alcool Continuo

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 nao-paramétrico de Friedman, ndo foram
verificadas diferengas estatisticas significativas entre o peso para o0s momentos

estudados.



Tabela 39. Comparagio dos pesos no grupo Alcool Topico

Peso Meédia Desvio-Padrao 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

diferencas estatisticas significativas entre o peso para
Observa-se que os valores de pesos obtidos nos trés momentos diferem entre si.

(p=0,01)

os momentos estudados.



COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS

Tabela 40. Comparacdo dos pesos 6 meses

Grupo Média Desvio-Padrdo Rank Médio p
Controle 37,99 3,27 28,824 0,01*
Alcool Continuo 34,25 2,85 8,55°
Alcool Tépico 36,44 3,20 26,53

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

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

diferencas estatisticas significativas entre o peso para os 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. (p=0,01)

Tabela 41. Comparagdo dos pesos 12 meses

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

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

diferencas estatisticas significativas entre o peso 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. (p=0,01)



ANALISE DOS PESOS DE RACAO CONSUMIDA ENTRE OS GRUPOS

Tabela 42. Comparagao dos pesos de racao consumida

Grupo Média Desvio-Padrdo 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 Andlise de Varidncia (ANOVA), foram
verificadas diferencas 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)

COMPARACAO ENTRE PERfODOS

Tabela 43. Comparagdo dos pesos de ragcdo consumida por periodos

Periodo Média Desvio-Padrdo p
Verio 475,70" 86,94 0,01*
Outono 475,86 84,49
Inverno 578,20° 108,54
Primavera 378,78 116,94

* 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 racao consumida para
os periodos estudados. Observa-se que o peso médio de racdo consumida no Inverno
apresenta a maior média, seguida pelos periodos Verdao e Outono, que por fim, diferem

do periodo primavera. (p=0,01)



ANALISE DA QUANTIDADE DE BEBIDA CONSUMIDA ENTRE OS GRUPOS

Tabela 44. Comparagdo entre as quantidades de bebidas consumidas por grupo

Grupo Meédia Desvio-Padrao P
Controle 311,59% 17,13 0,01%
Alcool Continuo 148,3ZB 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 diferencgas
estatisticas significativas entre a quantidade de dgua consumida para o0s grupos
estudados. Observa-se que a quantidade de alcool consumida pelo grupo Alcool

Continuo foi inferior ao restante dos outros grupos. (p=0,01)

COMPARACAO ENTRE PERIODOS

Tabela 45. Comparagdo entre as quantidades de bebidas consumidas

Periodo Média Desvio-Padrao P
Verao 248,21 81,66 0,814
Outono 256,70 81,07

Inverno 250,71 85,50

Primavera 262,24 77,85

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Através dos resultados do teste Kruskall-Wallis, ndao foram verificadas
diferencas estatisticas significativas entre a quantidade de 4dgua consumida para os

periodos estudados.
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