Alteracdes morfolégicas em epitélio lingual de
camundongos expostos ao alcool etilico a 40°GL
Morphological changes in epithelium of the tongue of

mice exposed to 40° GL alcohol solution
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O 4lcool nunca foi apontado como um carcinégeno isoladamente, a literatura se refere ao 4lcool como um elemento que facilitaria a
atuacdo de um carcinégeno ou um elemento que agiria em sinergia juntamente com o tabaco no desenvolvimento do cincer bucal. Buscando
avaliar o papel do 4lcool como modificador da morfologia da mucosa da lingua realizamos o experimento com 60 camundongos divididos em
trés grupos - Controle, Alcool Continuo e Alcool Tépico - durante o periodo de um ano. Os animais do Grupo Alcool Continuo seguiram com
a alimentacio normal tendo sido substituida a bebida por 4lcool a 40°GL e os do Grupo Alcool Tépico recebiam aphcagao topica de élcool
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,
relacdo entre comprimento da camada basal e superficial e relagdo niicleo citoplasma das células do epitélio (camada basal e intermedia-
ria)). Através de anélise estatistica dos resultados verificamos alteragdes significativas em quase todos os itens avaliados. Concluimos que o
4lcool pode ser apontado como um agente modificador da morfologia da mucosa do dorso da lingua quando ingerido ou aplicado topicamente.
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INTRODUCAO

O etanol, 4lcool etilico ou simplesmente
4lcool é um liquido incolor e volatil com um
odor caracteristico que é principalmente pro-
duzido por meio da fermentagdo de agica-
res ou carboidratos através da agfo de mi-
crorganismos como bactérias e leveduras.
E um liquido de natureza polar, solivel em
4gua, cloroférmio e acetona, entre outros
solventes, e é praticamente insoltvel em gor-
duras e 6leos. (KATO; NOMURA, 1994,
MAIER et al., 1994; MIKAMI; HASEBA;
OHNO, 1997; RIVEROS-ROSAS; JULIAN-
SANCHEZ; PINA, 1997; OGDEN; WIGTH,
1998; WIGTH; OGDEN, 1998;).

A taxa de mortalidade brasileira associ-
ada a neoplasia maligna de boca est4 entre
as mais altas dentre 46 paises avaliados pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e a
que responde pela maioria dos casos é o
carcinoma epiderméide bucal (FRANCO,
1987; INSTITUTO NACIONAL DO CAN-
CER, 2000).

Tanto como um fator isolado como quan-
do associado com outros fatores a ingestdo
cronica de 4lcool parece estar relacionada
com o desenvolvimento de cincer bucal em
pacientes que sdo suscetiveis. O consumo
conjunto de 4lcool e tabaco faz aumentar ain-
da mais o risco de cancer bucal, de faringe
e de laringe supraglética. Mas o etanol ja é

apontado como um iniciador do processo de
carcinogénese através de alteragdes celula-
res que pode causar e/ou predispor (MAIER;
WEIDAUER, 1995; SIMANOWSKI et al.,
1995; BORN et al.; 1996; SLOMIANY et
al., 1998; OGDEN; WIGHT, 1998).

Embora Wigth e Ogden (1998) afirmem
que o etanol puro nunca foi demonstrado
como sendo um agente carcinogénico em
experiéncias laboratoriais, bebidas alcooli-
cas s3o reconhecidas como sendo um im-
portante fator etiologico no desenvolvimento
de céncer bucal, mesmo que ainda ndo se
conheca o mecanismo. Devemos considerar
ainda que algumas bebidas possuem algu-
mas impurezas e/ou contaminantes que po-
deriam ser carcinogénicos (KATO;
NOMURA, 1994; OGDEN;WIGTH, 1998;
WIGTH; OGDEN, 1998).

Sugere-se que o 4lcool aumenta a pene-
tragdo de carcinégenos pela mucosa bucal,
agindo ou por solubilizagdo maior destes ou
por aumento da permeabilidade da mucosa
bucal (OGDEN; WIGTH, 1998; WIGTH,;
OGDEN, 1998). RIVEROS-ROSAS, JULIAN-
SANCHEZ e PINA (1997) explicam a pas-
sagem do etanol através da mucosa e da
membrana celular em razdo do pequeno ta-
manho de sua molécula.

Squier, Cox e Hall (1986) buscando en-

tender o mecanismo sinérgico existente na

atuacdio do tabaco e élcool avaliaram a pe-
netracdo de um carcinégeno do tabaco
(nitrosonornicotina - NNN) na mucosa bucal
associando-a ao 4lcool. Utilizando concen-
tracdo de 5% e 50% de etanol, encontra-
ram uma permeabilidade aumentada na
mucosa do assoalho bucal apenas na con-
centragdo de 5%, apds varias pequenas ex-
posicdes espagadas ao etanol. A concentra-
¢do de 50% nio alterou significativamente a
permeabilidade da mucosa, com excecéo da
mucosa jugal. Tais resultados indicam ser o
assoalho bucal uma érea de alto risco para o
desenvolvimento de um carcinoma e que os
fumantes e alcoolistas tém um risco relativo
aumentado, especialmente aqueles que con-
somem bebidas com baixa concentracio al-
codlica - como é o caso da cerveja (6%) e
do vinho (10 a 11,5%). Os autores chamam
a atengdo de que a concentragio de 5% de
4lcool é encontrada nos enxaguatérios bu-
cais e também em alguns medicamentos in-
fantis, como xaropes.

Resultados coincidentes foram encon-
trados por Du et al. (2000) que também es-
tudaram a permeabilidade da mucosa bucal
ao carcindgeno - nitrosonornicotina (NNN) -
associado ao etanol em diversas concentra-
¢des (de 5 a 50%). Os autores explicam a
redugdo na permeabilidade da mucosa na
concentragdo de 50% de etanol por um efei-
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to fixador deste sobre a mucosa e concluem
que a associacdo etanol-nicotina aumenta sig-
nificativamente a penetragio 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 céncer bucal pela permeabilidade que o
alcool provoca na mucosa permitindo e faci-
litando a entrada de carcinégenos do tabaco
e outros através da mucosa bucal.

Maier et al. (1994) avaliando o efeito do
uso cronico de 4lcool sobre a morfologia da
mucosa bucal de ratos através de anélise
morfométrica, concluiram que o consumo
crdénico do 4lcool causa uma atrofia na
mucosa bucal seguida de uma intensa proli-
feragdo da mucosa que estd associada a
uma suscetibilidade aumentada aos efeitos
de carcinégenos quimicos.

Oliveira et al. (1994) buscando avaliar
morfometricamente as altera¢des no epitélio
de lingua dos fetos de ratas que receberam
aguardente de cana concluiram que o alcoo-
lismo materno durante a gesta¢do induz re-
tardo no crescimento e diferenciacdo celu-
lar no epitélio da lingua do feto, com aumen-
to do volume nuclear, citoplasmatico e celu-
lar, diminuic¢do da espessura do epitélio e da
camada de ceratina, além da diminuic¢do da
densidade numérica celular.

Maier et al. (1999) estudando o efeito
do consumo de 4lcool sobre a mucosa da
regifio da glote de ratos encontraram uma
reducdo significativa na espessura do epitélio
desta regifo, tanto em sua comissura anteri-
or como posterior, mas nfo encontraram di-
ferengas entre os nucleos das células da ca-
mada basal dos ratos submetidos ao lcool e
dos ratos controle. Concluem que a reducio
da espessura epitelial desta regido pode su-
gerir uma maior facilidade de agfio local de
carcindgenos quimicos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 camundongos (Mus
domesticus domesticus), da linhagem CF1,
fémeas, com dois meses de idade e peso
médio inicial de 32 gramas, que foram ad-
quiridos na Divisdo de Producdo e Experi-
mentacdo Animal da Fundacdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Satde - FEPPS.

Os camundongos foram separados em
trés grupos com 20 animais cada. O primei-
ro foi identificado como GRUPO CONTRO-
LE (GC), e seguiu com alimentagdo e bebi-
da ad libitum. O segundo foi identificado
como GRUPO ALCOOL CONTINUO (GAC),
e foi submetido ao consumo continuo de 4l-
cool etilico (Alcool etilico, P.A. - etanol ab-
soluto marca Reagen® - fabricante Quimibras
Industrias Quimicas S.A. - Rio de Janeiro -
RJ), na graduago de 40°GL. O terceiro foi
identificado como GRUPO ALCOOL TOPI-
CO (GAT), e recebeu aplicagdo topica de
alcool, na mesma graduacio alcodlica do

grupo alcool continuo. A cavidade bucal foi
irrigada com 01 ml duas vezes por semana.

Foram avaliados, semanalmente, o volu-
me (em mililitros) de 4gua e de 4lcool etilico
consumidos e o peso de ragfo consumida.

Uma amostra da mucosa lingual (dorso)
foi removida utilizando-se um "punch" de 03
mm de didmetro e fixada em formalina
tamponada por 24 horas. Realizou-se esta
coleta no inicio, no 6° e no 12° més.

Ao final do perfodo experimental os ani-
mais foram sacrificados, por deslocamento
cervical com analgesia prévia, e dissecados,
tendo sido recolhidos e guardados seus 6rgdos
internos e esqueleto para andlises futuras.

As pegas fixadas foram processadas para
inclusdo em parafina e foram preparadas
laminas que receberam coloragdo por
hematoxilina-eosina.

Para avaliagdo e quantifica¢do dos itens
propostos utilizou-se o Sistema de
Processamento e Anélise de Imagens -
IMAJELAB® e 0 IMAGE-TOOL®, associado
a um microscopio para a captagio das ima-
gens microscopicas e sua transferéncia para
o computador.

Para a realizagdo da medigdo da espes-
sura do epitélio realizou-se a captura de ima-
gens de microscopia das 14minas utilizando-
se o aumento de 250 vezes. Utilizando-se a
ferramenta de medicdo de retas do sistema
IMAGELAB®, calibrado para o sistema mé-
trico (mm), tomavamos cinco pontos para a
medi¢do: uma medigdo em cada extremida-
de, uma no centro e outras duas localizadas
na por¢do média entre cada uma das extre-
midades e o centro.

Para a realizagdo do célculo da relacao
nicleo-citoplasma realizou-se a captura de
imagens com o aumento de 400 vezes. De
cada lamina obteve-se duas imagens dife-
rentes e em cada uma dessas realizou-se a
tomada da 4rea de dez células diferentes
distribuidas na camada basal e intermedia-
ria do epitélio. A relagdo niicleo- citoplasma
era calculada dividindo-se o valor da area
do nucleo pelo valor da 4rea do citoplasma.

Quanto mais préoximo de um esta relacdo
maior ¢é o nicleo celular.

Para a realizagdo da medigio da espes-
sura da camada de ceratina realizou-se a
captura de imagens com o aumento de 320
vezes, e selecionou-se uma area do epitélio
aleatoriamente onde fosse possivel ver-se toda
a espessura do epitélio e a camada de
ceratina. Cinco pontos para a medigfo fo-
ram tomados ao longo de toda a imagem da
camada de ceratina, distribuidos da seguin-
te forma: uma medigio em cada extremida-
de, uma no centro e outras duas localizadas
na por¢do média entre cada uma das extre-
midades e o centro.

Para a realizacdo da medi¢do da rela-
¢do entre o comprimento da camada basal e
superficial do epitélio foram utilizadas as
mesmas imagens utilizadas no célculo da
espessura da camada de ceratina. Toda a
extensdo da camada basal e superficial eram
mensuradas através da tomada de segmen-
tos consecutivos e interligados reproduzindo-
se assim a irregularidade de cada uma das
regides.

Este trabalho estd de acordo com a De-
claragio Universal dos Direitos Animais e
os principios éticos na experimentagdo ani-
mal emitidos pelo Cédigo Brasileiro de Ex-
perimenta¢do Animal (GOLDIM, 1997) e
recebeu parecer favoravel da Comissdo de
Etica da Faculdade de Odontologia em 27
de Janeiro de 2001 conforme Processo n.°

PPGO 40/99.

RESULTADOS

- DA RELACAO ENTRE O COMPRI-
MENTO DA CAMADA BASAL E SUPERFI-
CIAL

A mensuragio desta relagfo é entendida
por noés como um indicador do indice de
proliferacdo do epitélio e é considerada pela
razdo entre o comprimento da camada basal
dividido pelo comprimento da camada su-
perficial, quanto maior o valor, maior é a
camada basal e com isso maior a 4drea de
proliferacéo epitelial.

Rank Médio  p

Controle 1,08 0,24
Alcool Continuo 1,12 0,29
Alcool Topico 1,00 0,25

30,50 0,356
30,00
23,74

leste ndb;PaT amétrico de Kruskal-Wallis

Os dados apresentados nos mostram que
nio houve diferenca entre os grupos, no
momento inicial, pois nfo foram verificadas
diferengas estatisticas significativas na rela-
¢do entre o comprimento da camada basal e
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superficial do epitélio entre os grupos estu-
dados. Fato que era esperado sendo este o
momento inicial do experimento e ainda nfo
haviamos exposto os animais ds varidveis
(&lcool e tempo).




31,56

Controle 6,36 0,06
Alcool Continuo 1,16 4,81 24,13
Alcool Tépico 1,05 6,16 19,65

1,38

Conforme os dados da Tabela 2 pode-
mos observar que também, no momento de
6 meses, ndo foram verificadas diferencas
estatisticas significativas na relacfo entre o
comprimento da camada basal e superficial
do epitélio entre os grupos estudados.

Da mesma forma, os dados apresenta-

teste ndo-paraméirico de Kruskal-Wallis

Grup P
Controle 1.27 0,35 23,88 0,824
Alcool Continuo 121 0,32 21 71
Alcool Tépico 1,27 0,36 24,73

dos na Tabela 3 nos mostram que nio foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas na relacdo entre o comprimento da ca-
mada basal e superficial do epitélio entre os
grupos estudados.

A observagdo 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

teste nﬁo~pammétricb de Kruskal-Wallis

Biop lia 1

Biépsia Inicial 1,08 0,24 19,61 0,06
Biopsia 6 meses 1,39 0,46 31,44

Bi6psia 12 meses 1.27 0,35

27,65

nio foi estatisticamente significativa.

Também, assim como na Tabela 4, ve-
mos pelos dados apresentados na Tabela 5
que a relagdo entre o comprimento da ca-
mada basal e superficial do epitélio no Gru-
po Alcool Continuo ocorreu ao longo do peri-
odo experimental, mas nfo foi estatisticamen-
te significativa.

Podemos observar através dos resulta-

teste ndo-paraméirico de Kruskal-Wallis

dos na Tabela 6 que foram verificadas dife-
rengas estatisticas significativas na relagéo
entre o comprimento da camada basal e su-
perficial do epitélio para os tempos estuda-
dos no Grupo Alcool Tépico. Observa-se que
o valor da relac@o é superior na bidpsia de

Biopsia Meédia D‘ésv;lo-Padl";ﬂo‘ Rank Médio p
Bi6psia Inicial 1.12 0,29 22.33 0,6
Bidpsia 6 meses 1,16 0,32 25,00

Bidpsia 12 meses 0,32

1,21

12 meses (p=0,03).

Podemos observar o que os dados nos
mostram através da imagem da figura 1 que
mostra uma fotomicrografia do Grupo Alco-

26,71

teste n@o-paraméirico de Kruskal-Wallis

Biopsia ~ Média  Desvio-Padrio Rank Médio  p
Bi6psia Inicial 112 0,29 22.88 0,67
Biopsia 6 meses 1,16 0,32 25,00

1.21

Biopsia 12 meses 0,32 26,71

teste ndo-paramélrico de Kruskal-Wallis

fx Biopsia _Média  Desvio-Padrdo Rank Médio
. Bitpsia Inicial 1,00 0,22 20,74
. Bibpsia 6 meses 1,05 0,18 24,82
. Biopsia 12 meses 1,27 0,36 34,00

*Médias seguidas de mesma letra néo diferem entre si.
teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis

ol Tépico no momento de 12 meses.

Fotomicrografia de lamina do Grupo Alcool Tépico, momento
12 meses, onde observa-se a camada basal (seta clara) bastante
maior em relagdo & camada superficial do epitélio (seta escura).

HE, 320X.
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- ESTUDO DA ESPESSURA DE
CERATINA

A mensuracgio desta espessura é enten-
dida por nés como um indicador do indice
de descamacéo do epitélio, quanto menor o
valor, menor é a espessura da camada de
ceratina e indica um alto indice de
descamacio.

Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas com relagdo a espessura da ceratina
entre os grupos estudados, no tempo inicial.

Através dos resultados do teste nfo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas com relagfio & espessura da ceratina
entre os grupos estudados. Observa-se que
o Grupo Controle apresentou espessura mai-
or ap6s 6 meses. (p=0,01)

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Fotomicrografias das ldminas uti-
lizadas para o cdlculo da espessu-
ra de ceratina dos Grupos (A) Alco-
ol Continuo, (B) Alcool Tépico e
(C) Controle, aos 6 meses. HE,
320X

Através dos resultados do teste no-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferengas estatisticas significati-
vas com relagfio & espessura da ceratina
entre os grupos estudados. Observa-se que
no Grupo Controle a camada de ceratina era
mais espessa apbs 12 meses. (p=0,01)

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Fotomicrografias das laminas uti-
lizadas para o célculo da espessu-
ra de ceratina dos Grupos (A) Al-
cool Continuo, (B) Alcool Tépico
e (C) Controle, aos 12 meses. HE,
320X
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Através dos resultados do teste nio-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram verificadas
diferencas estatisticas significativas consideran-
do a espessura da ceratina do Grupo Controle
nos diferentes tempos do experimento. Obser-
va-se que na biopsia inicial a espessura da ceratina
era menor e que a mesma foi aumentando até
os seis meses, ndo havendo, no entanto diferen-
¢a significativa entre os valores encontrados no
6° e 12° més. (p=0,01)

Através dos resultados do teste nio-
paramétrico de Kruskal-Wallis, nfio foram
verificadas diferengas estatisticas significati-
vas considerando a espessura da ceratina nos
animais que foram submetidos A ingestdo
continua de 4lcool em diferentes momentos

de analise.

Fotomicrografias utilizadas para
o cdlculo da espessura de ceratina
do Grupo Alcool Continuo (A) no
momento inicial e (B) aos 12 me-
ses. HE, 320X

Através dos resultados do teste nio-
paramétrico de Kruskall-Wallis, foram
verificadas diferengas estatisticas significati-
vas com relagdo 4 espessura da ceratina para
os momentos estudados. Observa-se que o
valor da espessura da ceratina é menor na
biépsia de 12 meses. Esta observacio no
diz que a espessura de ceratina é menor ao
longo do tempo. (p=0,05)

Fotomicrografias das laminas uti-
lizadas para o cdlculo da espessura
de ceratina do Grupo Controle no
(A) momento inicial, (B) aos 6 me-
ses e (C) aos 12 meses. HE, 320X

780 2037 0,05
730 = 1813

.
|

* Médias seguidas de mesma letra nao diferem enire si.

R. Fac. Odontol., Porto Alegre, v. 44, n.1, p. 3-14, jul. 2003



Fotomicrografias utilizadas para o célculo da es-
pessura de ceratina do Grupo Alcool Tépico (A) no
momento inicial e (B) aos 12 meses. HE, 320X

-RELACAO NUCLEO-CITOPLASMA

A relag@o nucleo-citoplasma nos mostra a
propor¢do do tamanho do nicleo em relagio
ao tamanho do citoplasma e é considerada pela
razdo entre a 4rea do niicleo e a 4rea do
citoplasma. E entendido que esta relagio au-
mentada indica um nficleo mais ativo, mais
produtivo e pode ser relacionada esta informa-
¢do com atividade celular (nuclear) aumenta-
da, que pode ser no sentido de proliferagao.

Através dos resultados do teste nfo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas entre a rela¢@io entre os grupos estuda- o - ; .
dos. Estes resultados mostram nfo haver  Controle 0,46 0,11 83,02 0,26

diferen¢a quanto a relagfo niicleo-citoplasma Aloonl Continie 0,49 0,15 89,95
entre os grupos no momento inicial do traba- Aloool T épico 0.50 0.12 98.53

lho experimental. |

Através dos resultados do teste nfo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significati-

vas entre a relagdo nos grupos estudados. : ; i i
Observa-se que o Grupo Controle apresen- (;ontrole , Dt e 106’793 e
tou valores superiores, o que é entendido Alcool C?nt'muo 0,46 0,13 83,28
como aumento da atividade nuclear. Alcool Topico 045 012 81,52

(p=0,01) —
* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem enire si.

Através dos resultados do teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo foram i
verificadas diferencas estatisticas significativas
entre a relagfio nos grupos estudados. Obser-

_Grupe lédia  Desvio-Padrio R dio
va-se nesta Tabela que os valores das médias Controle 0,55 0,14 97,25 0,46
nos trés grupos foram muito préximas. 1,\10001 Continuo 0,50 0,09 87,82

Alcool Tépico 0,52 0,19 86,43

Através dos resultados do teste nio-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significati-

vas entre a rela¢fio entre os grupos estuda- _Biépsia Média

dos. Observa-se que na biopsia inicial a re- o B

lacdo foi inferior a relaciio na biopsia de 6 e Bi6psia Inicial 0,46 0,11

12 meses, sendo significativa estatisticamente Biopsia 6 meses 0,51 0,09
apenas quando comprados os valores da re- Biépsia 12 meses 0,55 0,14
lagdo entre o tempo inicial e 12 meses e o s

tempo de 6 e 12 meses. (p=0,01) * Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Fotomicrografias utilizadas para
o calculo da relagdo nicleo
citoplasma no Grupo Controle: (A)
inicial, (B) 6 meses e (C) 12 meses.
HE, 400X
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Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskall-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas entre a relagfio para os momentos estu-
dados. Observa-se que o valor da relagéo é
superior na bidpsia de 12 meses. Este fato
sugere que as alteracdes celulares em ani-
mais expostos ao dlcool talvez s6 possam ser

avaliadas ap6s mais de 6 meses de exposi-
¢do. (p=0,02)

Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskall-Wallis, nio foram
verificadas diferengas estatisticas significativas
entre a relagdo para o grupo estudado, nos
momentos estudados, mas observa-se que a
relagdo sofreu uma redugfo entre o momento
inicial e o dos 6 meses, voltando a elevar-se
entre os 6 € os 12 meses do experimento.

- ESTUDO DA
EPITELIO

A mensuraggo desta espessura do epitélio é
entendida por nés como um indicador do indice
de proliferagéo do epitélio ao longo do tempo e
foi calculada através de medicGes realizadas entre
o limite da camada basal e a superficie mais
externa da camada de ceratina, sempre de for-
ma perpendicular & camada basal.

Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, nio foram
verificadas diferencas estatisticas significativas
entre a espessura do epitélio entre os grupos
estudados. E possivel observar que ndo hé di-
ferenca significativa entre as espessuras entre
os grupos estudados no momento inicial.

ESPESSURA DO

0,49 87197

Biépsia Inicial 0,15 i 0,02
Bibpsia 6 meses 0,46 013 79,03 .
Bi6psia 12 meses 0,50 0,09 104,50

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Fotomicrografias utilizadas para
o cdlculo da relag¢do niicleo
citoplasma no Grupo Alcool Con-
tinuo: (A) inicial, (B) 6 meses e (C)
12 meses. HE, 400X

Biopsia Inicial 0,50

0,09
Biopsia 6 meses 0,45 0,12 78,62
Bidpsia 12 meses 0,52 0,19 97,12

Fotomicrografias utilizadas para
o cdlculo da relag¢@o niicleo
citoplasma no Grupo Alcool T6-
pico: (A) inicial, (B) 6 meses e (C)
12 meses. HE, 400X

upo Vi
Controle 0,10 0,02 33,67 0,15
Alcool Continuo 0,09 0,02 23,50
Alcool Tépico 0,09 0,02 28,00

Controle 0,11 0,02 36,55’; 0,01
xiﬁlcool Continuo 0,09 0,01 18,06B
Alcool Tépico 0,10 0,02 26,86

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.
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Através dos resultados do teste nio-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas 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 primei-
ros 6 meses do experimento. (p=0,01)

Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas entre a espessura do epitélio entre os
grupos estudados (p=0,05). Observa-se que
o Grupo Controle apresentou valores superi-
ores. Aqui mais uma vez podemos observar
que o Grupo Controle sofreu, novamente, um
espessamento do epitélio apds os primeiros
6 meses do experimento. Com-
parando-se os dados da Tabela
21 com os apresentados nas Ta-
belas 19 e 20 observa-se que os
grupos que estiveram expostos ao
4lcool praticamente ndo modifi-
caram a espessura do epitélio ao
longo do tempo experimental.

Através dos resultados do tes-
te ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, foram verificadas dife-
rengas estatisticas significativas
entre a espessura do epitélio en-
tre os grupos estudados. Obser-
va-se que a espessura do epitélio
foi aumentando com o passar do  Fotomicrografias utilizadas para o célculo da espessura do epitélio no Grupo Controle: (A) inicial e (B) 12 meses.
tempo. (p=0,01) HE, 250X

Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskall-Wallis, observa-se
que o valor da espessura do epitélio, neste

grupo, praticamente néo sofreu alteragdes ao Bié6psia Inicial 0,09 0,01 20,82A 0,01
longo do experimento, mas entre os 6 e os Bi6psia 6 meses 0,09 0,01 22‘,09“
12 meses houve uma variacdo significativa Bi6psia 12 meses 0,10 . o001 36,00B

estatisticamente (p=0,01).

g

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Fotomicrografias utilizadas para
o cdlculo da espessura do epitélio
no Grupo Alcool Continuo: (A) ini-
cial e (B) 12 meses. HE, 250X
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Através dos resultados do teste ndo-
paramétrico de Kruskall-Wallis, ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significati-
vas entre a espessura do epitélio para os
momentos estudados, neste grupo. Pode-se
observar que os valores de espessura do
epitélio praticamente s30 0s mesmos nos trés
tempos avaliados.

Discuss@o

Alguns autores afirmam que nfo se pdde
ainda demonstrar que o 4lcool isoladamen-
te, em experimentos laboratoriais, atua como
um agente carcinogénico, mas reconhecem
que as bebidas alcodlicas sdo apontadas como
um importante fator etioldgico no desenvol-
vimento do cincer bucal, mesmo que ainda
nio se saiba explicar através de qual meca-
nismo. Estes mesmos autores ressaltam que
devemos considerar que algumas bebidas
possuem impurezas e/ou contaminantes que
poderiam ser ou agir como carcindgenos.
Como utilizamos &lcool etilico pro-andlise
99% e 4gua destilada para a preparagio do
lcool a 40°GL, podemos afirmar que os
resultados encontrados podem ser atribuidos
exclusivamente a atuagfio do 4lcool sobre o
epitélio uma vez que ndo estivemos expostos
ao risco da existéncia de outras substincias
na mistura (KATO; NOMURA, 1994;
OGDEN: WIGTH, 1998 ¢ WIGTH;
OGDEN, 1998).

Baseados neste fato podemos embasar o
indicativo de Maier e Weidauer (1995),
Simanowski et al. (1995), Slomiany et al.
(1998) e Ogden e Wigth (1998), de que o
alcool isoladamente pode ser apontado como
um iniciador da carcinogénese pois as alte-
ragdes celulares que pode causar ou predis-
por independe do tipo de bebida consumida
estando unicamente na dependéncia da dose/
freqiiéncia de ingestdo. Nossos resultados
demonstraram que o 4lcool isoladamente foi
capaz de promover modificagdes na
morfologia do epitélio lingual e estas altera-
¢Oes possivelmente estdo relacionadas a
modifica¢des celulares ocorridas.

Conforme Maier ¢ Weidauer (1995) e

informacdes do INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER (2000) os efeitos do 4lcool se
verificam dependendo da freqiiéncia de
ingestdo, da quantidade de alimentos consu-
midos e do peso corporal. Pudemos avaliar
todos estes itens durante todo o periodo do
experimento e encontramos alteragdes de-
correntes do uso do &lcool ~ grupo &lcool
continuo e grupo 4lcool tépico — independen-
temente da freqiiéncia de ingestdo de 4lcool
a40°GL, da quantidade de alimentos consu-
midos e do peso corporal dos animais utili-
zados neste trabalho. Este fato vem nova-
mente reforgar a idéia de que o 4lcool de
modo isolado pode ser responsabilizado pe-
las modificacdes encontradas no epitélio lin-
gual.

Squier, Cox e Hall (1986) e Du et al.
(2000) relatam ser maior o risco para aque-
les que ingerem bebidas em baixas concen-
tra¢des (5%), baseados nos resultados de
seus trabalhos experimentais — in vitro - onde
encontraram um aumento da permeabilidade
da mucosa quando utilizaram esta concen-
tragdo alcodlica. Estes autores discutem a
possibilidade de, em uma concentragfio mais
elevada - eles utilizaram 50% de etanol —
haver uma fixa¢do do epitélio, fato que difi-
cultaria a penetragio do etanol. Ao contrario
destes trabalhos, mesmo que neste estudo
tenha sido avaliado um sftio diferente (dorso
de lingua ao invés de assoalho bucal), foram
verificadas, por nos, alteragdes morfologicas
utilizando-se a graduacgdo de 40°GL. O fato
de termos utilizado um modelo animal e nfo
pesquisa in vitro como os autores citados
demonstra a importincia de estudos in vivo
onde as condi¢des de ingestdo e meio-am-
biente bucal podem ser controladas e/ou

Fotomicrografias utilizadas para
o cdlculo da espessura do epitélio
no Grupo Alcool Tépico: (A) inici-
al e (B) 12 meses. HE, 250X

reproduzidas. A metodologia por nés utiliza-
da por si explica as diferengas encontradas
com os autores acima. Do mesmo modo,
poderia se dizer que as concentracgdes sdo
semelhantes mas ndo iguais e que talvez a
fixacdo sugerida somente comece a apare-
cer numa concentragdo igual ou maior que
50%. Isto indicaria que o 4lcool pode atuar
de diferentes formas sobre o epitélio da
mucosa bucal.

Os resultados encontrados por nés indi-
cam o que vdrios autores ja indicavam
(BOFFETA et al., 1992; MAIER;
WEIDAUER, 1995; SIMANOWSKI et al.,
1995; SLOMIANY et al., 1998; OGDEN;
WIGTH, 1998; WIGTH; OGDEN, 1998;
MAIER et al., 1999): o etanol (4lcool etilico)
pode ser considerado como o responsével
isoladamente pelo aparecimento/desenvolvi-
mento de alteragdes celulares que podem
indicar o inicio da carcinogénese. Conforme
estes autores independentemente do tipo de
bebida consumida podemos ter alteragdes
celulares que podem levar ao desenvolvimento
de um céncer. Este fato é apoiado por nos-
sos resultados uma vez que pudemos obser-
var alteragdes morfolégicas no epitélio que
decorrem de alteragdes no comportamento
das células que o compde o que indicaria
estarem estas sofrendo mudancgas que pode-
riam ser relacionadas com o desenvolvimento
de um comportamento anémalo.

Nossa metodologia e os resultados obti-
dos nos levam a crer que os efeitos toxicos
do 4lcool estdo relacionados & sua atuacdo
direta e sistémica sobre a mucosa bucal, em
especial no que diz respeito a proliferacio
desta. Baseados nos resultados verificados
tanto no grupo alcool continuo quanto no gru-
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po alcool tépico pudemos constatar que nes-
tes grupos houve uma redu¢fo na espessura
do epitélio, quando comparados ao grupo con-
trole. Alguns autores j4 haviam relatado tais
resultados indicando que esta reducdo da
espessura epitelial poderia estar relacionada
a uma maior atuacio de carcinégenos qui-
micos (KATO; NOMURA, 1994; MAIER et
al., 1994; WIGTH; OGDEN, 1998).

Do mesmo modo que Maier et al.
(1999), que estudaram o efeito do consumo
de alcool sobre a mucosa da glote em ratos
e Oliveira et al. (1994), que avaliaram o
resultado do alcoolismo materno no epitélio
lingual de fetos de ratos, encontramos uma
significativa reduc@o na espessura do epitélio
na regido estudada (dorso de lingua) nos gru-
pos consumidores de 4lcool e concordamos
com as suas conclusdes de que esta redugio
pode significar uma “suscetibilidade maior
na dire¢cdo de uma atuacdo local de
carcinégenos quimicos”.

Maier et al. (1994) concluiram que o &l-
cool, através de seu uso cronico, causa uma
atrofia na mucosa bucal, especialmente a da
lingua, associada a uma prolifera¢do mais in-
tensa posterior, fato corroborado pelo aumento
na descamacio do epitélio lingual, conforme
visto por Larentis et al. (2000). Nossos re-
sultados apoiam os de Maier et al. (1994),
pois verificamos que o epitélio da lingua dos
grupos expostos ao éalcool ndo sofreram
espessamento ao longo do tempo como os do
grupo controle. J4 no tempo de 6 meses do
experimento foi possivel constatar-se o ndo
crescimento em espessura do epitélio da lin-
gua dos animais do grupo &lcool continuo e
grupo éalcool topico. Aos 12 meses foi verifi-
cado que o epitélio manteve-se com espessu-
ra menor (Tabelas 21 e 22), nos dois grupos
em relagfo ao grupo controle (GC).

Ao mesmo tempo nossos resultados fo-
ram diferentes dos achados de Homann et
al. (1997) que verificou hiperplasia e
hiperproliferagio do trato gastrintestinal su-
perior, incluindo a lingua, apés adminis-
tragdo de aldeido na mucosa bucal por 8
meses. O fato destes autores terem feito
uso do aldeido, que é derivado do meta-
bolismo tecidual do 4lcool, e referido como
um elemento mais téxico do que o
acetaldeido que é o primeiro estagio da
metabolizagdo do 4lcool no figado pode
explicar esta diferenca com o presente tra-
balho. Talvez por termos utilizado o alcool
na graduacdo de 40°GL néo tenhamos ob-
servado hiperplasia nem hiperproliferagio
em funcio da atuacfo e metabolismo des-
te ser diferente da do aldeido. Dessa for-
ma pudemos verificar que o &lcool ndo
promoveu a hiperplasia ou hiperproliferacdo
do epitélio da mucosa lingual, tanto na es-
pessura do epitélio quanto na espessura da
camada de ceratina naqueles grupos que

receberam o 4lcool de forma continuada
ou em aplicagdes topicas.

Wigth e Ogden (1998) afirmam ser im-
possivel avaliar-se o papel do 4lcool na
carcinogénese, em humanos, por nfio se po-
der medir com precisdo a quantidade e o
tipo de bebida consumida, assim como os
itens da dieta alimentar. Ao utilizarmos um
modelo animal pudemos avaliar a atuacfio
do 4lcool em alteragdes morfolégicas do
epitélio lingual através da anélise dos contro-
les realizados, pois através da metodologia
empregada pudemos quantificar com preci-
sdo o volume de alcool ingerido, o tipo e a
concentra¢do utilizada, assim como dispomos
de dados a respeito da dieta e o controle da
evolucdo do peso dos animais.

Simanowski et al. (1995), ap6s analise
morfométrica encontraram aumento no ta-
manho dos nacleos das células basais da
mucosa bucal, e nés encontramos aumento
na relagdo niicleo-citoplasma no grupo con-
trole e grupo 4lcool continuo no periodo de
12 meses, no grupo alcool topico a variagdo
ndo foi significativa.

Nossos resultados s@o comparaveis aos
de Ogden, Wigth e Rice (1999) quando ava-
liados os resultados da rela¢do nucleo-
citoplasma no tempo de 06 meses do experi-
mento, quando também encontramos uma
significativa redugfio desta rela¢do nos gru-
pos consumidores de &lcool (grupo &lcool
continuo e grupo alcool tépico) comparados
ao grupo controle. Ao final do experimento
(12 meses) é o grupo controle que apresenta
a maior rela¢do comparado aos demais gru-
pos. Da mesma forma outros estudos sdo
necessarios para se identificar o fator que
interferiria na maior atividade nuclear ob-
servado nos primeiros 06 meses e menor
nos 12 meses nos grupos experimentais.

Nio encontramos na literatura consulta-
da qualquer referéncia quanto a relagdo en-
tre a camada basal e superficial do epitélio.
Este item foi avaliado por nés pois o enten-
demos como um possivel indicador de proli-
feracdo. Se a camada basal é maior em com-
primento que a camada superficial indica que
existe uma grande 4rea de proliferagdo com
menor 4rea de descamacdo e isto poderia
ser um indicativo de atividade celular no
sentido da proliferag@o. Nossos resultados
mostram que apenas no grupo alcool topico
houve uma variagdo significativa durante o
periodo experimental (Tabela 6), mostrando
um aumento da relacio entre as camadas
basal e superficial durante o decorrer do tra-
balho. Este resultado foi interpretado como
sendo o efeito de um maior tempo de per-
manéncia do 4lcool na cavidade bucal des-
tes animais e também o fato de que estes
animais recebiam um volume maior de 4l-
cool durante as aplicagdes topicas do que
aquele que era consumido per capita no gru-
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po élcool continuo.

Quanto & espessura da camada de
ceratina. Supomos que a anélise 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 medi¢des realizadas para a determina-
¢do desta. Analisando-se os resultados entre
os grupos (Tabelas 7 a 9) pudemos verificar
que diferencgas foram vistas apenas nos gru-
pos expostos ao 4lcool, mostrando uma re-
dugdo da espessura de ceratina nos tempos
de 6 ¢ 12 meses. Quando se analisa esta
medida dentro dos grupos observa-se que
no grupo controle (Tabela 10) houve um au-
mento gradual desta espessura com o passar
do tempo, o que pode ser interpretado como
o comportamento normal e fisiologico. J4,
no grupo 4lcool continuo (Tabela 11), ndo se
observa variag@o ao longo do tempo, fato
esse atribuido por nés ao efeito do consumo
continuado do 4lcool que teria atuado sobre
o epitélio como um agente agressor e, como
meio de defesa, este epitélio descamou mais
diminuindo a espessura da camada de
ceratina.

No grupo 4lcool topico (Tabela 12) pode-
se também observar uma redugio na espes-
sura da camada de ceratina, mas esta é muito
mais acentuada com o passar do tempo do
que a que apresentou o grupo alcool conti-
nuo. Neste caso também entendemos este
resultado como uma adaptagio a agressdo
exercida pelo 4lcool, mas devemos obser-
var que, no tempo de 12 meses, a espessura
neste grupo é bem menor que no grupo 4lco-
ol continuo. Mais uma vez aqui entendemos
que este resultado decorre do maior tempo
de permanéncia do 4lcool na cavidade bu-
cal dos animais durante as aplica¢des topi-
cas, bem como do volume recebido a cada
vez, quando comparados ao grupo &lcool
continuo.

CONCLUSOES

Apos a anélise dos resultados obtidos e
frente a literatura consultada, podemos con-
cluir que:

O alcool na graduagio de 40°GL consu-
mido de forma continua ou em aplicagdes
topicas foi capaz de promover alteragdes
morfolégicas no epitélio do dorso da lingua
conforme os itens avaliados:

- Relagi@o entre a Camada Basal e
Superficial do Epitélio: verificou-se um
aumento desta relagfo no grupo alcool topi-
co no tempo de 12 meses;

- Espessura da Camada de Ceratina:
constatou-se diminui¢fo desta nos grupos
expostos ao 4lcool no tempo de 06 e 12
meses, tendo sido maior a redugdo no gru-
po 4lcool topico ao final dos 12 meses do
experimento. No grupo controle observou-
se o aumento na espessura desta camada
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ao longo do tempo, enquanto que no grupo
4lcool continuo nfo observou-se variagio sig-
nificativa na espessura desde o momento
inicial até o final do experimento. No grupo
dlcool topico houve uma reducio significati-
va entre a biopsia inicial e a final, nfio ten-
do sido significativa entre a inicial e a dos
06 meses;

- Relacio Nucleo-Citoplasma: veri-
ficou-se um aumento desta relagfo no tempo
de 06 meses no grupo controle quando com-
parado com os grupos experimentais. Quan-
do avaliamos a relagfo dentro dos grupos
entre os tempos observou-se um aumento
nesta relagdo no grupoe controle e grupo 4l-
cool continuo apenas;

- Espessura do Epitélio: Foi
verificada uma auséncia de crescimento nesta
medida no grupo 4lcool tépico no tempo de
06 e 12 meses e no grupo 4lcool continuo
entre o momento inicial e os 6 meses, quan-
do comparados ao grupo controle. O grupo
controle apresentou aumento da espessura
enquanto o grupo alcool continuo e o grupo
alcool topico praticamente nfo modificaram
a espessura do epitélio com o passar do tem-

po.
ABSTRACT

Alcohol, itself was never pointed as a
carcinogen. Literature refers to alcohol as
an inductor or as element that would act in
synergy with the tobacco in oral cancer
development. In order to evaluate the alcohol
role in oral cancer carcinogenesis, 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 fed with standard rat pellets.
The rats from Alcohol Continuos Group have
received alcohol 40°GL as liquid diet. Topic
alcohol application drinking 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 changes were
measured in the epithelium (epithelium
thickness, keratin layer thickness, relationship
between epithelium basal layer and superfi-
cial layer and relationship of nucleus-
cytoplasm area (basal and intermediate
layer)). Throughout statistical analysis
significant changes were 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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