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Resumo

INTRODUCAO: O cigarro e o lcool contém em suas composi¢des substancias toxicas
e carcinogénicas que se potencializam com a associacdo dos habitos. O cancer da
cabeca e pescoco contribui com 4 a 5 % do total de neoplasias malignas do organismo,
das quais 30 a 40% situam-se na boca, 25% na laringe e 15% na faringe. Os homens sdo
os mais afetados e o tipo histolégico predominante ¢ o carcinoma espinocelular,
podendo ser precedido de lesdes pré-neoplasicas. Pesquisas experimentais permitem a
exposicdo de cada fator agressor separadamente, possibilitando avaliar os efeitos
nocivos de cada um ou de sua associacdo.OBJETIVO: Estudar, em ratos, os efeitos da
exposi¢do cronica a fumaga de cigarro e a ingestdo de etanol sobre as mucosas da lingua
e da faringe, por meio de analise histopatologica. MATERIAL E METODO: Foram
alojados em gaiolas durante 260 dias 40 ratos adultos Wistar subdivididos em quatro
grupos de 10 animais: GI (Controle), ra¢do e agua ad libitum; GII (Etilismo),
submetidos a ingestdo de etanol a 30°GL diluido em dgua destilada e rag¢do ad libitum;
GIII (Tabagismo) expostos a inalagdo de fumaga de 10 cigarros/dia, sete dias/semana
durante 30 min. em camara fechada contendo “aparelho de fumar”; GIV (Etilismo e
Tabagismo) submetidos a ingestdo de etanol a 30°GL e a inalacdo de fumaca de
cigarro, racdo e agua ad libitum. Apos 260 dias os animais foram sacrificados, sendo
removido em bloco o segmento de lingua e faringe. Biopsias foram realizadas nesses
sitios e fixadas em formalina 10% para estudo histopatologico. Nas andlises deste
utilizou-se escore semi-quantitativo de 0 a 3. RESULTADO: Nas biopsias de lingua,
apenas dois animais de GI (controle) apresentaram aumento de numero de vasos na
lamina propria. Nos animais de GII (Etilismo), GIII (Tabagismo), ou GIV (Etilismo e
Tabagismo) os pardmetros mais pontuados foram: hiperplasia de células apicais (GII-

60%, GIII-30%,GIV-20%) e basais (GII-60%, GIII-40%), hiperceratose (GII-70%,
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GIII-30%,GIV-30%), displasia (GII-60%, GIII-60%,GIV-50%), apoptose (GII, 60%;
GIII-40%; GIV-60%), entre outras. Displasia grave em lingua foi detectada em alguns
animais dos grupos GII e GIV, caracterizando o carcinoma in situ. Em faringe, GI
(controle) apresentou os menores escores. Os parametros mais alterados nos demais
grupos foram: hiperplasia de células apicais (GII-40%, GIII-30%,GIV-70%) e basais
(GII-30%, GIII-40%; GIV-40%), hiperceratose (GII-50%, GIII-80%,GIV-40%);
displasia (GII-50%, GIII-80%,GIV-50%). Em um animal do grupo III (tabagismo) foi
observada em faringe displasia de grau intenso ou carcinoma in situ. CONCLUSAO:
Nas condi¢des experimentais deste estudo, a ingestio cronica de etanol e a exposigdo a
fumaca de cigarro de ratos durante 260 dias determinaram lesdes importantes em lingua
e faringe, desde eventos benignos como hiperplasias epiteliais, hiperceratose e
inflamacdo, até alteracdes mais relevantes como displasias de diversos graus, incluido o
carcinoma in situ. Esses resultados confirmam os efeitos deletéricos do é4lcool e do
tabaco sobre as mucosas da lingua e da faringe.

Palavras-chave: Alcool; Morfologia; Ratos; Tabaco; Vias aéreas.



Abstract

INTRODUCTION: Cigarettes and alcohol contain toxic and carcinogenic substances
whose effect is potentiated when cigarette smoking and alcohol drinking are associated.
Head and neck cancers account for 4-5 % of all malignant tumors, and are located in the
mouth, larynx and pharynx in 30-40%, 25%, and 15% of the cases, respectively. Males
are the most affected, and spinocellular carcinoma is the most common histological type
that may be preceded by preneoplastic lesions. Experimental studies allow evaluating
the adverse effects of exposure to different aggression agents both separately and in
association. OBJETIVE: To study in rats, the effects of chronic exposure to cigarette
smoke and the ingestion of ethanol on the mucosa of the tongue and pharynx by means
of histopathology. MATERIAL AND METHODS: Forty adult Wistar rats, kept in
cages for 260 days, were allocated into four groups of 10 animals each: GI (Control),
fed chow and water “ad libitum”; GII (Alcohol drinking), submitted to the ingestion of
30gl ethanol diluted in distilled water, and receiving chow “ad libitum”; GIII (Smoking)
exposed to the smoke of 10 cigarettes/day, seven days/week for 30 min. in a closed
chamber housing a “smoking machine”; G4 (Alcohol drinking and smoking) submitted
to the ingestion of 30gl ethanol and cigarette smoke exposure, receiving food and water
“ad libitum”. After 260 days, the animals were sacrificed, and the tongue/pharynx
segment was removed by block dissection. Biopsy specimens were fixed in 10%
formalin for histopathological analysis using a 0-3 semiquantitative score system.
RESULTS:Tongue biopsies showed an increased number of vessels in the lamina
propria in only two GI (control) animals. In GII (Alcohol drinking), GIII (Smoking), or
GIV (Alcohol drinking and smoking) the parameters receiving the highest scores were:
apical cell hyperplasia (GII-60%, GIII-30%,GIV-20%) and basal cell hyperplasia (GII-

60%, GIII-40%), hyperkeratosis (GII-70%, GIII-30%,GIV-30%), dysplasia (GII-60%,
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GII1-60%,GIV-50%), and apoptosis (GII, 60%; GIII-40%; GIV-60%), among others.
Severe tongue dysplasia was detected in some animals in GII and GIV, characterizing in
situ carcinoma. Pharynx biopsies revealed that GI (control) had the lowest scores. In the
remaining groups, the most altered parameters included apical cell hyperplasia (GII-
40%, GIII-30%,GIV-70%) and basal cell hyperplasia (GII-30%, GIII-40%; GIV-40%),
hyperkeratosis (GII-50%, GIII-80%,GIV-40%; and dysplasia (GII-50%, GIII-80%,GIV-
50%). Severe dysplasia or in situ carcinoma in the pharynx was observed in one animal
from group III (smoking). CONCLUSIONS: Under the experimental conditions of this
study, chronic ethanol ingestion and cigarette smoke exposure for 260 days in rats led to
significant tongue and pharyngeal lesions, which ranged from benign events such as
epithelial hyperplasia, hyperkeratosis and inflammation, to more relevant alterations
such as dysplasia of varying degrees, including in situ carcinoma. These findings
confirm the deleterious effects of alcohol and tobacco on the tongue and pharyngeal

mucosSsa.

Key words - rats, airways, histology, alcohol, tobacco.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiologicos do tabagismo, do etilismo e das neoplasias de boca e

da faringe

A prevaléncia de tabagismo no Brasil foi investigada em 2004 pelo
Ministério da Saude através do Instituto Nacional do Cancer (INCA) em 16 capitais, por
meio de um inquérito epidemioldgico que entrevistou 23.457 individuos, sendo 10.175
do género masculino e 13.282 do sexo feminino. A prevaléncia de tabagismo
encontrada variou de 12,9% a 25,2% (em homens: de 16,9% a 28,2%; em mulheres: de
10,0% a 22,9%). (Brasil, 2004a) Esses indices sdo bastante preocupantes, porém
inferiores aos apontados em inquéritos anteriores, como o de 1998, realizado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) cuja prevaléncia de tabagismo foi
de 39,3% para os homens e de 25,20 para as mulheres. (IBGE, 1998). O habito de fumar
foi mais freqiiente entre os homens, numa propor¢ao de 2:1, porém nas regides Sudeste
e Sul tal propor¢do aproximou-se da unidade. O hébito mostrou-se mais freqiiente entre
os adultos, porém nas regides mais urbanizadas foi também freqiiente entre jovens de 15
a 24 anos, e disseminado, especialmente entre os individuos com menor escolaridade, e
conseqlientemente, de menor renda. O tabagismo foi também detectado em elevada
porcentagem de adolescentes de 13 a 15 anos, especialmente nas regides de Porto
Alegre (48,3%) e Curitiba (46,3%). Um dado promissor em nosso pais foi o elevado
indice de cessacdo de uso de tabaco, em torno de 50% em todas as capitais pesquisadas,
indice superior ao de outros paises, como por exemplo, dos EUA que ¢ de 40%. O
inquérito também apontou uma elevacdo na taxa de mortalidade para o cancer de

pulmdo nas mulheres, em todas as regides do pais, o que pode estar associado ao
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aumento da prevaléncia do tabagismo nesse género, diferentemente do que vem sendo
observado entre os homens, que apresentam tendéncias estaveis ou mesmo de queda a
partir da metade da década de 90 (Brasil, 2004b).

Procurando delinear também um retrato preciso da populacdo brasileira
em relacdo aos padrdes do consumo de alcool, o Governo do Estado de Sdo Paulo
encomendou em 2007, o I Levantamento Nacional sobre os Padrdes de Consumo de
Alcool na Populagdo Brasileira. Neste inquérito foram investigadas 3.007 pessoas,
sendo 2.346 adultos e 661 adolescentes. O inquérito apontou que 48% da populagio sio
abstinentes, 24% bebem freqiientemente ou pesado e 29% sdo bebedouros pouco
freqiientes ou inconstantes. Ou seja, metade dos individuos consome élcool a niveis
prejudiciais a satide. O habito mostrou-se mais freqiiente entre os homens (39%), e mais
prevalente na populacdo da regido Sul; entretanto, nesta o nimero de doses ¢ menor,
quando comparado as regides Centro-Oeste e Norte. Na populagdo acima de 60 anos o
habito ¢ menos freqiiente (15%), quando comparado a populacdo mais jovem (30%); ¢
30 vezes mais freqiiente na populagdo de classe social mais rica, porém nestes o nimero
de doses ¢ menor quando comparado a populagdo de menor renda. O inicio do consumo
comeca cedo, logo na adolescéncia, por volta de 13,9 anos, sem haver predominio de
género (Brasil, 2007).

No passado, o tabaco foi originalmente processado a partir das espécies
vegetais da Nicotiana tabacum e da nicotiana rustica. Povos europeus observaram a
utiliza¢do do tabaco pelos nativos, que nesse periodo ja possuiam o habito de fumar e o
utilizavam também como terapia medicinal, sendo responsaveis pela sua propagacdo na
sociedade da época (Figlie et al., 2004).

A nicotina, amina terciaria volatil, teve seu nome atribuido em

homenagem ao embaixador Jean Nicot, que em 1561, estudou as propriedades



Introdugdo e literatura 4

medicinais da planta. Sua sintese ocorreu primeiramente em 1890, sendo o tabaco
consumido sob a forma de cachimbos. Por volta de 1850, na Inglaterra, popularizou-se a
comercializacdo dos cigarros manufaturados. Somente em 1998, através de um relatério
divulgado pelo Ministério da Satide dos Estados Unidos, comprovou-se a capacidade do
tabaco em causar dependéncia quimica, sendo em 1997 o uso do tabaco rotulado pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como responsavel por transtorno
comportamental. (Musk & de Klerk, 2003; Routh ef al., 1998).

O cigarro e o alcool contém em suas composi¢gdes substancias toxicas e
carcinogénicas. A fumacga do cigarro contém mais de 4.700 sustdncias nocivas ao
organismo em sua fase gasosa ou particulada. Dentre os principais componentes
destacam-se: benzeno, amonia, acetona, tolueno, acetaldeido, acroleina, alcatrio,
nicotina, monoéxido de carbono, fenol, acido férmico, acido acético, chumbo, cadmio,
zinco, niquel, hidrocarbonetos policiclicos, aminas aromaticas e nitrosaminas (Fant ef
al. 1998). O mondxido de carbono e o alcatrdo sdo responsaveis pela diminui¢do da
oxigenagdo nos Orgdos e pelo efeito carcinogénico, respectivamente. (Hukkanen et
al.,2005; Tutka et al., 2005)

O alcool também possui uma série de componentes prejudiciais a saude
como nitrosaminas (agente cancerigeno), presentes em algumas cervejas e no chopp,
micotoxinas (presente em vinhos e cervejas de milho), tanino (presente nos vinhos),
arsénio inorganico, aldeidos, pesticidas residuais e produtos da filtragdo de asbestos,
conservantes, aromatizantes, aldeidos, acromeleinas, fendis e cetonas (Walker et al.,

1979; Blot, 1992,).

O numero previsto de casos de cancer por ano, a nivel mundial ¢ de
aproximadamente 10,5 milhdes, sendo que os tumores da boca e faringe ocupam a

terceira posi¢cdo nos paises pouco desenvolvidos, e a oitava nos desenvolvidos (Spitz,
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1994; Lopes et al., 2008). As estatisticas de casos novos de cancer nos Estados Unidos
em 2001 apontaram 1.268.000 casos, sendo a cavidade oral responsavel por 30.100
deles (2,37%), distribuidos entre lingua (7.100), boca (10.5000), faringe (8.400), outros
sitios (4.100) (Greenlee et al., 2001). No Brasil, as previsoes delineadas pelo INCA para
2008 contemplavam o surgimento de 12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes
de obitos, sendo que metade dos casos novos e cerca de dois tercos dos dbitos por
cancer ocorreram nos paises de médio e baixo desenvolvimento (INCA, 2009). O
nimero de 6bitos por cancer totalizou 7,4 milhdes no mundo em 2004, correspondendo
a cerca de 13% do total de mortes. No Brasil, as estimativas, para o ano de 2010,
segundo o INCA (2009), validas também para o ano de 2011, sdo de 489.270 casos

novos de cancer, distribuidos similarmente entre os géneros.

O cancer da cabegca e pescoco engloba as regides da cavidade oral,
faringe e laringe, e contribui com 4 a 5 % do total de neoplasias malignas do organismo.
A cavidade oral é considerada sitio prevalente dos tumores da regido de cabeca e
pescogo, sendo responsavel por 30% a 40% dos casos. A regido da faringe contribui
com 15%, a laringe com 25% e o restante localiza-se nos sitios remanescentes,
incluindo nasofaringe e glandulas salivares (Greenlee et al., 2001; Ruiz et al., 2006;
Alvarenga et al., 2008). Alvarenga et al.(2008), em andlise retrospectiva de 427
prontuarios médicos de pacientes portadores de cancer de cabeca e pescoco constataram
entre as principais caracteristicas epidemioldgicas: predominio do género masculino
(86%), cor branca (90%), hdbito de tabagismo e de etilismo, em 83,37% e 65,80% dos
casos, respectivamente, idade média de 61 anos, predominio das atividades rurais entre
os homens (24,25%) e das domésticas entre as mulheres (60%). O cancer da cavidade
oral foi o mais prevalente, detectado em 35,37% dos casos, seguido do cancer da laringe

(31,15%), da orofaringe (16,15%), da hipofaringe (8,43%) e da nasofaringe (1,88%).
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O predominio das neoplasias na cavidade oral foi salientado por Pithan et
al., (2004), em andlise retrospectiva dos prontuarios médicos de 400 pacientes
portadores de cancer de boca atendidos em um hospital de referéncia da regido Sul do
estado de Sao Paulo, constatando entre os sitios mais acometidos, a lingua (19,75%), o
palato mole (16,25%), o assoalho de boca (12,75) e o rebordo alveolar (12,75%).
Resultados semelhantes foram observados por Oliveira et al (2006), analisando uma
casuistica de 340 pacientes portadores de carcinoma espinocelular bucal, sendo 84,4%
do género masculino, havendo predominio da faixa etaria entre 51 a 60 anos (31,80%).
Os autores observaram que a lingua e o assoalho bucal foram os locais mais afetados
pelas neoplasias malignas de cavidade oral, totalizando juntos 55% dos casos. Estes
sitios também foram os mais prevalentes na casuistica estudada, recentemente, por
Teixeira et al.(2009) a qual incluiu 225 pacientes com cancer bucal atendidos em um
hospital de referéncia de Fortaleza, correspondendo a 21,7% dos casos no assoalho de

boca e 22,8% na regido da lingua.

Os dados epidemiologicos levantados por Zini et al (2010), relativos ao
carcinoma bucal em quatro décadas, correspondendo ao periodo entre 1970 a 2006,
mostraram predominio de pacientes com idade acima de 55 anos, sendo a borda lateral
da lingua e a gengiva, sitios freqlientemente acometidos em mulheres. Os carcinomas
nesses sitios apresentavam as piores taxas de sobrevida quando comparadas aos de
labio. Sarcomas e linfomas foram os tumores mais freqiientes em pacientes com idade

abaixo de 20 anos.

Carcinomas de lingua afetam preferencialmente pacientes com idades
mais avangadas, porém os mesmos t€m sido diagnosticados também em pacientes mais

jovens, uma vez que o tabagismo e o alcoolismo sdo iniciados cada vez mais
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precocemente, muitas vezes logo na adolescéncia. Siegelmann-Danieli et al.(1998),
estudando os tumores de lingua em 87 pacientes, observaram que 30 deles possuiam
idade inferior ou igual a 45 anos, € os 57 restantes, maior ou igual a 46 anos, havendo
predominio do género masculino; a exposicdo prévia ao tabaco e/ou alcool foi
observada em 40% do grupo de pacientes jovens e em 82% dos mais velhos.
Interessados também em estudar o comportamento do cancer de lingua em individuos
mais jovens, Mathew et al.(2001) avaliaram 115 pacientes com carcinoma espinocelular
de lingua (CEC) com idade inferior a 35 anos (idade média de 30,5 anos), constatando
predominio do género masculino (1,7:1) e antecedentes de tabagismo e etilismo em
50,5% dos casos. Lesdes em graus mais avancados foram identificadas por esses autores
em 70 pacientes (60,9%), dos quais 51,3% ja apresentavam comprometimento de
linfonodos regionais. Os autores constataram ainda similaridade na sobrevida entre
pacientes jovens e idosos com tumores de lingua, contrariando os achados de outros
autores (Martin-Granizo et al.,1997; Davidson et al.,2001; Sarini et al.,2001; Oliveira et
al.,2006).

A partir da década de 60, a incorporagdo das mulheres ao mercado de
trabalho determinou mudancas de seus habitos sociais, universaliza¢do dos fatores de
risco e modificagdo do perfil epidemioldgico das neoplasias, culminando com aumento
notavel de novos casos de cancer do trato aereodigestivo entre elas (Borrel ef al., 1990;
Parkin et al., 2005). Carvalho et al(2001) estudando as principais caracteristicas
clinico-epidemiologicas do CEC de cavidade oral entre os géneros analisaram,
retrospectivamente, os prontudrios dos pacientes atendidos em um setor de oncologia,
incluindo 228 mulheres e 849 homens. A média de idade das mulheres foi discretamente
menor que a dos homens (55,6 ¢ 60,7 anos, respectivamente). A semelhanga do sexo

masculino, os dois principais sitios de incidéncia dos tumores nas mulheres foram a
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lingua e assoalho de boca. Em estudo semelhante, Perussi ef al. (2002) analisaram,
retrospectivamente, os prontudrios médicos de 1.440 pacientes portadores de carcinoma
epidermoide de boca, sendo que 562 possuiam idade acima de 60 anos e 878 abaixo
dessa. Constataram predominio do gé€nero masculino sobre o feminino em pacientes
com idade inferior a 60 anos (8:1) e propor¢do menor entre os géneros nos pacientes
com mais de 60 (3:1). Nesta ultima populagio, os sitios predominantes da lesdo foram
as regides jugal (56%) e palatal (47%); ja nos pacientes com menos de 60 anos, as
regides mais acometidas foram o assoalho de boca (67%) e a lingua (62%).

Amorim et al.(2003) avaliaram as caracteristicas clinicas de 31 mulheres
portadoras de CEC da base da lingua e constataram predominio de caucasianas (58,1%)
e da sexta década de vida; com relagdo a profissdo, a maioria realizava trabalhos
domésticos (83,9%). O habito isolado do tabagismo foi reportado por 48,4% e sua
associacdo com o etilismo por 45,2% da populagdo estudada. Os sintomas e sinais que
mais se destacaram foram dor e dificuldade para engolir (48,4%), nddulo no pescogo
(19,3%), otalgia (9,7%), ferida na lingua (6,4%) e alteracdo na voz (3,2%).

O céancer bucal é neoplasia multifatorial, determinada por fatores
genéticos e ambientais, destacando-se entre estes ultimos o tabagismo e o alcoolismo,
como exposto nas pesquisas acima relacionadas. Toda a cavidade oral pode ser sede de
lesdes, porém a lingua ganha destaque, sendo que as regides mais posteriores desta
apresentam pior prognostico, provavelmente pela disseminacdo linfonodal mais
precoce. O baixo percentual de sobrevida para pacientes com tumores de base de lingua,
sugere a existéncia de um comportamento mais agressivo nessa localiza¢do, quando
comparada as regides mais anteriores. Nason et al.(1996) avaliaram 300 pacientes com
carcinoma espinocelular de lingua, sendo que 112 apresentavam lesdes na base da

lingua e 188 nas regides mais anteriores. Os pacientes com lesdes na regido posterior
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que se encontravam em estagio avancado da doenca (estadio III e IV) corresponderam a
71% dos casos, contra 32% daqueles com tumores localizados nas por¢des mais
anteriores. No follow up de cinco anos desses pacientes, a sobrevida para os portadores
de tumor em base de lingua foi de 26%, contra 64% dos portadores de lesdes mais
anteriores.

Lewin et al.(1998), em estudo epidemiologico que incluiu 605 pacientes
de 40 a 79 anos portadores de cancer oral atendidos na Suécia entre 1988-1990
constataram risco relativo de 6,5% para o desenvolvimento de carcinoma de cabeca ¢
pescoco entre os que eram tabagistas. O risco relativo associado ao consumo de 50
gramas ou mais de alcool por dia, em comparacdo com os consumidores de 10 gramas
por dia foi de 5,5%. Efeito sinérgico e exponencial foi observado nos pacientes com
associagdo de ambos os vicios.

Em extensa revisdo de literatura que incluiu diversas pesquisas realizadas
entre 1988 a 2009, em diferentes centros e populagdes, Goldstein et «l.(2010)
investigaram os fatores de risco para o cancer oral e da faringe, constatando fortes
evidéncias do consumo excessivo do alcool com o aumento do niumero de cancer, tanto
em cavidade oral como na faringe, correspondendo a um risco relativo de 3,2 a 9,2 para
consumidores de mais de 60 g/dia (ou mais de quatro doses ao dia). A associagdo com 0
tempo do uso do alcool ndo pode ser determinada nesse estudo.

A agdo nociva do élcool e do tabaco pode ser identificada ao longo de
todo o trato aéreo e digestivo, porém parece ser mais pronunciada nas proximidades do
local da exposi¢do, tornando a cavidade oral e a faringe, sitios vulneraveis as lesoes. As
caracteristicas clinicas e epidemiologicas observadas por Berto ef al.(2006), em estudo
de 507 pacientes com CEC de faringe, ndo diferiram dos trabalhos de cancer de boca

apresentados acima, havendo também predominio do género masculino, da raca branca,
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idade média de 56,5 anos, e relato de tabagismo e de etilismo pela maioria dos
pacientes. Entre os sintomas mais referidos destacaram-se ferida na garganta (13,6%),
caro¢o no pescogo (11,8%) e rouquidio (7,9%). Os autores constataram que a maioria
dos pacientes portadores de carcinoma em faringe procurava os servigos de assisténcia a
saude tardiamente, com tumores em estagio avancado.

Quando comparados aos cigarros, os charutos e cachimbos apresentam
maior teor de nicotina, particularmente os primeiros, devido a sua maior concentragdo
de tabaco. As folhas de tabaco destinadas para charutos e cachimbos passam por
processos de envelhecimento e fermentagdo seqiienciais, o que confere a sua fumaga
maior alcalinidade, sendo, a nicotina facilmente liberada e prontamente absorvida pela
mucosa oral. A menor porosidade e a auséncia de filtro nos charutos resultam em maior
concentragdo de substancias, notadamente amonia, mondxido de carbono e nitrosaminas
cancerigenas (Fant & Henningfield, 1988).

O risco relativo de desenvolvimento de cancer em individuos que fumam
cigarros industrializados, cachimbos e cigarros de palha ¢ de 6.3, 13.9 e 7.0,
respectivamente quando comparados aos ndo fumantes (Franco ef al,1989). Os
consumidores de mais de seis doses diarias de bebidas com elevados teores de alcool,
em especial as destiladas, apresentam probabilidade 10 vezes maior de desenvolverem
carcinoma quando comparados aos individuos sem o habito (Graham et al.,1977).

Fernandes et al.(2007) investigaram a prevaléncia das lesdes pré-
neoplasicas bucais em 277 individuos etilistas com idade média de 38,4 anos, com ou
sem vicios associados. Destes, 17 (6,1%) eram usuarios exclusivamente de alcool, 179
(64,6%) usavam 4alcool e cigarro, e 81 (29,2%) consumiam &lcool e outras drogas
ilicitas. Por meio de exames clinicos intra-orais os autores constataram diversas lesdes,

entre elas queilite actinica (1,8%), leucoplasia (1,08%), eritroplasia (0,72%) e liquen
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plano (0,36%). Os autores alertam os profissionais para a importdncia do exame
minucioso da mucosa bucal para a deteccdo de lesdes pré-neoplasicas nessa classe de
pacientes.

No cancer de boca e da faringe, a associa¢do do tabagismo com o
etilismo ¢ a condicdo mais freqiiente, o que dificulta a andlise da participagdo
carcinogénica de cada agente isoladamente (Brunin et al.,1999; Fardin et al., 2004;
Freita et al., 2005, Guerra et al., 2005; Hashibe et al., 2007; Marur e Forastiere, 2008).
Estima-se, que dos pacientes que apresentam cancer bucal, 95% sejam fumantes e que

76% sejam também etilistas (INCA, 2009).

Frente a elevada incidéncia do cancer bucal, ¢ lamentavel que, apenas ha
seis anos, esta neoplasia tenha sido incluida no ro/ de responsabilidades da Coordenagao
Nacional de Saude Bucal (Brasil.MS.DAB, 2004). As campanhas educativas e
preventivas de cancer de boca, realizadas nos ltimos anos por varios servigos de saude,
tém mobilizado médicos e odontdlogos para essa miss@o. O cancer bucal é, em geral, de
facil acesso ao exame clinico, porém, por motivos diversos, que envolvem negligéncia
do paciente e falta de atencdo dos profissionais em satde, mais de 80% de diagndsticos
sdo tardios, culminando em grande nimero de 6bitos e mutilagdes cirtrgicas (Antunes
et al.,2001). O diagnoéstico precoce do cancer de boca ¢ a base para o prognostico
favoravel. Outra importante medida preventiva sancionada recentemente pelo governo
do estado, na Assembléia Legislativa de Sdo Paulo, foi a lei antifumo (Lei antifumo,
2009) a qual bane o uso de cigarro e derivados de tabaco em ambientes de uso coletivos
(publicos e privados), favorecendo aqueles que ndo optaram pelo vicio e que se

tornaram fumantes passivos.
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Tabagismo passivo consiste na exposi¢do secunddria a fumaga de
produtos derivados do tabaco. Fatores como nimero de fumantes ativos, dimensao do
espaco fisico, intensidade do fumo e tempo de exposi¢do, determinam a quantidade de
nicotina a qual o individuo ¢ submetido. Estudos indicam que o tabagismo passivo esta
associado também ao risco de desenvolvimento de doenga pulmonar obstrutiva cronica,
asma, doengas cardiovasculares, cancer de pulmio e doengas infantis, como otite e

bronquite (Okoli et al.,2007).

Indubitavelmente, o tabagismo e o etilismo disparam entre os fatores
etiologicos do cancer de boca e da faringe; no entanto, outros fatores sdo também
considerados de risco para o desenvolvimento das neoplasias nesses sitios, como a a¢ao
irritativa dos traumatismos cronicos provocados por préoteses odontoldgicas totais ou
parciais mal adaptadas, originando hiperplasias inflamatodrias fibro-epiteliais e graus
variados de displasias (Coelho & Zucoloto,1998; Brunetti & Montenegro,2002),
inalagdo de pesticidas (Stoppelli & Crestana, 2005; Oliveira et al.,2008,), fatores

dietéticos, agentes virais e predisposi¢do genética.

1.2 Aspectos histolégicos do cancer de boca e da faringe

O tipo histologico predominante do cancer das vias aéreas superiores € 0
carcinoma epidermoide ou espinocelular (CEC), correspondendo a sexta neoplasia mais
comum no mundo, e a mais freqiiente entre os carcinomas da cabega e pesco¢o (95%
dos casos) (Lentsch & Myer, 2010). O CEC surge do epitélio de superficie e &
caracterizado por ilhas e/ou corddes invasivos de células epiteliais malignas. A forma

clinica mais freqiiente manifesta-se como uma lesdo ulcerada, de bordas elevadas e
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endurecidas, com fundo necrdtico e granuloso, que ndo cicatriza em um periodo de duas
semanas, ocasido em que os sintomas digestivos comegam a ser mais expressivos
(Neville et al., 1998).

Pesquisas experimentais vém sendo realizadas ha varias décadas
procurando reproduzir modelos de carcinogénese animal em cavidade oral, utilizando-se
diversos agentes oncogénicos. Em 1994, Navarro et al., estudando efeito nocivo do
oxido de nitroquinolina a 0,5% (4NQO) no palato de ratos, constataram, apds 2 a 3
meses de exposi¢do, hiperceratose, disceratose e acantose nas estruturas expostas ao
agente, além de carcinoma bem diferenciado em lingua em 37,5% dos animais.
Recentemente, Minicucci et al.(2010), em trabalho experimental em ratos, utilizando
esse mesmo agente carcinogénico, demonstraram aumento da expressio da proteina p53
em fragmentos de mucosa de lingua de animais expostos por 12 a 20 semanas, além de
lesdes pré-neoplasicas. Embora essas pesquisas tenham utilizado modelos experimentais
de carcinogénese j4 consagrados, sabe-se que os principais agentes oncogénicos das
mucosas respiratorias e digestivas estdo relacionados ao tabagismo e ao etilismo, sendo
importante o estudo das lesdes provocadas por esses agentes nos modelos
experimentais.

O conhecimento das caracteristicas do epitélio normal e do patologico,
exposto aos agentes agressores, ¢ de fundamental importancia no diagnostico das lesdes
pré-neoplasicas, destacando-se entre elas as displasias. Na identifica¢do destas ultimas,
Banoczy & Csiba (1976) destacaram os seguintes pardmetros histoldgicos:
estratificacdo epitelial irregular, hiperplasia da camada basal, processos reticulares em
forma de gota, aumento do numero de figuras mitoticas, perda da polaridade das células
basais, aumento da razdo nucleo-citoplasma, polimorfismo nuclear, hipercromatismo

nuclear, aumento do tamanho dos nucléolos, ceratinizacdo de células isoladas ou em
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grupos na camada celular espinhosa e redu¢do da aderéncia das jungdes intercelulares.
A displasia ¢ caracterizada como leve, quando forem identificadas duas caracteristicas
citadas acima; moderada, na presenca de duas a quatro; severa na presenga de cinco ou
mais.

A displasia epitelial representa, em termos evolutivos, quadro
intermediario entre a hiperceratose sem displasia e o carcinoma in situ ou carcinoma
micro invasivo (Stricker & Kumar, 2010). Van der Waal et al.(1977) salientaram que
apesar da displasia epitelial ser considerada importante fator preditivo de transformagio
maligna, nem todas as lesdes com esta caracteristica sofrerdo esse processo e,
inversamente, nem todas as lesdes com auséncia de displasia epitelial estardo livres de
maligniza¢do. No carcinoma in situ toda a espessura do epitélio apresenta as alteragdes
celulares citadas acima, porém ndo hé invasdo do tecido conjuntivo subjacente; ja no
carcinoma invasivo, as células comprometidas apresentam-se arranjadas em ninhos ou

corddes, havendo invasdo do tecido conjuntivo vizinho (Banoczy & Csiba, 1976).

Nos tumores de cabeca e pescoco, o etilismo e o tabagismo estdo
normalmente associados, dificultando a avaliagdo do carater oncogénico de cada agente
isoladamente. Os trés possiveis mecanismos de agdo desses dois agentes sdo: efeito
aditivo, onde os efeitos isolados de cada agente sdo adicionados uns aos outros
independentemente; efeito exponencial, no qual os efeitos sdo multiplicados; efeito
sinérgico, no qual a agdo conjunta de cada um ¢ superior a isolada. O élcool € potente
vasodilatador e o aumento da permeabilidade da mucosa facilita, possivelmente, a
penetragdo dos agentes carcindgenos dos derivados do tabaco para o interior da célula, o
que induz a lesdes no DNA e mutagdes celulares. O acetaldeido, um dos principais
metabolitos do etanol, atua como promotor tumoral, causando lesdes hepaticas

prejudicando o metabolismo de certos agentes e ativando enzimas pro - carcinogénicas;
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causa ainda atrofia de mucosa e diminui¢do da producdo salivar, diminuindo as defesas
epiteliais (Figuero-Ruiz et al., 2004; Gigliotti et al., 2008). Boffeta & Hashibe (2006),
destacam, na fisiopatologia dos mecanismos carcinogénicos do alcool, o efeito
genotoxico do acetaldeido, o aumento da concentragdo do estrégeno, o papel solvente
para as substancias carcinogénicas do tabaco, a produg¢do de radicais livres de oxigénio

e de nitrogénio e alteracdes no metabolismo do folato.

Os estudos experimentais ganham importdncia por permitirem a
dissocia¢do dos agentes agressores, possibilitando a andlise histopatoldgica das lesdes
causadas por cada agente isoladamente, bem como pela associacdo de ambos,

justificando a realizacdo desta pesquisa.
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2 OBJETIVO

Estudar, em ratos, os efeitos da exposicao cronica a fumaca de cigarro e a
ingestdo de etanol sobre as mucosas da lingua e da faringe por meio de analise

histopatologica.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Animais utilizados

O projeto de pesquisa foi inicialmente apreciado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP recebendo
aprovacdo pelo protocolo de niimero 698/2008 (ANEXO -A). Em seguida teve inicio com a
selecdo de 40 ratos machos adultos da linhagem Wistar, com peso aproximado de 180-
200 gramas, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu,

UNESP - Universidade Estadual Paulista.

3.2 Ambiente de experimentacio

A pesquisa foi realizada no Biotério do Laboratorio de Técnica Cirurgica
e Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, local em que os
animais foram mantidos durante todo o periodo do experimento, em sala fechada, a
temperatura de 23 + 2°C, controlada por ar condicionado, umidade de 60+ 5% e periodo
claro-escuro de 12 horas. Os animais foram alojados em gaiolas de poliuretano, com, no
maximo, cinco em cada gaiola, recebendo ragdo comercial padrdo (Purina®, Brasil) e
agua ad libitum durante um periodo de aclimatacdo de sete dias antes do inicio do
experimento. As condi¢des de higiene das gaiolas foram garantidas por meio de limpeza

diaria das mesmas e remocao das excretas.
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3.3 Grupos Experimentais
ApoOs o periodo de aclimatacdo no Biotério de Técnica Cirtrgica e
Cirurgia Experimental, os animais foram distribuidos, por sorteio, segundo a tabela dos

nimeros casuais, em grupos como se segue:

Grupo I - Controle: 10 ratos que receberam ragdo e dgua ad libitum por um periodo de

260 dias.

Grupo II - Etilismo: 10 ratos que receberam solu¢do de etanol diluido a 30°GL com

agua destilada, e racdo ad libitum, por um periodo de 260 dias.

Gr III - Tabagismo: 10 ratos expostos a inalacdo de fumaga de 10 cigarros/ dia,

durante sete dias por semana, ra¢do e dgua ad libitum, por um periodo de 260 dias.

Grupo IV - Etilismo e Tabagismo: 10 ratos que receberam solugdo de etanol diluido a
30%, com agua destilada, exposi¢do a inalagdo de fumaga de 10 cigarros/dia, durante

sete dias por semana e rag¢do ad libitum por um periodo de 260 dias.

3.4 Seqiiéncia das etapas experimentais

3.4.1 Preparo e administracio da solucio de etanol

Apds o periodo de aclimatacdo, durante sete dias foi oferecido aos ratos
dos grupos Il e IV, etanol diluido a 10°GL, com 4gua destilada. Esta dilui¢cdo foi aferida
por um alcodmetro. Na segunda semana, a dilui¢do do etanol foi de 20°GL, e a partir da

terceira semana, até a conclusdo do experimento (260 dias), o etanol foi diluido a
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30°GL (figural a e 1b). A 4gua foi suspensa desde o inicio da introdugdo do etanol. No
grupo controle (GI) e no grupo do tabagismo (GIII) foram oferecidos agua ad libitum e

racdo comercial padrdo durante todo o periodo do estudo.
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Figura 1. Metodologia de oferta de liquidos e racio aos animais do experimento.
Em a e em b, detalhes das conexdes dos frascos de oferta de liquidos e de racio.

3.4.2 Exposi¢ao a fumaca de cigarro

Os animais dos grupos III e IV foram submetidos, por um periodo de 260
dias, a exposi¢do diaria a fumaca do cigarro em incubadora modificada, através do
método padronizado em nosso laboratorio experimental (Paiva et al., 2003). Os ratos
foram colocados em uma camara transparente, com um volume de aproximadamente 95
x 80 x 65 cm, conectada ao “aparelho de fumar” (Figuras 2a, 2b e 3). Puffs de fumaca
foram aspirados dos cigarros por vacuo, utilizando-se o “aparelho de fumar”, e depois
introduzidos na camara, durante um periodo de 30 minutos (figura 3), apés o qual a
fumaca foi exaurida do local. Durante a primeira semana, a fumacga foi liberada a uma
taxa de 5 cigarros, uma vez ao dia, sete dias por semana, no periodo da manha. O

numero de cigarros foi aumentado, progressivamente, para uma taxa de 10, uma vez por
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dia, sete dias por semana, da segunda semana até o final do periodo de estudo. O cigarro

utilizado foi de marca comercial com a seguinte composi¢do: 1,1 mg de nicotina, 14 mg

de alcatrdo e 15 mg de mondxido de carbono.

Figura 2. Aparelho de fumar: em a, detalhes do local de adaptac¢io dos cigarros; em b,
detalhes da conexdo do aparelho de fumar a cimara onde estiio os animais expostos a
fumaca.

Figura 3. Detalhes da metodologia da experimentac¢io para exposicio dos animais a
inalacdo da fumaca de cigarro. Do lado esquerdo da figura esta posicionada a maquina de
fumar e do lado direito a cAmara contendo os animais.
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3.4.3 Procedimento do sacrificio

No dia do sacrificio, apds 260 dias do experimento, os animais foram
mantidos em jejum por 12 horas e anestesiados com Pentobarbital soédico (50mg/kg)
intraperitoneal, sendo complementado com mais um terco da dose, nos casos
necessarios, para se obter plano anestésico satisfatorio. Os ratos foram considerados
anestesiados quando a respiragdo tornou-se regular e superficial, e a musculatura
esquelética flacida, com concomitante desaparecimento dos reflexos oculares. Foi
realizada tricotomia cérvico-toracica e abdominal, anti-sepsia com alcool iodado a 2%,
laparotomia mediana xifopubica com bisturi ldmina 20 em pele e subcutaneo e sec¢do
completa da veia cava inferior e da artéria renal direita para o sacrificio por sangria.
Apds o sacrificio, a incisdo foi estendida superiormente até a regido mandibular e com
auxilio de pingas e tesouras delicadas, o arco mandibular 6sseo foi exposto e fraturado
bilateralmente na regido parasinfisaria, com auxilio de tesoura de Mayo, para facilitar a

remocdo em bloco do segmento aereodigestivo que abrangeu lingua, faringe, laringe e

primeiros anéis traqueais (Figuras 4 a e b).

Figura 4. Metodologia cirtirgica utilizada para remocéio da peca histolégica. Em a,
exposicio cervical apos fratura mandibular parasinfisaria bilateral para remocio do
segmento de lingua faringe e laringe em bloco; em b, segmento da via aérea apés a
remocao e pontos de biopsia em lingua (L) e faringe (F).
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O segmento isolado foi cuidadosamente examinado com iluminagdo
adequada para a detec¢do de lesdes macroscopicas, as quais quando presentes, seriam
biopsiadas. Com a ndo identificagdo destas em nenhum animal, as biopsias foram
realizadas, sistematicamente, na por¢ao lateral da hipofaringe e na regido da base de
lingua, correspondendo a regido central e imediatamente a frente do V lingual (figura
4b). Os fragmentos de ambas as regides, com dimensdes de 1x 0,5 cm em lingua e 0,5 x
0,5 em faringe, foram submersos em frascos contendo solu¢do de formalina a 10% para

fixagdo, identificados por grupos e encaminhados para estudo de microscopia de luz.

3.4.4 Estudo de Microscopia de Luz

Apoés fixagdo em solucdo de formalina a 10% por 48 horas, os
fragmentos foram incluidos em parafina, cortados por métodos convencionais e corados
pela hematoxilina & eosina. As alteragdes histologicas foram examinadas pelo
pesquisador e por patologista experiente, por meio de microscopio de luz (marca Zeis —
Carl Zeiss do Brasil Ltda; modelo Axiostar plus), com diferentes aumentos e captura de
imagens em camera digital, sem conhecimento prévio dos grupos aos quais pertenciam
as laminas, sendo as mesmas identificadas por letras e numeros. Os parametros
histologicos analisados foram: hiperplasia de células apicais, hiperplasia de células
basais, hiperceratose, displasia, apoptose, aumento de vasos, fibrose, infiltrado
linfocitario e de polimorfonucleares neutréfilos.

Para cada parametro estudado foi utilizado o seguinte escore semi-
quantitativo: 0 — sem alteragdo, 1 — alteracdo discreta, 2 — alteracdo moderada e 3 —

alteracdo intensa.
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3.5 Analise estatistica

Os resultados das analises histologicas foram apresentados em tabelas,
quantificados e submetidos a analise estatistica. Para esta finalidade, para todas as
variaveis foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn, sendo

considerado o nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADO

Durante o periodo experimento todos os animais sobreviveram. O exame
macroscopico do segmento de lingua e faringe, removidos logo apos o sacrificio, ndo
detectou alteracdes macroscopica na mucosa que justificassem a realizacdo de outras

areas de bidpsia.

4.1 Estudo de microscopia de luz

4.1.1 Analise histopatologica da superficie da lingua

A tabela 1 apresenta os escores das analises histopatologicas dos
fragmentos de lingua realizadas em cada grupo de estudo. Em GI (grupo controle) em
apenas dois animais foi observado aumento de niimero de vasos na lamina propria,
recebendo pontuagdes nulas os demais parametros. A superficie da lingua mostrou-se
recoberta por papilas, havendo predominio das filiformes, as quais recobriam grande
parte da superficie dorsal da lingua. Papilas filiformes correspondem a projecdes
epiteliais conicas e alongadas sem corpusculos gustativos (figura 5). A coloragio pela
hematoxilina-eosina (H&eE) observou-se que as células da camada basal sdo mais
eosinofilicas e apresentavam distribuicdo uniforme, mantendo-se dispostas
perpendicularmente a membrana basal (figura 6). As células das camadas mais
superiores apresentavam citoplasma maior e continham granulos eosinofilicos querato-
hialinos, formando a camada granulosa (figura 6). A membrana basal ¢ continua e

acompanhava as proje¢des das papilas filiformes por toda a superficie. Abaixo da
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membrana basal, a [amina prdpria se dispde em uma faixa estreita contendo fibroblastos
e tecido conjuntivo, o qual penetrava entre os feixes musculares (figura 5). Abaixo da
lamina propria feixes musculares se dispunham em varias direcdes, distribuindo-se em
uma rede tridimensional, compondo o corpo da lingua (figura 5) Nos animais expostos a
ingestdo de alcool etilico (GII), a fumaga de cigarro (GIII), ou a associagdo de ambos os
agentes (GIV), diversas alteracdes histopatologicas foram identificadas, como € possivel
constatar na tabela 1. Nestes grupos, os pardmetros que receberam os maiores escores
foram: hiperplasia de células apicais (GII-60%, GIII-30%%, GIV-20%; p-0, 03),
hiperceratose (GII-70%, GIII-30%%, GIV-30%; p-0, 01), displasia (GII-60%, GIII-
60%%, GIV-50%; p-0, 02), hiperplasia de células basais (GII-60%, GIII-40%; p-0,
003), apoptose (GII, 60%; GIII-40%; GIV-60%; p-0, 017), entre outros menos
freqiientes. Displasia grave foi detectada em trés animais de GII e em dois de GIV,
caracterizando o carcinoma in situ. Algumas dessas alteragdes estdo ilustradas nas

figuras de 7 a 14.
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Tabela 1. Analise histolégica das biopsias de lingua em cada grupo de estudo.

Grupos e GI-controle GII- Etilismo GIII-Tabagismo GIV-Etilismo e
escores Tabagismo
Escore Escore Escore Escore
Parametro 0 % 0 % 0 % 0 1 2 3 %
. . 10 00 4 60 7 30 8 1 1 0 20
Hlperp.lasyl cels b a ab Ab
apicais
(p-0,03)
Hi . 10 00 4 60 6 40 10 0 O O 00
1perplas_1a cels b a ab B
basais
(p-0,003)
10 00 3 70 7 30 7 2 1 0 30
Hiperceratose b a ab Ab
(p-0,01)
8 20 4 40 9 10 7 0 3 0 30
Aumento de vasos
(p-0,18)
10 00 8 20 8 20 10 0 O O 00
Fibrose
(p-0,23)
10 00 10 00 9 10 10 0 O O 00
Linfécitos
(p-0,39)
PMN 10 00 8 20 10 00 8 2 0 0 20
(p-0,23)
10 00 4 60 6 40 4 6 0 0 60
Apoptose b a ab A
(p-0,017)
10 00 4 60 4 60 5 2 1 2 50
Displasia b a a Ab

(p- 0,02)
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Figura 5. Superficie dorsal da lingua de ratos do grupo controle recoberta pelas papilas
filiformes, sustentadas por uma membrana basal, disposta sobre delicada faixa de tecido
conjuntivo adjacente 2 musculatura. Microscopia de Luz, H&E, 40X.
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Figura 6. Superficie da lingua de ratos do grupo controle recoberta por
papilas filiformes, células basais alinhadas e uniformes (a, b, c, setas estreitas); células
adjacentes com citoplasma mais volumoso (a,b,c, setas interrompidas). Presenca de
granulos hipercromicos na superficie distal do epitélio (a,b,c, setas largas). Microscopia de
Luz, H&E, a (60X), b (80X), ¢ (80X).
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Figura 7-Superficies de linguas de ratos de G-II, sendo evidenciado detalhe da
extremidade da papila filiforme recoberta por uma camada ceratdtica (setas). Microscopia
de luz, H&E, 40X

Figura 8 — Superficie de lingua de ratos de G-II com hiperplasia de células epiteliais
(setas continuas) e figuras de mitose (seta pontilhada). Microscopia de Luz, H&E, a (60X),
b (40X).
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Figura 9- Superficie de lingua de rato de G-II com areas focais de displasia leve

(setas). Microscopia de Luz, H&E, 80X.

Figura 10. Superficie de lingua de ratos de G-II com células apoptoéticas (setas).

Microscopia de Luz, H&E, 60X (a e b).
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Figura 11- Superficie de lingua de ratos de G-IV com displasia focal moderada (setas).

Microscopia de Luz, H&E, a (40X), b (80X).

Figura 12- Superficie de lingua de rato de G-IV com area de displasia moderada (seta);
células apoptéticas (setas pontilhadas). Microscopia de Luz, H&E, (80X).
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Figura 13 — Superficie de lingua de rato de G-IV com areas focais de displasia intensa
(setas continuas) e células apoptéticas (setas pontilhadas). Microscopia de Luz, H&E, 80X.
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Figura 14 —Superficie de lingua de rato de G-II com areas de displasia intensa (setas
continuas) e células apoptoticas (setas pontilhadas). Microscopia de Luz, H&E, 60X.
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4.1.2 Analise histopatolégica da superficie da faringe

A tabela 2 apresenta os escores das analises histologicas dos fragmentos de
faringe realizadas em cada grupo de estudo. Em GI (grupo controle), algumas alteracdes
foram detectadas como hiperplasia de células apicais, hiperceratose e aumento do
nimero de vasos da lamina prépria. Essas alteragdes foram também registradas nos
animais dos demais grupos, porém em maior intensidade. No grupo controle o epitélio
de cobertura da faringe apresentou-se do tipo pavimentoso pluriestratificado, composto
por 4 a 5 camadas de células sobrepostas, as quais conforme ganhavam posi¢des mais
distais, tornavam-se alongadas e com citoplasma mais escasso, sendo recobertas por
uma camada hiperceratdtica delicada. As células da camada basal apresentavam-se
alinhadas e dispostas perpendicularmente & membrana basal. A 1dmina prdpria continha
feixes delicados de fibras coldgenas, alguns fibroblastos e poucos capilares. Algumas
glandulas mucosas se distribuem abaixo do feixe de colageno (figuras 15 e 16).

Nos animais expostos a ingestdo de alcool etilico (GII), a fumaca de cigarro
(GIII), ou a associagdo de ambos os agentes (GIV), diversas alteracdes histologicas
foram identificadas nas biopsias da faringe, como ¢é possivel constatar na tabela 2.
Nesses grupos, os parametros que receberam os maiores escores foram: hiperplasia de
células apicais (GII-40%, GII-30%%, GIV-70%; p-0, 29); hiperceratose (GII-50%,
GIII-80%%, GIV-40%; p-0, 016); displasia (GII-50%, GIII-80%%, GIV-50%; p-0,
007); hiperplasia de células basais (GII-30%, GIII-40%; GIV-40%; p-0, 14), entre
outros menos freqiientes. Displasias foram identificadas nos animais dos trés grupos de
leve a moderada intensidade, sendo que em um animal do grupo III (tabagismo) foi
observado um caso de displasia de grau intenso ou carcinoma in situ. As figuram 17 a

22 ilustram as principais alteragcdes observadas.
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Tabela 2. Analise histolégica das biopsias de faringe em cada grupo de estudo.

Grupos e GI - controle GII - Etilismo GIII -Tabagismo GIV- Etilismo e
escores Tabagismo
Escore Escore Escore Escore
Parametro 0 2 % 0 2 % 2 % 1 2 3 %
7 0 30 6 2 40 2 30 5 2 0 70
Hiperplasia céls
apicais
(r-0,29)
10 0 0o 7 0 30 2 40 2 2 0 40
Hiperplasia de
células basais
(p-0,14)
8 0 20 5 4 50 7 80 2 2 0 40
. b ab a ab
Hiperceratose
(p-0,016)
7 0 30 8 0 20 0 30 2 0 0 20
Aumento vasos
(p-0,91)
10 0 0 10 0 0 1 10 2 0 0 20
Fibrose
(p-0,29)
10 0 0o 7 0 30 1 20 30 0 30
Linfécitos
(p-0,32)
10 0 0 8 0 20 0 20 1 0 0 10
PMN
(p-0,48)
10 0 0 8 0 20 0 30 2 0 0 20
Apoptose
(p-0,36)
10 0 0 5 0 50 1 80 2 3 0 50
. . b ab a ab
Displasia

(p-0,007)
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Figura 15. Epitélio de cobertura da regifio da faringe de rato de G-I; nota-se que o epitélio
pluriestratificado repousa sobre uma membrana basal delicada abaixo da qual se distribui
uma delicada rede de fibras colagenas e agrupamentos glandulares. Microscopia de Luz,
H&E,60X.
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Figura 16. Superficie de faringe de rato de G-I com epitélio pavimentoso
estratificado. Detalhes da distribuicio e do formato das células epiteliais e da delicada
camada hiperceratoérica. Microscopia de Luz, H&E, 80X.

Figura 17. Superficie de faringe de rato de G-11I com hiperceratose epitelial intensa e
vasodilata¢io na lAmina proépria. Microscopia de Luz, H&E, 60X.
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Figura 18. Superficie de faringe de rato de G-III com area de displasia leve . Microscopia
de Luz, H&E, 60X.

Figura 19. Superficie de faringe de rato de G-IV com displasia epitelial moderada.
Microscopia de Luz, H&E,60X.
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Figura 20 — Superficie de faringe de rato de G-1II com displasia intensa focal
(seta). Microscopia de Luz, H&E, 60X

Figura 21 — Superficie de faringe de rato de G-III com displasia intensa focal (seta).
Microscopia de Luz, H&E, 80X.

42
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5 DISCUSSAO

Diversos modelos experimentais t€ém sido descritos para avaliar o poder
carcinogénico de algumas substancias, das quais o 6xido de nitroquinolina (4NOO) ¢
uma das mais estudadas (Navarro et al., 1994; Teicher, 2006; Ribeiro & Salvadori,
2007; Minicucci et al. ,2010). Navarro et al.(1994) observaram alteragdes estruturais no
palato e na lingua de ratos a partir de dois meses da aplicacdo local didria dessa solugdo,
havendo inicialmente perda das rugosidades palatinas e reducdo das papilas linguais.
Alteragdes mais relevantes foram registradas nos animais expostos durante periodo
maior, sendo que aos seis meses a mucosa de contato apresentava aspecto papilomatoso
ou ulcerado. A analise histologica dessas areas revelou hiperceratose, disqueratose focal
acantolitica, além de carcinoma bem diferenciado. Ribeiro & Salvadori (2007)
estudando o poder carcinogénico dessa mesma substancia expuseram 40 ratos a ingestao
diaria de 6xido de nitroquinolina (4NOO) diluido em 4gua de beber, sendo evidenciado
apos 12 semanas, hiperplasia e displasia epitelial de forma leve ou moderada sobre a
mucosa da lingua. Alteragdes mais graves como displasia severa e carcinoma escamoso
foram observadas nesse sitio somente apos 20 semanas da exposi¢do. A mucosa da
gengiva mostrou-se mais resistente, ndo apresentando alteragdes relevantes com 12
semanas da exposi¢do, porém com 20 semanas foi registrada hiperplasia escamosa
gengival. LesOes orais pré-neopldsicas e expressdo aumentada da proteina p53 na
mucosa de lingua de ratos foram também observadas por Minicucci et al.(2010) em

estudo experimental utilizando a mesma substéncia.
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As pesquisas com o Oxido de nitroquinolina representam modelos
experimentais consagrados de carcinogése animal; entretanto os estudos que utilizam
tabaco e alcool s@o considerados valiosos pela maior proximidade com a realidade
clinica, além de merecerem destaque pela grande disseminagdo desses habitos na
populagédo (INCA, 2009).

A participagdo do tabagismo e do etilismo na génese do carcinoma das
mucosas das vias aéreas e digestivas superiores ¢ indiscutivel e tem sido exaustivamente
estudada na literatura, tanto em pesquisas clinicas (Graham et al.,1977; Walker et
al.,1979; Fant et al.,1998; IBGE,1998; Blot,1992; Brunin et al.,1999; Amorim et a./,
2003; Fardin et al.,2004; Freita et al., 2005; Guerra et al., 2005; Hecht, 2005; Hashibe
et al.,2007; Fernandes et al.,2007; Marur & Forastiere, 2008; Baykul ef al., 2010) como
em modelos experimentais animais (Dontenwill et al., 1973; Binns, 1975; Coggins,
2001; Mauderly, et al., 2004; Hutt et al, 2005; Witschi, 2007). Entretanto, a
contribui¢do isolada de cada um desses agentes carcinogénicos ¢ dificil de ser estimada
pela freqiiente associagdo de ambos os vicios em um mesmo individuo. Tal fato tem
incentivado os estudos experimentais controlados nos quais € possivel expor animais a
cada agente isoladamente ou em associagao.

Em relagdo ao tabagismo, a partir da década de 70, diversos modelos
experimentais foram propostos na literatura, diferindo-se entre eles quanto a espécie
animal, modo e tempo de exposi¢do. Hecht (2005), em interessante revisdo da literatura,
apresentou a relevancia e as dificuldades que cercam os modelos experimentais de
carcinogénese, envolvendo a exposi¢do de animais ao tabaco. O autor enfatiza a
importancia da reproducdo experimental de tumores relacionados ao cigarro, a fim de
concretizar as evidéncias epidemiologicas apontadas nas pesquisas clinicas, uma vez

que o tabaco € responsavel por 30% do total de oObitos por cancer em paises
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desenvolvidos. Destaca a necessidade de reproduzir as condi¢des experimentais mais
proximas possiveis da realidade, como conhecimento dos componentes do cigarro
utilizado e a frequiéncia e dose da exposi¢do. O autor salienta, que os animais possuem
estruturas anatomicas diferentes das do humano, como por exemplo, hipertrofia
apreciavel das conchas nasais, local que pode ser retida grande quantidade das
substancias nocivas inaladas. O comportamento do animal exposto a fumaca de cigarro
também ¢ diferente ao do homem, pois o animal tende a manter a respiragdo mais
superficial para se proteger do irritante inalatorio, ao contrario do tabagista que aspira
com voracidade a fumaca do cigarro. O autor apresentou diversos estudos com
exposicdo de animais de varias espécies aos componentes do tabaco, incluindo
camundongos (Hutt ez al., 2005), ratos (Mauderly et al., 2004), hamsters (Dontenwill ez
al., 1973), caes, coelhos e primatas ndo humanos (Coggins, 2001). As vias e o tempo de
exposi¢do diferiram entre os autores; alguns animais inalaram fumaga pela via nasal,
outros pelo traqueostoma, outros ainda foram totalmente expostos no interior de
camaras, a semelhan¢a dos animais deste estudo. O tempo de exposi¢do utilizado pelos
autores também variou muito, desde poucas semanas até aproximadamente 900 dias.
Parte da fisiopatologia dos mecanismos carcinogénicos relacionados as
substancias nocivas do tabaco e das bebidas alcoolicas ¢ conhecida entretanto ainda ha
muitos fendmenos a serem desvendados. A seqiiéncia de eventos patoldgicos parece ter
inicio com a instalacdo do processo inflamatoério sobre as mucosas, gerado a partir do
efeito térmico do cigarro e da acgdo irritativa dos componentes do tabaco, favorecida
pelo efeito vasodilatador das bebidas alcodlicas, permitindo a exposicdo da mucosa as
substancias nocivas do cigarro, responsaveis por alteragdes gendmicas e lesdes pré-
neoplasicas (Boffetta & Hashibe, 2006; Kawanishi et al., 2006). Chen ef al. (1994), em

estudo em hamsters, realizaram aplicagcdo oral de substancias nocivas do tabaco como



Discussdo 47

N-Nitrosonornicotina a 0,01% (NNN), associada ou ndo a nicotina a 6%, trés vezes por
semana durante 13 meses. Em biopsias orais (regido jugal) e gastricas foram
evidenciadas areas de hiperplasia, hiperceratose e displasia de grau moderado,
principalmente quando os animais foram expostos a associacdo dos agentes. A
exposi¢do aos componentes nocivos do tabaco por menor periodo foi estudada por
Papageorge et al.(1996), durante avaliagdo dos efeitos das nitrosaminas,
especificamente da N-Nitrosonornicotina (NNN), sobre a mucosa oral de 36 hamsters,
por meio de aplicag@o local da substancia em suspensido em 6leo mineral, cinco dias da
semana durante 24 semanas, sendo os animais sacrificados em diferentes momentos (6,
8, 12 e 24 semanas). Com seis semanas, os autores observaram hiperemia no local da
aplica¢do; com 12 semanas constataram hiperplasia epitelial e inflamagdo; com 24
semanas observaram displasia leve. Os resultados deste estudo indicaram que a
alteracdo mais precoce € o processo inflamatdrio, o qual pode ser identificado também
clinicamente durante exame oral das mucosas de pacientes fumantes e etilistas,
representado pelo edema e congestao.

Lesdes orais mais relevantes como hiperplasia e leucoplasia das mucosas
da boca, faringe, laringe sdo respostas da exposi¢do cronica e mais duradoura aos
agentes irritativos, como observado em pacientes com muitos anos de vicio e com carga
tabagica elevada. O processo inflamatdrio cronico das mucosas tem sido considerado
um componente critico no desenvolvimento e na progressdo das lesdes epiteliais como
hiperplasias, disqueratoses, displasias e neoplasias, uma vez que resulta da persisténcia
dos estimulos inflamatérios ou da falta de regulacdo dos mecanismos endogenos
antiinflamatérios. Histologicamente, a inflamacdo crdonica é representada por aumento
do niimero dos vasos da lamina propria, fibrose e infiltrado de células inflamatorias

como linfécitos, neutréficos, macrofagos e plasmocitos. Essas células inflamatorias
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podem gerar grandes quantidades de fatores de crescimento e citocinas e liberar radicais
livres de oxigénio e de nitrogénio, capazes de causar danos ao DNA, induzindo a
continua proliferagdo celular e at¢é mesmo ao desenvolvimento de neoplasias. Esses
mecanismos podem ser confirmados pelo freqiiente encontro de processo inflamatorio
nas laminas histologicas orais de pacientes portadores de displasias e de carcinomas
(Kawanishi et al., 2006; Codefio & Finol, 2008).

Como constatado acima, as pesquisas tém enfatizado a importancia do
processo inflamatorio cronico na génese de lesdes pré-neopldsicas ou neoplésicas;
entretanto os parametros relacionados a inflamag@o ndo foram relevantes no presente
estudo, sendo observado apenas, em poucas bidpsias da lingua e da faringe, aumento no
nimero de vasos e infiltrado de linfécitos e de polimorfonucleares neutrofilos,
ressaltando-se o encontro de algumas dessas alteracdes também nos animais do grupo
controle. Uma possivel explicacdo ¢ a maior resisténcia das mucosas das vias aéreas e
digestivas, especialmente da lingua, da espécie animal utilizada neste estudo (ratos)
sobre a acdo inflamatéria dos agentes irritativos, quando comparada ao humano.
Corrobora com essa hipotese, a auséncia de alteragdes macroscopicas com relagdo ao
aspecto, integridade, forma, consisténcia ou textura nas andlises macroscopicas dos
fragmentos de lingua ou faringe apods o sacrificio desses animais. Outra possivel
explicacdo ¢ o tempo reduzido de exposicdo didria dos animais a inalagdo de fumaga de
cigarro, durante apenas 30 minutos, havendo tempo suficiente para recuperacido do
epitélio no restante do dia, ao contrario da exposi¢do continua a ingestdo de etanol.

Embora o processo inflamatorio ndo tenha sido relevante nas andlises
histolégicas do presente estudo, outras importantes alteracdes foram registradas nos
animais dos grupos expostos diariamente aos agentes agressores, GII, GIII e GIV, como

hiperceratose, hiperplasia das células basais e das células apicais. Essas alteragdes sdo
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consideradas benignas e algumas delas foram também observadas nos animais do grupo
controle, embora em menor intensidade, especialmente nas biopsias da faringe. A
camada de queratina que envolve as papilas filiformes ¢ a mucosa faringea desses
animais representa protecdo aos traumatismos repetidos durante a alimentacio e pode se
apresentar mais desenvolvida com as agressdes constantes do epitélio (Evan &
Vousden, 2001; Taybos, 2003; Kumar et al., 2005b).

A reacdo proliferativa das células dos tecidos expostos a agressdo
continua é comumente observada nas inflamagdes cronicas e desencadeada pelo contato
com substancias irritativas sobre as mucosas respiratdrias, como alcool e o tabaco
(especialmente benzopireno, nitrosaminas e etanol). A hiperplasia das células epiteliais
tanto basais como apicais e a hiperceratose podem também ser observadas em outras
comorbidades como, por exemplo, na moniliase oral e no papiloma virus das mucosas
respiratdrias. Spolidorio et al. (2003) e Fernandes & Crivelini (2004) descreveram
alteracdes epiteliais orais secunddrias a presenca da Candida sp em bidpsias de boca,
destacando as hiperplasias fibrosas inflamatérias e as hiperceratoses. As alteracdes no
equilibrio da estabilidade celular do epitélio das mucosas podem ser secundérias a
exposi¢do aos componentes do cigarro e ao etanol, e representadas por hiperplasia
fibroepitelial inflamatoria, displasia ou até mesmo carcinoma. A hiperplasia representa
prolifera¢do natural no nimero de células, secundéria a intensa atividade mitdtica de
tecidos capazes de responder aos estimulos irritativos, porém mantém sempre o padrdo
morfologico das estruturas epiteliais ¢ da membrana basal. A hiperplasia epitelial pode
ser acompanhada de fibrose, aumento de vasos da lamina propria e infiltrado
inflamatério, eventos estes pouco expressivos neste estudo (Evan & Vousden, 2001;

Kumar et al, 2005b; Gordon-Nuiiez et al., 2008).
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Células apoptoticas foram identificadas exclusivamente nos animais
expostos aos agentes agressores. A apoptose corresponde a morte celular programada e
tem por finalidade eliminar células que sao lesadas de modo irreparavel, limitando lesdo
tecidual paralela. Na seqiiéncia de eventos do ciclo celular, essas células apoptoticas sdo
fagocitadas por macréfagos, responsaveis pela “limpeza” dos tecidos danificados.
Morfologicamente, a apoptose caracteriza-se por encolhimento celular, condensagdo da
cromatina, formag¢do de bolhas citoplasmaticas e corpos apoptoticos. A célula em
apoptose apresenta-se menor em tamanho, seu citoplasma torna-se mais denso, as
organelas citoplasmaticas encontram-se compactadas e a cromatina mais condensada.
Ao exame histolégico, pela coloragio de H&E, a célula em apoptose apresenta-se
ovalada ou arredondada, com citoplasma intensamente eosinofilico e ntcleo com
fragmentos densos de cromatina (Evan & Vousden, 2001; Danial & Korsmeyer, 2004;
Edinger & Thonpson, 2004; Kumar et al., 2005a; Robbins & Cotran, 2010). O encontro
de células em apoptose indica renovacdo do epitélio e pode representar evento natural
ou resposta a agressdo, uma vez que as células com danos ao DNA ou com mutacdes
ndo devem sofrer mitose e se proliferar, mas sim serem induzidas a morte programada.
Neste cenario de controle acirrado do ciclo celular, os genes supressores de tumores
(GST) tém papel fundamental, especialmente o GST p53, considerado guardido do
genoma, e responsavel pela identificagdo de células com danos ao DNA ou com
mutagdes (Blons & Laurent-Puig, 2003; Gascon & Crook, 2003). Quando identificadas,
essas células sdo induzidas a interrupcdo do ciclo celular ou a apoptose, impedindo
desta forma a perpetuacdo de mutagdes incompativeis com o funcionamento celular. As
alteragdes nos GST sdo vistas como as mais significativas na promoc¢do da
carcinogénese, sendo que as alteracdes no GST p53 estdo presentes em 33 a 76% dos

canceres orais (Weinberg, 2008). Estando prejudicado esse importante meio de
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vigilancia tumoral, muitas células mutadas e cancerigenas conseguem se proliferar
dando origem as neoplasias.

Para alguns autores o indice de apoptose pode ser indicativo do grau de
agressividade tumoral. Indicadores histologicos de proliferagdo e morte celular tém sido
utilizados como ferramentas importantes no diagndstico e prognostico de lesdes orais.
Jain et al. (2009) avaliaram o indice de apoptose em lesdes pré-neoplasicas de células
escamosas da cavidade oral e constataram valores mais elevados desses indices nas
displasias e carcinomas escamosos bem diferenciados; contrariamente, observaram
diminui¢@o desses indices nos carcinomas indiferenciados e mais agressivos, indicando
que nesses tumores de pior prognostico, as células cancerigenas “driblam” a via da
apoptose e continuam se multiplicando desenfreadamente.

A continuidade da exposi¢do aos agentes carcinogénicos pode levar ao
crescimento desordenado das células das camadas epiteliais basais e apicais dando
origem as displasias (Jaber et al, 1999; Lentsch & Myers, 2010). As displasias
epiteliais foram registradas neste estudo tanto nas biopsias de faringe como de lingua,
sendo discretamente mais evidentes nos grupos GII e GIII. Ressalta-se o encontro de um
caso de displasia severa em uma bidpsia de faringe de um animal de GIII (expostos ao
tabagismo) e em trés biopsias de lingua de animais de GII (expostos ao etilismo) e em
dois animais de GIV (expostos simultaneamente ao tabagismo e etilismo),
correspondendo ao carcinoma in situ. Ao contrario dos demais pardmetros histoldgicos
estudados, a apoptose e a displasia epitelial ndo foram evidenciadas em nenhum animal
do grupo controle. Fato curioso e intrigante foi que essas lesdes mais preocupantes nao
foram identificadas nos exames macroscopicos, ndo sendo constatada nenhuma area de

leucoplasia, eritroplasia ou ulcerag@o nos fragmentos removidos em lingua e faringe.
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Displasia epitelial da mucosa oral constitui uma série de alteragdes
histoldgicas relacionada a capacidade de malignizagdo do epitélio escamoso como:
estratificacdo irregular, perda da polaridade das células das camadas basais, figuras
epiteliais anormais, aumento do nimero de mitoses, mitoses anormais, queratinizagao
prematura das células, pérolas de queratina, variagcdes anormais do tamanho e da forma
nuclear, variagdes anormais do tamanho e da forma celular, aumento da propor¢do
nucleo/citoplasma, aumento do tamanho nuclear, mitoses atipicas, hipercromatismo e
aumento do nimero ou tamanho do nucléolo (Bouquota et al.,2006; Aguirre & Aguirre,
2008; Robbins & Cotran, 2010). Nas displasias leves as alteracdes epiteliais limitam-se
as camadas basais; nas moderadas envolvem até dois ter¢os do epitélio e nas graves
estdo presentes em mais de dois ter¢os ou em todo o epitélio (Robbins & Cotran, 2010).

Clinicamente as dareas de displasia podem ser apresentadas como
leucoplasias, liquem plano ou eritroplasias, sendo todas consideradas sinais de alerta,
merecendo monitoramento constante, especialmente em pacientes fumantes e etilistas
cronicos. Pacientes com displasias epiteliais apresentam riscos cinco vezes maiores de
desenvolver carcinoma espinocelular do que aqueles que aqueles ndo as apresentam
(Kramer et al., 1978; Aguirre & Aguirre, 2008). Entretanto, deve-se considerar que a
presenca de displasia ndo € sinénimo de malignizacdo e essa lesdo pode ser
diagnosticada mesmo na populacdo mais jovem. Morger et al.(2010), avaliaram a saiude
bucal de uma populagdo, procurando determinar os fatores de risco relacionados as
possiveis lesdes orais em adultos jovens entre 17 e 24 anos de idade. Analisaram as
respostas de um questiondrio, seguido de exame bucal de 615 pacientes, sendo
identificadas 468 lesdes, das quais 445 (95,09%) foram classificadas como condicdes
comuns (pequenas alteragdes de tecidos moles, variagdes anatOmicas, etc). Nos

pacientes que apresentaram lesdes mais preocupantes, o0s autores constataram
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porcentagem elevada de fumantes e de consumidores de alcool, sendo registradas oito
lesdes leucoplasicas.

Em interessante revisdo da literatura, Proia et al. (2006) reportaram que o
uso do tabaco afeta principalmente a superficie do epitélio oral, gerando mudangas que
podem abranger tanto aumento na pigmenta¢do, como espessamento das camadas
celulares e do estrato cérneo (hiperceratose), resultando em leucoplasia. Alvarez Gémez
et al.(2008) registraram as principais alteracdes histologicas encontradas em 48 bidpsias
de cavidade oral de pacientes fumantes, destacando-se: hiperceratose, células
inflamatorias, fibrose submucosa oral, displasia epitelial, carcinoma de células
escamosas € um carcinoma in situ. Os autores salientam que a severidade das lesdes
relaciona-se com diversos fatores, entre eles predisposicdo genética e dieta, além dos
agentes quimicos dos componentes do cigarro. Jaber et al.(1999) confirmaram o papel
nocivo do tabaco e do alcool durante estudo de 630 pacientes portadores de displasia de
mucosas orais, constatando que estas lesdes estavam relacionadas diretamente ao
consumo excessivo de cigarros/dia (acima de 20 unidades) e a ingestdo de bebidas
alcodlicas.

Pelo exposto, nota-se que a literatura ¢ vasta em demonstrar as
evidéncias da participacdo do alcool e do tabaco no desenvolvimento de displasias orais,
entretanto, o papel do tabaco parece ser mais notorio que o do alcool, quando
investigados isoladamente. Hosni et a/.(2009), estudando os fatores de risco
relacionados as leucoplaisas e eritroplasias em 13 pacientes, constataram prevaléncia de
idade acima de 57 anos, predile¢do pelo palato mole (77% dos casos), tabagismo e
etilismo em 100 e 46% dos casos, respectivamente. Em revisdo sistematica sobre os
fatores de riscos relacionados ao carcinoma de cabeca e pescogo, Hashibe et al. (2007)

incluiram 10.244 pacientes portadores de CEC de 15 estudos, dos quais 1.072 ndo eram
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fumantes e 1.598 ndo era etilistas; os demais apresentavam associagdo de ambos 0s
habitos. Entre os ndo alcoolicos o cigarro representou importante fator de risco para o
desenvolvimento do cancer, estando diretamente relacionado ao niimero, freqiiéncia e
duragcdo do habito. Entre os que nunca fumaram, o risco de cancer esteve presente
apenas nos consumidores de altas doses. Esse resultado induz-nos a raciocinar sobre o
maior risco do tabagismo para o desenvolvimento do cancer, quando comparado ao
etilismo.

Resultados interessantes em pesquisas experimentais relacionadas aos
componentes do cigarro foram também apresentados na literatura, mesmo com tempo
de exposi¢do muito pequeno. Tomassini et al.(2007), administraram nicotina na agua de
beber de ratos durante apenas trés semanas e observaram alteragdes importantes no
diametro das papilas fungiformes, sem que houvesse alteragdo no nimero total delas na
superficie da lingua.

A agfo do tabaco parece ser mais relevante, porém sua associagdo com o
alcool potencializa os riscos relacionados ao desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas
e neoplasicas. Rooban et a/.(2009) avaliando a prevaléncia de lesdes na mucosa oral em
500 usudrios abusivos de alcool, examinados durante um periodo de dois anos,
observaram melanose, fibrose submucosa oral e leucoplasia (10,2%, 8% e 7,4%
respectivamente), sendo que deste total, 76% dos que apresentaram lesdes eram
tabagistas, concluindo que o risco de desenvolver lesdes aumenta com a intensidade e
freqii€éncia do uso de tabaco, associado ao uso abusivo de alcool.

A exata fisiopatologia dos eventos relacionados ao processo da
carcinogénese ¢ muito discutida na literatura e parece seguir trés modelos principais:
aditivo, exponencial ou sinérgico. No modelo aditivo os efeitos nocivos de cada agente

sdo somados independentemente; no exponencial esses efeitos sdo multiplicados e no
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sinérgico os efeitos sdo produzidos como conseqiiéncia da a¢do de ambos os fatores
conjuntamente (Gigliotti e al., 2008). O efeito sinérgico entre alcool e tabaco pode ser
facilmente reconhecido pela acdo vasodilatadora do etanol, responsavel pelo aumento
da permeabilidade da mucosa, facilitando a passagem de agentes carcindgenos
derivados do tabaco para a célula, causando lesdes no DNA. A acdo sinérgica do alcool
¢ também representada pela sua atuagdo como solvente, aumentando a permeabilidade
celular a penetracdo dos agentes cancerigenos para as mucosas (Blot,1992; Fernandes et
al., 2007). Deve-se considerar também que as bebidas alcodlicas possuem diversos
agentes carcinogénicos, destacando-se: componentes aromadticos, alcaloides, N-
nitrosamina, hidrocarbonetos policiclicos, micotoxinas, uretano, tanino, entre outros. No
entanto, o acetaldeido, principal metabolito do etanol, parece ser o importante precursor
das neoplasias. O metabolismo do etanol a acetaldeido € realizado no figado por trés
enzimas: alcool desidrogenase (ADH), catalase e o sistema microssomal de oxidagdo do
etanol (SMOE) que essencialmente parte do citocromo P450. Em seguida, o acetaldeido
¢ oxidado a acetato pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH) e depois em acetil —
CoA. A indugdo das enzimas de metabolizagdo do citocromo P-450 pelo etanol pode
aumentar a ativacdo metabdlica de agentes carcindgenos, bem como o estresse
oxidativo, precursores de neoplasias (Fernandes et al.,2007). Além dessas vias, o 4lcool,
por acdo indireta, pode provocar atrofia das mucosas orais e das glandulas salivares e,
conseqiientemente, diminui¢do da secre¢do salivar, resultando na diminuigao da limpeza
oral e aumento local da concentracdo de substancias pro-carcinogénicas e carcinogenos.
O alcool fornece muitas calorias o que desmotiva a ingestdo de alimentos mais
saudaveis, levando a deficiéncias nutricionais, hipovitaminoses, especialmente a
hipovitaminose A. O alcoolismo parece alterar também as fungdes hepaticas e o sistema

imunologico, favorecendo ainda a ativacdo de pro-carcindogenos e aumento do



Discussdo 56

acetaldeido, pela maior atividade da enzima &lcool desidrogenase ou diminui¢do da
aldeido desidrogenase (Wight & Ogden, 1998; Blot, 1992; Franco et al.,1989; Seitz et
al., 2001; Figuero-Ruiz et al., 2004; Purohit et al., 2005; Fernandes et al., 2007). A
atrofia das mucosas provocadas pelo alcool ndo se restringe a mucosa oral, estendendo-
se também a laringe. Maier ef a/.(1999), durante exposicao de ratos a ingestdo de dietas
contendo etanol por seis meses observaram significante redu¢do na espessura do epitélio

gldtico, especialmente proximo as comissuras anteriores e posteriores,
sugerindo susceptibilidade desse epitélio a acdo de agentes carcinogénicos, mesmo sem
haver contato direto com essas substancias.

Além dos mecanismos acima apresentados, Figuero-Ruiz et al.(2004),
em extensa revisdo sobre os mecanismos de agdo do alcool, incluiram ainda a
participagdo da microflora bacteriana na oxidacdo do etanol, sendo produzida grande
quantidade de acetaldeido durante o consumo de bebidas alcodlicas, especialmente em
sujeitos com predominio da flora aerdbica oral (Streptococcus salivarius, Streptococcus
viridans, Corynebacterium sp., Stomatococcus sp.), sendo o processo dose dependente.

O potencial carcinogénico do dalcool estd diretamente relacionado a
concentragdo de etanol nas bebidas destiladas, ao numero de doses didrias e ao tempo
do vicio (Huang et al,2003; Aguirre & Aguirre, 2008). Estudos experimentais
utilizando etanol demonstraram resultados interessantes. Kassis et a/.(2007), em modelo
de carcinogénese no qual ratas Wistar lactantes ingeriram etanol na concentragdo de
20%, durante 21 dias, constataram diminui¢do significativa do peso corporal de seus
filhotes e hipotrofia das células epiteliais palatinas, reflexo da toxicidade do etanol em
todo o organismo. Outros estudos experimentais em animais registraram proliferacao de

células epiteliais em mucosa oral apos exposi¢do cronica ao alcool durante seis e 12
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meses, corroborando com os resultados deste estudo. (Maito et al., 2003; Carrard et al.,
2008).

Taybos (2003) resumiu as principais alteracdes orais observadas em
pacientes fumantes cronicos, destacando aumento na pigmentacdo das mucosas;
espessamento do epitélio (hiperceratose), podendo ser vista como lesdo branca ao
exame clinico; aumento de nimero de doencas periodontais e de caries; manchas
melanicas (melanose do fumante), que acometem 5 a 21,5% dos casos, produzidas pelo
estimulo dos melandcitos a partir dos componentes irritativos do cigarro; estomatite
nicotinica, mais freqiiente em palato e caracterizada como mancha avermelhada; lingua
pilosa negra, secundaria ao crescimento das papilas filiformes a partir de sua
queratinizagdo exagerada, sendo recoberta por pigmentos de nicotina.

Neste estudo, em algumas bidpsias de lingua e de faringe foram
detectadas displasias graves, consideradas carcinoma in sifu. Essas lesdes podem se
transformar em carcinoma em 4 a 18% dos casos (Alvarez-Gomez et al., 2008; Rooban
et al., 2009). Lesdes potencialmente malignas se desenvolvem pelo contato com os
componentes irritativos do tabaco, os quais uma vez absorvidos, passam a interferir na
replicacdo do DNA. O CEC corresponde a mais de 90% dos casos (Lentsch & Myers,
2010). Para Reibel (2003) o tipo de tabaco ndo € relevante na génese das lesdes orais,
mas sim a quantidade inalada, facilitando os efeitos das substincias do cigarro na
inducdo de mutagdes no DNA. O sinergismo entre o tabaco e o dlcool tem sido estimado
em 75 a 90% de todos os tipos de cancer e teorias para explicar este fato apdiam o
aumento da permeabilidade do epitélio oral, ficando este mais sensivel aos efeitos
deletérios do tabaco.

Neste estudo, especificamente nos grupos de animais expostos a inalagao

da fumaca de cigarro (grupos III e IV), a metodologia utilizada possibilitou a
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sensibilizacdo pelo agente apenas durante 30 minutos ao dia, mimetizando uma
exposi¢ao aguda. Apesar desse curto periodo de exposicdo, a cronificacdo do processo
ao longo dos 260 dias do experimento, ratificou a obtengdo dos maiores indices de
alteragdes displasicas no grupo III (tabaco), especialmente nas biopsias de faringe.
Ressalta-se que mesmo nesses casos, a identificagdo macroscopica dessas lesdes nao foi
possivel, o que refor¢a a importancia do estudo histoloégico por meio de bidpsias.

Frente as consideragdes apontadas, seria esperadol que neste estudo as
alteracdes histologicas mais marcantes fossem registradas nos animais de GIV, expostos
simultaneamente ao tabagismo e ao etilismo, o que ndo ocorreu, uma vez que as analises
estatisticas dos resultados histoldgicos ndo determinaram diferengas significativas entre
0s grupos expostos aos agentes, diferindo-se apenas dos animais do grupo controle.
Acredita-se que resultados mais expressivos poderiam ser obtidos com aumento do
tempo de exposi¢do aos agentes agressores, especialmente a inala¢do de fumaga de
cigarro.

Finalmente, ressalta-se que o desenvolvimento das neoplasias depende da
interag@o de diversos fatores ambientais (considerados carcinogénicos ou cancerigenos)
e fatores relacionados ao hospedeiro (idade, raga, sexo, mutagdes espontineas e
herdadas). Na grande maioria dos canceres, as mutagdes verificadas sdo causadas
espontaneamente ou induzidas por fatores ambientais. Aproximadamente 80% das
neoplasias estdo relacionadas direta ou indiretamente aos agentes extrinsecos ou
ambientais com potencial mutagénico, nos quais o alcool e o tabaco se enquadram.
Salienta-se a participacdo de outros fatores de risco para o desenvolvimento do cancer
das vias aéreas como a exposi¢do ocupacional a substincias carcinogénicas como

fumacga de cromatos, pigmentos, po de algodao, pesticidas , pd de madeira, dietas pobres
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em frutas, verduras e legumes, exposicdo a virus oncogénicos, imunodeficiéncia e
higiene bucal inadequada.(Stopelli & Crestana; Oliveira ef al.,2008)

Indubitavelmente, a associacdo entre alcool e tabaco esta presente em 65
a 90% dos pacientes com cancer bucal. Os riscos sdo proporcionais ao tempo de
consumo durante a vida e ao numero de cigarros consumidos ao dia. Esses riscos se

estendem também aos fumantes passivos (Okoli et al.,2007).
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6 CONCLUSAO

A ingestdo cronica de etanol e a exposi¢cdo a fumaga de cigarro de ratos
mantidos nas condi¢des experimentais deste estudo durante 260 dias determinaram
lesdes importantes nas mucosas de lingua e da faringe, as quais variaram desde eventos
benignos como hiperplasias de células epiteliais, hiperceratose e inflamacdo, até
alteracdes mais relevantes como displasias de diversos graus, incluido o carcinoma in
situ. Esses resultados demonstram os efeitos deletéricos do alcool e do tabaco sobre as

mucosas da lingua e da faringe.
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