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Efeito genotoxico do etanol em células da mucosa bucal

Genotoxic effect of ethanol on oral mucosa cells
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RESUMO: O etanol é um dos agentes quimicos relacionados ao desenvolvimento de neoplasias malignas bucais. Os
micronucleos sao porcoes de cromatina que permanecem proximas ao nucleo, resultantes de mitoses aberrantes apos
a acao de agentes genotoxicos. Dessa forma, sua ocorréncia reflete o grau de exposicao celular a carcinogenos. O obje-
tivo deste trabalho foi avaliar a freqiéncia de micronucleos em células esfoliadas da lingua e da mucosa jugal de indivi-
duos dependentes quimicos de etanol. A amostra constou de células esfoliadas da lingua e da mucosa jugal de 40 indi-
viduos alcodlatras nao fumantes e de 20 abstémios de alcool e fumo. As células obtidas foram coradas pelo método de
Feulgen e contracoradas pelo “Fast Green”. Observou-se um aumento estatisticamente significativo da frequiéncia de
micronucleos em células esfoliadas da lingua no grupo de individuos expostos ao etanol em relacao ao grupo controle
(p < 0,01). A freqiiéncia de micronucleos em células esfoliadas da mucosa jugal apresentou-se maior no grupo de indi-
viduos alcodlatras quando comparado ao grupo controle, porém nao houve diferenca estatisticamente significante
(p > 0,05). Conclui-se, portanto, que o consumo excessivo de etanol promove alteracoes efetivas em células da mucosa
bucal, mesmo na auséncia de exposicao ao fumo. Tais alteracdes apresentam-se mais expressivas no bordo lateral de
lingua, um sitio mais exposto a acdo de carcinégenos quando comparado a mucosa jugal.

UNITERMOS: Neoplasias bucais; Etanol; Micronucleos.

ABSTRACT: Ethanol is one of the chemicals related to the development of oral malignant neoplasms. Micronuclei are
chromatin fragments which, after aberrant mitoses, do not become included in the main nucleus. They have been
used as indicators of genotoxic damage in cells exposed to carcinogens. The aim of this study was to assess the fre-
quency of micronuclei in exfoliated cells from the tongue and buccal mucosa of alcoholic individuals. Samples were
taken from the tongue and buccal mucosa of 40 alcoholic individuals who did not smoke, and from 20 alcohol and to-
bacco abstainers. Cells were stained with the Feulgen reaction and counterstained with Fast Green. A significant in-
crease in the frequency of micronuclei in tongue cells was found in the group of subjects exposed to alcohol, when
compared to the control group (p < 0.01). The frequency of micronuclei in buccal mucosa cells was higher in the group
of alcoholic individuals, when compared to the control group, although there was no significant difference (p > 0.05).
Our results indicate that excessive alcohol consumption may induce effective alterations on oral mucosa cells, even
without exposure to tobacco. These alterations are more expressive in the tongue, which is a site more exposed to the
action of carcinogens, when compared to the buccal mucosa.

UNITERMS: Mouth neoplasms; Ethanol; Micronuclei.

INTRODUCAO

Diversos agentes influem de forma genotoxica
nas células e estdo relacionados aos varios esta-
gios da carcinogénese. Com relacao a cavidade bu-
cal, o fumo tem sido descrito como o principal fator
de risco no desenvolvimento de lesées malignas e
pré-malignas'®****. O consumo de alcool, por outro
lado, é citado como forte agente potencializador no
desencadeamento de lesoes cancerosas®. Em indi-
viduos que fumam, o consumo de alcool apresenta

comprovadamente um efeito sinergistico na indu-
cao de cancer bucal'®®. Porém, o efeito do alcool
isoladamente na inducao de lesoes cancerosas pa-
rece permanecer mal esclarecido, ainda que a sua
atividade mutagénica tenha sido descrita por di-
versos autores'®”. Os micronucleos sédo porcoes de
cromatina resultantes de mitoses aberrantes que
permanecem proximas ao nucleo celular, e sua
freqiiéncia tem sido utilizada para avaliar o grau
de injuria genotoxica ao qual as células animais
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estdo expostas'. Este trabalho se propode a investi-
gar a freqiiéncia de micronticleos enquanto marca-
dor biologico para exposicdo celular a carcinoge-
nos, em células esfoliadas da cavidade bucal de
individuos alcoodlatras.

MATERIAL E METODOS

Selecao dos individuos e coleta de células
esfoliadas da mucosa bucal

Antes de iniciar-se a selecao de individuos para
a pesquisa, o projeto foi submetido a Comissao de
Etica do Hospital Ana Nery, recebendo parecer fa-
voravel para o inicio dos trabalhos. Procedeu-se
entao a selecao do grupo de estudo que constou de
40 individuos nao fumantes, dependentes quimi-
cos de etanol internados no Hospital Psiquiatrico
Ana Nery, Salvador - Bahia. A entrevista foi condu-
zida em ambiente de total privacidade, e por meio
de questionario padronizado quantificou-se o con-
sumo semanal de etanol. Apés a entrevista, foi rea-
lizada a coleta de células de descamacao da muco-
sa jugal e do bordo lateral da lingua dos individuos
alcodlatras com o auxilio de um “cytobrush” (Ca-
nadian Medical Brush Inc., Ontario, Canada), que
foi agitado em soro fisiologico. O material foi entao
centrifugado a 1.500 rpm durante 10 minutos e o
sobrenadante desprezado, obtendo-se dessa forma
um precipitado com alta concentracao de células
esfoliadas. Estas foram fixadas em solucao meta-
nol:acido acético (3:1) e posteriormente transferi-
das para laminas limpas, imidas e geladas. Apos
secagem durante 24 horas, as laminas contendo
células esfoliadas foram submersas em solucao de
HCI 1 N por 30 minutos. Procedeu-se a coloracao
com a reacao de Feulgen e a contracoloracao com o
“Fast Green”. Em seguida, as células foram desi-
dratadas em etanol e clarificadas em xilol. Tais
procedimentos foram revistos por Stich et al*
(1992). As laminas foram montadas com laminu-
las, utilizando-se balsamo do Canada. O grupo
controle foi constituido por 20 individuos absté-

mios de alcool e fumo, nao psiquiatricos, selecio-
nados numa comunidade religiosa de Salvador, no
qual foram realizados os mesmos procedimentos
do grupo de alcoodlatras. Os sitios de coleta das cé-
lulas dos individuos de ambos os grupos estavam
livres de alteracoes tais como ulceracoes ou outras
lesoes.

Analise de micronucleos e de células
micronucleadas

Realizou-se a contagem de no minimo 1.000 cé-
lulas de cada sitio para a analise de células micro-
nucleadas e de micronucleos por célula. A avalia-
cado das laminas foi procedida em teste cego, em
que o observador nédo teve conhecimento dos gru-
pos e dos sitios estudados. Os critérios utilizados
para identificacdo de micronucleo foram os previa-
mente estabelecidos por Coutryman, Heddle®
(1976): 1) presenca de material nuclear; 2) ter in-
tensidade de luz maior ou igual a do nucleo; 3) ter
forma circular ou oval; 4) possuir area menor do
que 1/5 do nucleo; 5) estar completamente sepa-
rado do nucleo.

Para o estudo estatistico, utilizou-se o teste de
Mann-Whitney, na comparacao das variaveis men-
suradas entre os grupos de individuos expostos e
nao expostos ao etanol. O grau de correlacao entre
as variaveis de interesse foi calculado através do
teste de Spearman.

RESULTADOS

Para a analise dos resultados, compararam-se
os dois grupos de estudo, constituidos por indivi-
duos expostos e nao expostos ao etanol, avalian-
do-se a idade, o sexo, as células esfoliadas da lin-
gua e da mucosa jugal, as células micronucleadas
e os micronuUcleos. Nos individuos expostos, obser-
vou-se consumo semanal mediano de 2.555 ml de
etanol e média de 25,5 anos de exposicao. A Tabe-
la 1 demonstra que todos os individuos analisados
pertenciam ao sexo masculino, com meédias de ida-

TABELA 1 - Distribuicdo do sexo, idade e de células esfoliadas da lingua e da mucosa jugal em individuos expostos e

nao expostos ao etanol.

) Idade (anos) Células da lingua (n) Células da mucosa jugal (n)
Individuos n Sexo - -
Mé¢dia £ DP Mediana 1Q Mediana 11Q
Expostos 40 M 42,0+94 2.042,5 2.144,0 1.560,0 1.780,0
Nao expostos 20 M 4234199 3.178,0 3.103,0 1.574,0 1.393,0
Valor de p 0,9875 0,4284 0,5356

DP: desvio padréao; IIQ: intervalo interquartilico.
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TABELA 2 - Distribuicao de células micronucleadas na
lingua e na mucosa jugal em individuos expostos e nao
expostos ao etanol.

TABELA 3 - Distribuicao de micronucleos na lingua e na
mucosa jugal em individuos expostos e ndo expostos ao
etanol.

Células micronucleadas (%)

Individuos | n Lingua Mucosa jugal

Mediana| 1IQ |Mediana| IIQ

Micronucleos (%)

Individuos | n Lingua Mucosa jugal

Mediana| IIQ |Mediana| IIQ

Expostos 40| 0,22 0,20 0,07 0,20

Expostos 40 0,23 0,19 0,07 0,21

Nao expostos | 20 0,05 0,15 0,04 0,18

Nao expostos| 20 0,05 0,16 0,04 0,25

Valor de p 0,0009* 0,3493

Valor de p 0,0006* 0,3971

IIQ: intervalo interquartilico. *Estatisticamente signifi-
cante ao nivel de 1% (teste de Mann-Whitney).

de semelhantes. Nao foi observada diferenca esta-
tisticamente significante na distribuicao de células
examinadas da lingua e mucosa jugal nos dois
grupos de estudo (p > 0,05).

Comparando-se as células micronucleadas da
lingua dos individuos expostos e nao expostos ao
etanol foi encontrada diferenca significante entre
os grupos (p < 0,01). Observa-se também que a
mediana da freqiiéncia de células micronucleadas
na mucosa jugal é maior no grupo que consome
etanol do que nos individuos abstémios, apesar de
a diferenca nao ser estatisticamente significante
(p > 0,05; Tabela 2).

Em relacdo ao micronucleo, comparando-se os
dois grupos de estudo, a mediana da freqiéncia
foi significativamente maior somente na lingua
(p < 0,01; Tabela 3).

Unindo-se os dois sitios estudados, observa-se
que as medianas das freqiiéncias de células micro-
nucleadas e de micronucleos foram significativa-
mente maiores no grupo de individuos expostos,
quando comparado ao grupo controle (p < 0,01;
Tabela 4).

A correlacao de Spearman entre as freqiiéncias
de células micronucleadas da lingua e da mucosa
jugal nos individuos expostos (r = 0,503; p = 0,7577)
e nao expostos (r = 0,3721; p = 0,1062) nao foi esta-
tisticamente significativa. Em relacao aos micronu-
cleos, tal correlacao no grupo de individuos expos-
tos ao etanol (r = 0,0121; p = 0,9411) e no de nao
expostos (r = 0,4192; p = 0,0658) também nao apre-
sentou significancia estatistica.

DISCUSSAO

O cancer bucal é a sexta neoplasia maligna
mais comum no mundo, sendo o carcinoma epi-
dermoide a sua forma mais prevalente. Na Europa,

IIQ: intervalo interquartilico. *Estatisticamente signifi-
cante ao nivel de 1% (teste de Mann-Whitney).

TABELA 4 - Distribuicao total de células micronuclea-
das e de microntucleos, em individuos expostos e ndo ex-
postos ao etanol.

Células
Individuos | n |micronucleadas (%)

Mediana IIQ |Mediana| T1IQ
Expostos 40 0,18 0,14 0,18 0,12
Nao expostos| 20 0,09 0,10 0,11 0,11
0,0004* 0,0008*

Micronucleos (%)

Valor de p

IIQ: intervalo interquartilico. *Estatisticamente signifi-
cante ao nivel de 1% (teste de Mann-Whitney).

particularmente a Franca tem uma alta incidéncia
do cancer orofaringeo que é aproximadamente
duas vezes maior que nos Estados Unidos®. Paises
em desenvolvimento como a India, Sri Lanka, Viet-
na do Sul e Brasil figuram na literatura com altas
taxas de cancer bucal, variando a sua prevaléncia
de regido para regiao®". O cancer é considerado
como resultado de multiplos erros e mudancas ge-
néticas que se acumulam nas células levando a
sua degeneracao’. A sua origem multifatorial torna
o controle mais dificil do que em outras doencas e
os fatores de risco mais envolvidos na etiologia do
cancer bucal sao o fumo e o consumo excessivo de
alcool®. Ziegler® (1986), em estudo epidemiologico,
demonstrou que individuos alcodlatras apresenta-
vam risco de cancer 6,4 vezes maior que individuos
abstémios de alcool. Em geral, a acdo carcinogéni-
ca do alcool ocorre em niveis de exposicao superio-
res a 45 ml de etanol por dia. Em nossa amostra
constituida por individuos alcoélatras com ausén-
cia de neoplasia maligna oral, constatou-se que o
menor consumo de etanol foi de 34,7 ml/dia e o
maior de 1.825 ml/dia, com exposicao média de
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25,5 anos. Schottenfeld” (1979) demonstrou uma
alta ocorréncia de lesoes relacionadas ao etanol no
assoalho de boca, orofaringe e esofago. Nessas lo-
calizacoes, esses resultados foram interpretados
por Kissin'' (1975) como uma agéo carcinogénica
local do etanol, maior do que sua atuacao sistémi-
ca.

A obtencao dos dados referentes ao consumo
de alcool e de fumo mediante registro em questio-
nario tem sido largamente utilizada em diversos
estudos”*'"'*. Algumas dificuldades tém sido rela-
tadas nos estudos referentes ao tipo de bebida e
risco de cancer bucal. Os diferentes métodos utili-
zados de quantificacao do etanol, a diversidade de
bebidas alcoodlicas nos varios paises do mundo e
informacoes pouco fidedignas dos individuos en-
trevistados figuram entre os problemas mais fre-
quentes. O nosso estudo foi conduzido dentro de
um programa de reabilitacao para individuos al-
coodlatras, onde a severidade da doenca era conhe-
cida por todos os entrevistados e a procura para
tratamento foi sempre voluntaria. Esses aspectos
devem ter provavelmente ajudado a reduzir uma
subestimacao de informacoes em relacdo ao con-
sumo de alcool pelos entrevistados.

Tem sido relatado na literatura que o alcool
além de causar doencas gastrointestinais, distar-
bios vasculares e desordens no sistema nervoso
central, facilita a penetracao de carcinogenos na
mucosa bucal'>"*. Este fenémeno pode ser explica-
do através da solubilizacao de alguns agentes ge-
notoxicos ou talvez pelo aumento da permeabi-
lidade da mucosa na presenca do alcool. Outro
aspecto levantado € a maior permeabilidade de
mucosas nao queratinizadas como a do bordo late-
ral da lingua e da mucosa jugal comparadas a teci-
dos queratinizados existentes nas mucosas de re-
vestimento do palato e da gengiva®”. Em nosso
estudo, foram investigados dois sitios de mucosa
nao queratinizada da cavidade bucal. O bordo late-
ral de lingua, descrito na literatura como o local
mais prevalente de cancer bucal'®*, mostrou fre-
quéncia elevada de células micronucleadas e de
micronucleos quando comparados ao grupo con-
trole. A mucosa jugal, um outro sitio analisado,
apesar de também ser revestida por epitélio pavi-
mentoso estratificado ndo queratinizado, mostrou
resultados bem menos expressivos. Esses resulta-
dos confirmam relatos da literatura que indicam a
mucosa jugal como um sitio menos exposto a acao

de carcinogenos®?’.
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Marcadores biologicos podem refletir doses de
exposicao a carcinogenos e sua interacao com ma-
cromoléculas, como o DNA. Como as interacoes do
DNA com substancias quimicas sdo reconhecida-
mente o primeiro passo na iniciacdo do cancer,
maior énfase deve ser dada aos métodos que detec-
tam a atividade genotéxica em humanos®'’. Os bio-
marcadores podem ser utilizados na prevencéao
individual de tumores e, principalmente, na detec-
cao de pacientes de alto risco'.

Os micronucleos contém material genético que
foi perdido do genoma durante a mitose, como re-
sultado de eventos clastogénicos ou aneugénicos e
ocorrem antes de qualquer mudanca histopato-
logica pré-neoplasica tornar-se evidente®®. Sua
quantificacdo foi utilizada pela primeira vez por
Stich et al” em 1982, que demonstraram maior
freqiiéncia na mucosa bucal de individuos fuman-
tes. A deteccao de micronucleos demonstra a expo-
sicao atual da mucosa a agentes genotoxicos’. Em
nosso estudo, a coleta de células esfoliadas da mu-
cosa bucal dos pacientes alcoélatras foi executada
até 48 horas apo6s sua internacdo num programa
de desintoxicacao para dependentes de alcool. Um
significativo aumento de microntucleos e de células
micronucleadas encontradas na mucosa oral des-
ses individuos refletiu o efeito genotéxico do eta-
nol, ainda que na auséncia de fumo. Mesmo consi-
derando-se o alto indice de renovacao celular da
mucosa oral, Ogden et al.'"* (1999) ainda observa-
ram mudancas citomorfologicas em células esfo-
liadas da boca de individuos alcodlatras apos 14
dias de abstinéncia.

Stich, Rosin® (1983) nao observaram diferenca
estatisticamente significante na freqiiéncia de mi-
crontucleos de individuos que consumiam freqien-
temente bebidas alcoodlicas. Esses resultados nao
estdao de acordo com os nossos achados, onde a
presenca de micronucleos revelou-se significativa-
mente elevada na presenca isolada do alcool.

Nosso estudo demonstrou que o método para
deteccao do micronucleo € um procedimento aces-
sivel, ndo-invasivo, realizado in vivo, permitindo a
avaliacdo de mudancas significativas na mucosa
bucal de individuos expostos ao etanol. Sua maior
contribuicao esta na utilizacdo em programas para
deteccao de grupos de alto risco e prevencao do
cancer bucal, cuja etiologia é influenciada por ex-
posicoes constantes a agentes genotoxicos.
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