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                                                  “ A Ti, Senhor nosso Deus, porque todas as coisas 

Tu criaste, sim, por causa da Tua vontade vieram 

 a existir e foram criadas.” 

Apoc 4,11b. 
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RESUMO 

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a proliferação celular de ceratinócitos no dorso 

e ventre de língua de ratos submetidos à ingestão de etanol a 5%, por meio da técnica 

de AgNOR, sendo um estudo experimental randomizado, em paralelo, cego, controlado. 

Foi analisado o epitélio lingual (Dorso e Ventre) de 30 ratos, divididos em 2 grupos 

(Teste e Controle). Foram quantificadas a média e a percentagem de AgNOR das 

células das camadas basal e suprabasal, comparando os grupos, pelo período de 9 

semanas. Os resultados mostram que houve diferença estatisticamente significante no 

grupo teste (etanol), com uma maior atividade proliferativa para o ventre, quando p 

AgNOR > 3 e p AgNOR > 4.  Conclui-se que a exposição ao etanol a 5% provoca 

alterações de proliferação no modelo estudado.  
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ABSTRACT 

 

 

         The aim of this study was to evaluate the cellular proliferation of 

keratinocytes in the dorsal and ventral surface of tongue of rats after ingestion of 

ethanol to 5% by AgNOR technique, being an experimental randomized, parallel, 

blinded, controlled. Lingual epithelium was examined (dorsal and ventral) of 30 

rats were divided into two groups (Test and Control). Were quantified and the 

average percentage of AgNOR cell basal and suprabasal layers, comparing the 

groups for a period of nine weeks. The results show a statistically significant 

difference in the test group (ethanol) with a higher proliferative activity to the 

womb, when AgNOR p> 3 AgNOR p> 4. It is concluded that exposure to 5% 

ethanol causes changes in proliferation in this model. 
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA 

 

            O câncer de boca é o sétimo tipo de câncer mais incidente na população 

brasileira. Foram estimados para o ano de 2008 mais de 14.000 novos casos no 

Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2010), e para 

o ano de 2010 cerca de 14.120 novos casos, sendo 10.330 do sexo masculino e 

3.790 no sexo feminino. Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do 

câncer bucal estão o uso do tabaco e a ingestão de álcool. O álcool está presente 

em uma série de soluções, como xaropes, colutórios e bebidas estando a 

população exposta aos seus efeitos (SAALFELD, SILVA, 1993).  A cerveja, 

bebida alcoólica popular e consumida no Brasil, possui concentração média de 

6% de etanol, o que leva ao interesse pela pesquisa.  

            Squier, Cox e Hall (1986), buscando entender o mecanismo sinérgico 

existente na atuação do tabaco e álcool, avaliaram a penetração de um 

carcinógeno do tabaco (nitrosonornicotina – NNN) na mucosa bucal associando-a 

ao álcool. Utilizando concentração de 5% e 50% de etanol, encontraram uma 

permeabilidade aumentada na mucosa do assoalho bucal na concentração de 

5%, após várias exposições espaçadas ao etanol. A concentração de 50% não 

alterou significativamente a permeabilidade da mucosa, com exceção da mucosa 

jugal. Tais resultados indicam ser o assoalho bucal uma área de risco para o 

desenvolvimento de um carcinoma e que os fumantes e alcoolistas têm um risco 

relativo aumentado, especialmente aqueles que consomem bebidas com baixa 

concentração alcoólica – como é o caso da cerveja (6%) e do vinho (10 a 11,5%). 

Os autores chamam a atenção de que a concentração de 5% de álcool é 

encontrada nos enxaguatórios bucais e também em alguns medicamentos 

infantis, como os xaropes. 

            O mesmo grupo do estudo anterior (DU et al., 2000) estudou a 

permeabilidade da mucosa bucal ao carcinógeno – nitrosonornicotina (NNN) – 

associado ao etanol em diversas concentrações (de 5% a 50%). Os autores 

explicam a redução na permeabilidade da mucosa na concentração de 50% de 

etanol por um efeito fixador deste sobre a mucosa.  Estes autores levantam a 

possibilidade que em uma concentração mais elevada – por exemplo, 50% de 
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etanol – haver uma fixação do epitélio, fato que dificultaria a penetração do 

etanol promovendo uma diminuição na permeabilidade. 

         As regiões anatômicas mais acometidas por essa patologia são o vermelhão 

do lábio inferior, borda de língua e o assoalho de boca (INCA, 2010).  

         Cançado et al. (2001) estudaram a influência do consumo de fumo e de 

álcool na proliferação epitelial da mucosa bucal, do assoalho de boca e borda de 

língua. A partir da utilização da técnica de AgNOR, encontraram uma maior 

proliferação celular na mucosa do assoalho quando comparada à mucosa da 

borda de língua. 

        Por outro lado, Paiva et al. (2004) observaram taxa proliferativa similar em 

diferentes sítios anatômicos independente do padrão de ceratinização e da 

exposição aos fatores de risco, que havia atividade de proliferação celular 

similares entre a mucosa ceratinizada e não ceratinizada nos pacientes expostos, 

bem como nos não expostos, aos carcinógenos do tabaco. Achados nesse estudo 

sugerem que a borda de língua pode ser mais susceptível no aumento da 

proliferação celular quando os efeitos do tabaco são avaliados. 

         Gedoz et al. (2007) observaram um aumento da proliferação celular por 

meio da quantificação das AgNORs no lábio inferior, na borda de língua, no 

assoalho bucal em indivíduos fumantes ou consumidores habituais de álcool. 

          Estudos demonstraram que a ingestão crônica de etanol altera o processo 

de renovação celular, havendo um aumento da proliferação da célula 

(SIMANOWSKI et al., 1994; SIMANOWSKI et al., 1995; HOMANN et al., 1997; 

MAITO et al., 2003; CARRARD et al., 2004). Na mucosa bucal esta proliferação 

foi analisada com diferentes marcadores, como o antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA) e a técnica de AgNOR (MAITO et al., 2003; CARRARD et al., 

2004). 

          O Carrard et al. (2004) na mesma amostra de Maito et al. (2003) quantificou 

o AgNOR e observou os núcleos das células da camada basal e células da 

camada intermediária. Os resultados desses estudos mostraram que entre 6 e 12 

meses houve aumento da proliferação na camada suprabasal da mucosa dos 

camundongos que ingeriram etanol a 40%. Os autores observaram que não 

houve modificação na atividade proliferativa com o envelhecimento (CARRARD et 

al., 2008), já que no grupo controle não ocorreu variação na quantificação de 

AgNORs, concordando com Maito et al. (2003) que também verificaram não haver 
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alteração na expressão de PCNA com o envelhecimento. Ambos os estudos 

sugerem que as células da camada suprabasal são as responsáveis pelo 

aumento da proliferação celular, concordando com estudos realizados 

previamente (HOMANN et. al., 1997; HOMANN et al., 2001). A partir dessa 

observação sugeriu-se que células continuam proliferando na camada suprabasal 

devido às injúrias provocadas pelo etanol (MAITO et al., 2003). 

           Por outro lado, na mesma amostra de Maito et al. (2003), Sanfelice et al. 

(2003) e Carrard et al. (2004) observaram a diminuição na espessura do epitélio 

bucal exposto ao etanol, concordando com outros estudos morfológicos da 

mucosa bucal (VALENTINE et al., 1985; MAIER et al., 1994). Esse fato pode ser 

atribuído à diminuição na ceratinização ou ao aumento da descamação do epitélio 

bucal. Pode-se pensar também que exista uma relação de causalidade entre 

essas alterações, uma vez que o aumento da proliferação celular pode ser uma 

resposta ao aumento da apoptose e/ou da descamação na função de manter a 

homeostasia do tecido (MAITO et al., 2003; CARRARD et al., 2004). Contudo, foi 

observado que tanto a exposição tópica ao etanol como a ingestão causam 

diminuição na espessura, mas somente a ingestão de etanol provoca aumento de 

proliferação, concluindo-se que o aumento da descamação não provoca uma 

maior atividade proliferativa celular (MAIER et al., 1994; MAITO et al., 2003; 

CARRARD et al., 2004). 

       Alguns estudos experimentais enfocaram na influência do consumo de álcool 

sobre a morfologia e o processo de renovação celular do epitélio bucal. A maioria 

deles concordou que o seu consumo crônico provoca uma diminuição da sua 

espessura (MASCRES, JOLY, 1981; VALENTINE et al., 1985; MAIER et al., 1994; 

SANFELICE et al., 2003), o que poderia ser causado pelo aumento da 

descamação (OGDEN, WIGHT, RICE, 1999) ou pela redução do volume celular 

(VALENTINE et al., 1985; MARTINEZ et al., 1998; MARTINEZ et al., 2000). 

Alguns autores mostraram aumento da proliferação celular decorrente do 

consumo crônico de álcool (MAIER et al.,1994; HOMANN et al.,1997; MAITO et 

al., 2003; e CARRARD et al., 2004), enquanto Mascres, Joly.(1981), Martinez et 

al.(1998), Slomiany et al.(1998) e Martinez et al.(2000) constataram aumento da 

autólise ou morte celular. Apesar da aparente contradição entre estes resultados, 

a compreensão da complexidade do processo de renovação celular do epitélio 

permite sugerir que o aumento da proliferação celular nas camadas mais 
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profundas deste tecido ocorra como uma resposta adaptativa ao aumento da 

morte celular nas camadas mais superficiais, a fim de manter homeostase 

(CARRARD et al., 2004). Dessa forma, o aumento da proliferação celular estaria 

atuando de maneira compensatória para manter a integridade do tecido epitelial. 

Por outro lado, esse aumento da proliferação poderia favorecer uma maior 

ocorrência de mutações e danos cumulativos, aumentando o risco de 

desenvolvimento do câncer. Contudo, não se sabe, até o presente momento, se 

esse aumento da proliferação é apenas resultado desse fenômeno adaptativo ou 

se é provocado por alterações nos genes que regulam a proliferação celular. 

          A técnica da impregnação pela prata das regiões organizadoras nucleolares 

(AgNORs) é um dos métodos de análise da proliferação celular. As regiões 

organizadoras nucleolares (NORs) são segmentos de DNA que em humanos 

localizam-se no braço curto dos cromossomos acrocêntricos 13, 14, 15, 21 e 22 e 

servem de molde para a codificação do RNA ribossômico (GIRI et al.,1989). Com 

a técnica de AgNOR, observam-se as NORs que estão sendo ativamente 

transcritas (HERNADEZ-VERDUN, 1983) visualizadas como pequenos pontos 

pretos no interior do núcleo amarronzado. Muitos estudos mostraram que a 

quantidade de AgNORs por núcleo está relacionada com a velocidade de 

progressão do ciclo celular indicando que há relação entre o número de AgNORs 

por núcleo e prognóstico (TRERÉ, 2000; DERENZINI et al., 2000). 

          A relação positiva entre média do número de AgNORs/núcleo (mAgNOR) e 

prognóstico foi demonstrada por alguns autores (SANO et al., 1991; 

PICH;CHIUSA; MARGARIA, 2000; DERENZINI  et al., 2004). 

         A quantidade de AgNORs foi estudada em 39 casos de carcinomas 

espinocelulares de boca e relacionaram este dado com a graduação histológica e 

prognóstico dos referidos casos. A quantidade das AgNORs foi dada através da 

média da quantidade de AgNORs por núcleo (mAgNOR), por tratar-se de um 

método simples e de boa reprodutibilidade. Os casos foram divididos em bom 

prognóstico (sem recidiva e ausência de metástases em cinco anos) e mau 

prognóstico (óbito em dois anos após o diagnóstico). Os casos foram 

classificados de acordo com o sistema TNM e todos se apresentavam sem 

metástase. Os autores concluíram que altas quantidades de AgNORs poderiam 

ser consideradas um marcador de prognóstico desfavorável, uma vez que o grupo 

classificado como mau prognóstico apresentou as maiores quantidades de 
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AgNORs. Carcinomas graduados como grau II tiveram altas médias de 

AgNORs assim como prognóstico desfavorável. (SANO et al., 1991). 

            Pich, Chiusa e Margaria (2000) avaliaram se, em algumas neoplasias 

humanas, a quantidade de AgNORs era realmente um fator prognóstico 

importante. Mostraram que além de um fator independente de prognóstico em 

alguns tumores humanos também contribui na estratificação de pacientes nos 

diferentes grupos de risco (presença ou não de metástase) a fim de oferecer-lhe 

as diferentes terapias. Concluíram que grandes quantidades de AgNORs por 

núcleo caracterizam um aumento da atividade metabólica e de conteúdo de DNA 

de uma célula pouco diferenciada. 

           Outro método para avaliação das AgNORS é a percentagem de células 

com 1, 2, 3, 4 ou mais AgNORs por núcleo (pAgNOR), introduzido por Xie et al. 

(1997). Mostraram que tanto pAgNORs quanto mAgNOR permitem a distinção 

entre o epitélio normal, displasia e carcinomas espinocelulares de boca e que 

pAgNOR maior que 1 é um indicador de recidiva e sobrevida curta em casos 

classificados como T1 e T2, sugerindo que a contagem das AgNORs deveria 

fazer parte da rotina histopatológica nos casos de carcinoma espinocelular de 

boca. 

            Ray, Chattopadhyay e Kaplan (2003) selecionaram 52 casos de 

leucoplasias localizadas na cavidade bucal e por meio de lâminas coradas por 

hematoxilina-eosina (H/E) os classificaram em displásicos e não displásicos. 

Estes mesmos casos foram submetidos à técnica de AgNOR e as NORs ativas 

quantificadas utilizando-se os parâmetros de média (mAgNOR) e percentual 

(pAgNOR). Os dois métodos, contagem de AgNORs por núcleo e diagnóstico 

histopatológico, discordaram em 37% dos diagnósticos. Tanto as leucoplasias 

displásicas quanto as não displásicas mostraram grandes médias de AgNORs, 

sendo que pAgNOR foi suficiente para o diagnóstico de displasia, diferente de 

mAgNOR. A média de AgNORs constitui-se um critério para definir o diagnóstico 

de displasias epiteliais. 

          Oliveira et al. (2005) também avaliaram a contagem das AgNORs através 

de mAgNOR e pAgNOR em 18 casos de carcinoma espinocelular de língua e 

relacionaram tais parâmetros com a graduação histopatológica (WAHI, 1971) 

destes tumores. Concluíram que as AgNORS têm relação direta com a 

classificação histopatológica de Wahi (1971), sugerindo que a técnica de AgNORs 
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por núcleo (mAgNOR) e principalmente pAgNOR podem ser usados para 

avaliar o comportamento proliferativo dos carcinomas espinocelulares de língua, 

principalmente naqueles classificados como grau II. 

            Xie et al. (1999) investigaram os marcadores de apoptose (proteína Bax) 

em 220 pacientes com carcinoma espinocelular de língua. Tais achados foram 

relacionados com parâmetros clínicos e resposta ao tratamento. Falhas no 

tratamento, ou seja, tumores que não responderam à terapia tiveram maiores 

porcentagens de células positivas para Ki-67, assim como a média da contagem 

das AgNORs (mAgNOR) e o percentual de AgNORS por núcleo (pAgNOR). 

            As AgNORs podem ser quantificadas a partir da média dos pontos de 

AgNOR por núcleo (mAgNOR), da área média dos pontos de AgNOR por núcleo 

e do percentual médio de pontos de AgNOR por núcleo (pAgNOR). A contagem 

da média dos pontos de AgNOR por núcleo diretamente no microscópio óptico foi 

o primeiro método de avaliação proposto por Crocker et al. (1989), entretanto foi 

considerado subjetivo e pouco reprodutível quando os pontos aparecem 

sobrepostos e  são contados como um AgNOR (TRERÈ, 2000). Além disso, este 

método não leva em consideração a dimensão de cada ponto, que pode ser muito 

variável em células com alta velocidade de duplicidade. 

          O pAgNOR avalia a percentagem de células com 1, 2, 3, 4 ou mais pontos 

de AgNOR por núcleo (MOURAD et al., 1992). Xie et al. (1997) observaram que o 

pAgNOR se mostrou mais eficaz para determinar o prognóstico do carcinoma 

espinocelular do que o mAgNOR, sendo que o pAgNOR>1 evidenciaria melhor 

esta relação. Segundo os autores, este método de contagem é mais fácil e não 

necessita equipamentos sofisticados para sua realização. 

 

Origem da Amostra 

 

          Trata-se de um estudo realizado em modelo animal, sendo prospectivo, 

randomizado, controlado e cego. 

          Foi utilizado um total de 30 ratos Wistar, com idades entre 45-60 dias, que 

foram divididos em 2 grupos (teste e controle) por meio de randomização 

estratificada. Os animais foram alocados em seis caixas-moradias de plástico 

dentro do biotério central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e 

permaneceram em um ambiente climatizado a uma temperatura que variou de 18 
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a 22’C. Foi respeitado um ciclo alternativo claro/escuro de 12 horas e foi 

oferecido a ambos os grupos uma dieta ad libitum contendo ração e líquido com 

ou sem a presença de etanol. Após divididos em número de cinco animais por 

caixa, os mesmos receberam numeração de 1 a 5 realizadas através de riscos 

com caneta marcadora permanente no rabo e as caixas receberam identificação 

dentro dos grupos controle (C1, C2 e C3) e teste (T1, T2 e T3).  

          Para os ratos do grupo teste (Etanol) foi administrada uma solução 

diariamente contendo etanol numa concentração de 5% ao longo de 9 semanas. 

Para o segundo grupo (Controle) foi administrada apenas a água destilada. O 

tratamento em ambos os grupos ocorreu igualmente sendo que os dois grupos 

receberam, juntamente com o líquido do respectivo grupo, a mesma ração como 

complemento da dieta. Para a obtenção de líquido contendo etanol numa 

concentração de 5%, foi utilizada uma proveta de 500ml onde foi misturado 25ml 

de álcool etílico 100% PA (Vetec Química Fina Ltda.) a 475ml de água destilada.  

        Com o período experimental encerrado, os animais foram sacrificados por 

meio de câmara de Dióxido de Carbono. Foi coletada língua e a peça foi cortada 

no sentido longitudinal, os fragmentos foram fixados em formalina tamponada a 

10% por um período de 24h. Após esse período os fragmentos seguiram o 

processamento histotécnico e incluídos em parafina histológica. A inclusão das 

peças respeitou a orientação transversal, para que se pudesse ver toda a 

estratificação epitelial e a relação entre tecido epitelial e conjuntivo (MAITO et al., 

2003; SANFELICE et al., 2003). 

        Os ratos, após sacrifício e obtenção das peças para análise, foram 

colocados em sacos plásticos e encaminhados para descarte seguindo o 

protocolo do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
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OBJETIVO 

 

  

Avaliar a proliferação celular de ceratinócitos do ventre e do dorso de língua de 

ratos submetidos à ingestão de etanol a 5%, por meio da técnica de AgNOR, no 

período de 9 semanas. 
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1 Introdução 

 

            O álcool está presente em uma série de soluções, como xaropes, 

colutórios e bebidas, a população está bastante exposta aos seus efeitos, 

principalmente em função do consumo de bebidas alcoólicas (SAALFELD, SILVA, 

1993).  A cerveja, bebida alcoólica bastante popular e consumida no Brasil, possui 

concentração média de 6% de etanol, o que leva ao interesse pela pesquisa. 

          Com relação ao efeito do álcool isolado, estudos mostraram aumento da 

proliferação celular em mucosas de animais submetidos à ingestão crônica de 

álcool (SIMANOWSKI et al., 1994; SIMANOWSKI et al., 1995; MAITO et al., 2003; 

SANFELICE et al., 2003; CARRARD et al., 2004). 

          Esse grupo de pesquisa (MAITO et al., 2003; SANFELICE et al., 2003; 

CARRARD et al., 2004) tem estudado os efeitos do álcool em humanos e animais. 

Pesquisando em concentração de 40% de etanol foi observado que a proliferação 

celular aumenta na camada suprabasal da mucosa da língua, tanto no dorso 

como no ventre, a partir de 6 meses de ingestão crônica, e que antes deste tempo 

não há alteração na proliferação celular estatisticamente significante. 

          Com relação ao efeito do álcool na espessura epitelial, os achados de 

Inchausti (2009) concordam com os de Maier et al. (1994) e de Sanfelice et al. 

(2003) que observaram menor espessura epitelial em animais submetidos à 

ingestão de álcool, quando comparados aos controles, em se tratando de 

observação com mais de 6 meses. Sendo provável que o tempo de ingestão de 

álcool determine a menor espessura observada por esses autores.  

            Como recurso tem-se usado a técnica de AgNOR, que são proteínas 

relacionadas ao nucléolo que têm afinidade pela prata, cuja quantidade aumenta 

em células com maior atividade proliferativa (DERENZINI et al., 2004). 

Diferentemente da maioria dos marcadores de proliferação, que indicam se uma 

célula está ou não se dividindo, a técnica da AgNOR permite avaliar também a 

velocidade de proliferação ( DERENZINI et al., 2000; DERENZINI et al., 2004). 
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2 Materiais e Métodos 

 

          Neste estudo foram utilizados os blocos produzidos pela parte experimental 

da dissertação do Diego Nique Liberman, em 2009, no Programa de Pós-

Graduação em Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

defendida em dezembro de 2009. 

        O tamanho da amostra baseou-se em outros estudos como avaliação de 

dano pelo consumo de etanol (FREEDMAN E SHKLAR, 1978; MAIER et al., 1994; 

KALENDER et al., 2004; CAMPOS et al., 2005;  GUMUS et al., 2005).  

         A amostra consiste de 30 ratos Wistar, com idades entre 45-60 dias, que 

foram divididos em 2 grupos (teste e controle) por meio de randomização 

estratificada em relação ao peso, aferido no início do estudo. Os animais foram 

alocados em seis caixas-moradias de plástico dentro do biotério central da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul e permaneceram em um ambiente 

climatizado a uma temperatura que variou de 18 a 22’C. Foi respeitado um ciclo 

alternativo claro/escuro de 12 horas e foi oferecido a ambos os grupos uma dieta 

ad libitum contendo ração e líquido, com ou sem a presença de etanol. Após 

divididos em número de 5 animais por caixa, os mesmos receberam numeração 

de 1 a 5 realizadas através de riscos com caneta marcadora permanente no rabo 

e as caixas receberam identificação dentro dos grupos controle (C1, C2 e C3) e 

teste (T1, T2 e T3).  

           Para os ratos do grupo teste (Etanol), foi administrada uma solução 

diariamente contendo etanol numa concentração de 5% diluído em água destilada 

ao longo de 9 semanas. Para o segundo grupo (Controle) foi administrada apenas 

a água destilada. O tratamento em ambos os grupos ocorreu igualmente sendo 

que os dois grupos receberam, juntamente com o líquido, a mesma ração como 

complemento da dieta. Para a obtenção de líquido contendo etanol numa 

concentração de 5%, foi utilizada uma proveta de 500ml onde foi misturado 25ml 

de álcool etílico 100% PA (Vetec Química Fina Ltda.) a 475ml de água destilada.  

           Com o período experimental encerrado, os animais foram sacrificados por 

meio de câmara de Dióxido de Carbono. Foi coletada a língua e a peça foi cortada 

no sentido longitudinal, os fragmentos foram fixados em formalina tamponada a 

10% por um período de 24h. Após esse período os fragmentos seguiram o 

processamento histotécnico e incluídos em parafina histológica. A inclusão das 
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peças de língua respeitou a orientação transversal, para que se pudesse ver 

toda a estratificação epitelial e a relação entre tecido epitelial e conjuntivo (MAITO 

et al., 2003; SANFELICE et al., 2003). 

           Foram obtidos 3 cortes de 4µm (Micrótomo LEICA – modelo RM 2155), um 

foi corado por Hematoxilina Eosina (HE), outro submetido à técnica de 

impregnação pela prata para evidenciação das AgNORs. 
           A técnica de AgNOR foi  realizada no laboratório de Histopatologia Prof. 

Dr. J. J. Barbachan.  As lâminas foram identificadas com o número de registro do 

paciente, evitando que o examinador identificasse o grupo ao qual o paciente 

pertencia durante a análise; as lâminas foram submetidas à técnica de 

impregnação pela prata conforme o protocolo descrito por Ploton et al. (1986). A 

captura das imagens ocorreu imediatamente após a montagem final das lâminas, 

entre 1 a 4h após a referida montagem. Para a avaliação quantitativa, as imagens 

capturadas foram visualizadas em aumento de 1000 x, utilizando o óleo de 

imersão Olympus (Olympus Optical CO. LTD., Japan). Foram capturadas imagens 

consecutivas de toda a extensão do epitélio do ventre e do dorso lingual, através 

de uma câmara de vídeo modelo Q-Color5™ (Olympus America, Inc., Center 

Valley, PA, USA) acoplada a um microscópio binocular modelo CX41RF (Olympus 

Latin America, Inc., Miami, FL, USA) e a um computador modelo Dimension 5150 

(Dell Inc., Eldorado do Sul, RS, Brasil), utilizando o software Image Pro-Plus 5.1 

(Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japão).  

              Foi considerada a camada basal aquela na qual as células tinham pelo 

menos uma porção da sua membrana celular em contato com o tecido conjuntivo. 

Foram consideradas da camada suprabasal as células acima da camada basal, 

exceto aquelas que apresentavam o achatamento típico das células superficiais. 

Foi utilizado este critério devido à proliferação celular ser característica na 

camada basal, sendo as camadas suprajacentes, responsáveis pelo processo de 

maturação ou diferenciação celular, e a proliferação menos presente (SQUIER, 

FINKELSTEIN, 2001). Quando houve dúvida quanto à camada de origem de uma 

célula, optou-se pela sua exclusão do estudo. Também foram excluídas células 

com núcleos sobrepostos ou dobrados e áreas com presença de artefatos. Os 

pontos associados foram contados como um só, seguindo o método padronizado 

por Crocker, Boldy, Egan (1989). A camada superficial não foi analisada devido a 

presença dos lisossomos que, por possuírem a enzima fosfatase ácida, permitem 
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impregnação pela prata não relacionada às AgNORs (MASCRÈS, JOLY, 1981). 

A partir da quantificação das AgNORs foi calculado o índice de mAgNORs sendo 

as AgNOR quantificadas divididas pelo número de células (50). Também foi 

calculado o p > 1 AgNOR, p > 2 AgNOR, p > 3 AgNOR, p > 4 AgNOR, isto é, o 

número de células com mais que 1, 2, 3 e 4 AgNOR.  

         Foi realizada uma calibração intra examinador durante o estudo, a cada 10  

lâminas analisadas 1 foi reavaliada. O Kappa foi considerado aceitável com 

índices de 0.7 a 1. O cegamento foi realizado por um profissional do Laboratório 

de Histopatologia Prof. Dr. J. J. Barbachan – Faculdade de Odontologia – 

UFRGS, que ao receber o material coletado realizou o registro do mesmo, a partir 

deste momento o material recebeu um código de registro impossibilitando que o 

examinador soubesse a que grupo pertencia o material durante a captura das 

imagens e avaliação. 
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Figura 1 – Fotomicrografia da mucosa lingual de animal do grupo controle, 

impregnada pela prata para observação das AgNORs. Observa-se células da 

camada basal (seta estreita ascendente) e células da camada suprabasal (seta 

larga descendente). Técnica de impregnação pela prata – Aumento original de 

1000x. 

 

 

Análise estatística 

 A análise dos dados teve como abordagem inicial a investigação da 

distribuição dos dados, buscando identificar quais apresentaram uma distribuição 

normal (simétrica) através do teste de Kolmogorov Smirnov. 

Para a investigação de diferenças entre as variáveis nas diferentes regiões 

anatômicas (mucosa do dorso e do ventre), entre os grupos, foi utilizado o teste 

Mann-Whitney.  

Para a investigação de diferenças entre as variáveis dorso e ventre, dentro 

dos grupos (Teste e Controle), foi utilizado o teste Wilcoxon.  
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Os dados receberam tratamento estatístico utilizando-se o software 

SPSS 13.0 (Statistical Package to Social Sciences for Windows) onde, para 

critérios de decisão, foi adotado o nível de significância () de 5%. 
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3    Resultados  

 

 

COMPARAÇÃO ENTRE OS GRUPO 1(CONTROLE) e 2(ÁLCOOL) – mAgNOR 

e pAgNOR (CELLEGARI-JAQUES, 2003) 

O teste de Kolmogorov-Smirnov demonstrou que a amostra não apresentou 

distribuição normal (distribuição assimétrica).  O Teste de Mann-Whitney, mostrou 

não haver diferença significativa entre Dorso grupo Controle X Dorso grupo Teste 

na camada basal, Dorso grupo Controle X Dorso grupo Teste camada suprabasal. 

Demonstrou ainda não haver diferença significativa entre Ventre grupo Controle X 

Ventre grupo Teste, camada basal, Ventre grupo Controle X Ventre grupo Teste, 

camada suprabasal. Tabela 1 e 2. 

 

Tabela 1: Comparação das variáveis Dorso e Ventre - mAgNOR 

 

Grupos 

P Grupo controle 

(n=15) 

Grupo álcool 

(n=15) 

Dorso camada Basal mAgNOR  

0,223 Média ± desvio padrão 2,32 ± 0,31 2,21 ± 0,35 

Mínimo – Máximo 1,92 – 3,10 1,80 – 3,06 

Dorso camada Supra mAgNOR    

Média ± desvio padrão 1,89 ± 0,32 1,93 ± 0,23 0,482 

Mínimo – Máximo 1,42 –2,70 1,58 – 2,42  

Ventre camada Basal mAgNOR    

Média ± desvio padrão 2,40 ± 0,26 2,38 ± 0,29 0,579 

Mínimo – Máximo 1,94 – 2,74 1,92 – 2,92  

Ventre camada Supra mAgNOR    

Média ± desvio padrão 2,04 ± 0,23 2,06 ± 0,34 0,832 

Mínimo - Máximo 1,68 – 2,44 1,46 – 2,72  
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Tabela 2: Comparação das variáveis Dorso e Ventre - pAgNOR 

 

Grupos 

p Grupo controle 

(n=15) 

Grupo álcool 

(n=15) 

Dorso camada Basal pAgNOR  

0,504 Média ± desvio padrão 74,67 ± 7,12 72,93 ± 11,78 

Mínimo - Máximo 64 – 88 56 – 96 

Dorso camada Supra pAgNOR    

Média ± desvio padrão 56,93 ± 14,04 60,27 ± 9,07 0,673 

Mínimo – Máximo 32 – 76 46 – 76  

Ventre camada Basal pAgNOR   

0,943 Média ± desvio padrão 76,80 ± 7,95 75,73 ± 7,13 

Mínimo – Máximo 62 – 94 62 – 84 

Ventre camada Supra pAgNOR    

Média ± desvio padrão 63,73 ± 10,19 63,47 ± 10,01 0,976 

Mínimo - Máximo 42 – 84 40 – 80  
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 COMPARAÇÃO ENTRE O DORSO E O VENTRE GRUPO CONTROLE E    

TESTE, OBSERVAÇÃO DA mAgNOR e pAgNOR (CELLEGARI-JAQUES, 

2003) 

O teste de Kolmogorov-Smirnov apresentou uma distribuição não normal 

(distribuição assimétrica). Foi aplicado o Teste Não paramétrico de Wilcoxon e foi 

observado Dorso X Ventre nas camadas basal e suprabasal, comparações intra 

grupo, onde não apresentaram diferença estatisticamente significativa entre as 

referidas regiões. Tabela 3. 

 

 

Tabela 3: Comparação entre as variáveis, Dorso X Ventre, dentro do próprio 

grupo (controle e álcool) 

 

Grupo controle Grupo álcool 

mAgNOR 

(n=15) 

pAgNOR 

(n=15) 

mAgNOR 

(n=15) 

pAgNOR 

(n=15) 

Dorso Basal x  Ventre Basal 0,272 0,400 0,078 0,432 

Dorso Supra x Ventre Supra 0,233 0,233 0,221 0,396 
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2.1. COMPARAÇÃO ENTRE OS GRUPO 1 e 2 – pAgNOR 

 

Através do teste de Kolmogorov-Smirnov os dados apresentaram distribuição 

assimétrica. 

Através do Teste de Mann-Whitney verifica-se a diferença entre os grupos. 

Para pAgNOR > 1, pAgNOR > 2, pAgNOR > 3, pAgNOR >4, verifica-se que não 

há diferença estatísticamente significante para as camadas suprabasal e basal, 

tanto no dorso como no ventre lingual, quando comparados os grupos Teste com 

o Grupo Controle. 
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Tabela 1: Comparação das variáveis Dorso e Ventre - pAgNOR, Entre os 

grupos 

 

Grupos 

p Grupo Controle 

(n=15) 

Grupo Álcool 

(n=15) 

Dorso Basal PagNor>1  

0,504 Média ± desvio padrão 74,67 ± 7,12 72,93 ± 11,78 

Mínimo – Máximo 64 – 88 56 – 96 

Dorso Supra PagNor>1    

Média ± desvio padrão 56,93 ± 14,04 60,27 ± 9,07 0,673 

Mínimo – Máximo 32 – 76 46 – 76  

Ventre Basal PagNor>1   

0,943 Média ± desvio padrão 76,80 ± 7,95 75,73 ± 7,13 

Mínimo – Máximo 62 – 94 62 – 84 

Ventre Supra PagNor>1    

Média ± desvio padrão 63,73 ± 10,19 63,47 ± 10,01 0,976 

Mínimo - Máximo 42 – 84 40 – 80  

Dorso Basal PagNor>2  

0,539 Média ± desvio padrão 38,27 ± 11,71 35,07 ± 13,83 

Mínimo – Máximo 22 – 62 12 – 62 

Dorso Supra PagNor>2    

Média ± desvio padrão 21,47 ± 10,29 23,60 ± 9,83 0,436 

Mínimo – Máximo 6 – 46 10 – 42  

Ventre Basal PagNor>2   

0,567 Média ± desvio padrão 42,40 ± 10,01 40,40 ± 10,18 

Mínimo – Máximo 22 – 60 22 – 56 

Ventre Supra PagNor>2    

Média ± desvio padrão 27,20 ± 9,16 29,07 ± 13,75 0,775 

Mínimo – Máximo 12 – 44 6 – 52  

Dorso Basal PagNor>3  

0,089 Média ± desvio padrão 15,47 ± 9,84 10,53 ± 8,93 

Mínimo – Máximo 2 – 42 0 – 32 

Dorso Supra PagNor>3    

Média ± desvio padrão 7,87 ± 7,31 7,47 ± 5,37 0,967 

Mínimo – Máximo 0 – 30 2 – 22  

Ventre Basal PagNor>3   
0,838 

Média ± desvio padrão 16,00 ± 7,93 16,00 ± 9,07 
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Mínimo – Máximo 4 – 28 6 – 34 

Ventre Supra PagNor>3    

Média ± desvio padrão 10,13 ± 6,07 10,40 ± 8.79 0,902 

Mínimo – Máximo 2 – 22 0 – 32  

Dorso Basal PagNor>4  

0,838 Média ± desvio padrão 4,47 ± 5,83 2,64 ± 4,19 

Mínimo – Máximo 0 – 22 0 – 16 

Dorso Supra PagNor>4    

Média ± desvio padrão 3,20 ± 3,84 2,13 ± 3,07 0,367 

Mínimo – Máximo 0 – 14 0 – 10  

Ventre Basal PagNor>4   

0,838 Média ± desvio padrão 4,93 ± 4,06 5,47 ± 4,98 

Mínimo – Máximo 0 – 14 0 – 18 

Ventre Supra PagNor>4    

Média ± desvio padrão 2,80 ± 2,81 3,47 ± 4,75 1,000 

Mínimo – Máximo 0 – 8 0 – 18  

 

 

Tabela 2: Comparação das variáveis Dorso e Ventre (INTRA) dentro do grupo 

controle e teste 

 

Foi utilizado o teste não paramétrico de Wilcoxon. 

Com relação aos resultados apresentados no grupo Controle, bem como no grupo 

Teste, quando observamos as camadas basal e suprabasal do ventre comparado 

com as mesmas camadas do dorso, verifica-se os resultados apresentados em 

relação ao p AgNOR > 1, p AgNOR > 2, não há diferença estatisticamente 

significante entre essas camadas dentro de cada grupo. 

Com relação ao p AgNOR > 3 no grupo controle não há diferença estatisticamente 

significante para as camadas basal e suprabasal quando comparados dorso com 

o ventre, bem como no grupo teste não há diferença quando comparados dorso e 

ventre na sua camada suprabasal, entretanto, na camada basal do grupo teste, 

quando comparados o ventre com o dorso, observa-se diferença estatisticamente 

significante, p = 0,03, p<0,05. 
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Com relação ao pAgNOR > 4 no grupo controle não há diferença 

estatisticamente significante para as camadas basal e suprabasal quando 

comparados dorso com o ventre, bem como no grupo teste não há diferença 

quando comparados dorso e ventre na sua camada suprabasal, entretanto, na 

camada basal do grupo teste, quando comparados o ventre com o dorso, 

observa-se diferença estatisticamente significante, p = 0,013, p<0,05. 

 

 

 

 

 

Grupo 

Controle 

Grupo 

Teste 

(n=15) (n=15) 

Dorso Basal>1  x  Ventre Basal>1 0,400 0,432 

Dorso Supra >1 x Ventre Supra>1 0,233 0,396 

Dorso Basal>2  x  Ventre Basal>2 0,330 0,172 

Dorso Supra >2 x Ventre Supra>2 0,148 0,172 

Dorso Basal>3  x  Ventre Basal>3 0,582 0,030 

Dorso Supra >3 x Ventre Supra>3 0,243 0,247 

Dorso Basal>4  x  Ventre Basal>4 0,155 0,013 

Dorso Supra >4 x Ventre Supra>4 0,936 0,499 
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Gráfico 1: Análise comparativa das médias do pAgNOR quando >1, >2, >3 e >4.  

                 Entre o grupo Controle e Teste. 
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4 Discussão 

        

       Neste estudo, observando as tabelas 1 e 2, observa-se que a atividade 

proliferativa não se modificou entre os grupos, teste e controle, esse fato pode ser 

relacionado ao tempo do estudo, 9 semanas, onde concorda com os resultados 

de Carrard et al. (2004), em relação ao grupo ingestão de álcool, a contagem do 

número de AgNOR revelou uma redução entre o período inicial e os 6 meses. 

Esta redução pode ser um indício de sofrimento celular, que num primeiro 

momento provoca uma diminuição na sua capacidade de proliferar. 

Posteriormente, entre 6 e 12 meses, de forma reativa, ocorre um aumento da 

proliferação. Estes resultados confirmam as conclusões de Maito et al. (2003), 

onde relatam que estudos em pequenos intervalos de tempo com o álcool podem 

não revelar o seu real efeito.  

        Este trabalho concorda com o trabalho de Xie et al. (2007) que descreve o 

uso do mAgNOR como um marcador que dilui os resultados, enquanto o pAgNOR 

declara com especificidade o ritmo proliferativo do tecido estudado. 

        Nosso trabalho observou que houve diferença estatisticamente significante 

quando comparamos o ventre (não ceratinizado) e o dorso (ceratinizado) na 

camada basal do grupo teste com relação ao pAgNOR > 3 e pAgNOR > 4. Este 

resultado sugere que a velocidade de proliferação está aumentada, fato que pode 

ser explicado pelos resultados descritos por Squier, Cox e Hall (1996) e Du et al. 

(2000) onde, utilizando concentração de 5% de etanol, encontraram  

permeabilidade aumentada na mucosa do assoalho bucal quando comparado a 

outras concentrações (Estudos in vitro).  Neste contexto, pode sugerir que a 

concentração do álcool influencia no comportamento proliferativo por meio do 

aumento da permeabilidade. 

          A camada basal foi a que mostrou diferença estatisticamente significante e 

pode ser explicado pois em condições fisiológicas está em constante proliferação, 

logo, a ação de um agente promotor (etanol) a modifica mais rapidamente. Pode 

se especular que com o passar do tempo de exposição esta diferença seria 

encontrada também na suprabasal do epitélio não ceratinizado, concordando com 

os achados de Maito et al. (2003) e de Carrard et al. (2004) que mostraram 

alterações somente após seis meses de experimento. Ressalte-se ainda que os 

experimentos dos autores anteriormente citados foram em epitélio do dorso 
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somente, o que vai ao encontro dos nossos resultados, onde num curto período 

deste experimento, apenas o ventre mostrou alterações. 

        Paiva et al. (2004) observou maior ritmo de proliferação  nos indivíduos que 

estiveram expostos ao álcool há mais de seis meses, e este evento foi 

semelhante em mucosa ceratinizada e não ceratinizada. O instrumento de análise 

foi a citopatologia, pode se explicar esses achados devido ao instrumento de 

coleta onde os raspados obtêm células da camada suprabasal e esta já está 

alterada após seis meses de exposição, independente do tipo de epitélio.   

       Nossos resultados sugerem, comparando com os trabalhos de Maito et al. 

(2003), Sanfelice et al. (2003) e Carrard et al. (2004), que após a exposição por 

períodos longos, a concentração de etanol parece não interferir nas alterações de 

proliferação dos ceratinócitos. Além disso, este efeito independe do tipo de 

mucosa, ceratinizada ou não. Passado determinado tempo, pode-se pensar que a 

concentração de etanol não tem significado expressivo nas alterações de 

proliferação celular. 
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5 Conclusão  

 

Conclui-se que a exposição ao etanol a 5% provoca alterações de proliferação no 

modelo estudado.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Neste estudo concluiu-se que houve diferença estatisticamente significante no 

grupo álcool, na camada basal, baseado na quantificação de pAgNOR > 3 e >4. 

Os resultados sugerem que, após a exposição por períodos longos, a 

concentração de etanol parece não interferir nas alterações de proliferação dos 

ceratinócitos. Além disso, este efeito independe do tipo de mucosa, ceratinizada 

ou não.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


