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RESUMO 

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da ingestão crônica de álcool, 

cessação e co-tratamento com vitamina E no ventre lingual de ratos, por meio da 

avaliação de marcação da proteína anti apoptótica survivin e da espessura epitelial, 

sendo um estudo experimental randomizado, em paralelo, cego, controlado. Foi 

analisado o epitélio lingual de 43 ratos, divididos em 3 grupos com álcool (Álcool; 

Álcool Cessação; Álcool e Vitamina E) e 3 grupos sem álcool (Controle; Tween; 

Vitamina E). Foi quantificada a percentagem de células marcadas com survivin das 

camadas basal e suprabasal e a espessura do epitélio lingual, comparando os 

grupos. Os resultados mostraram que houve marcação de survivin nas camadas 

citadas em todos os grupos e não houve diferença significativa entre eles, assim 

como em relação à espessura epitelial. Conclui-se que survivin está marcado em 

situações fisiológicas na mucosa e não é alterado pelo consumo de álcool, assim 

como a espessura do tecido, confirmando o papel promotor do álcool. 
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA 

 

O álcool é um fator de risco para o desenvolvimento de vários tipos de câncer, 

sendo considerado um fator promotor. Nas associações encontradas entre álcool e 

câncer, o risco mais alto observado é para o desenvolvimento de câncer no trato aero 

digestivo superior, especialmente se associado ao fumo(1). Com relação ao efeito do 

álcool isolado, estudos mostraram aumento da proliferação celular em mucosas de 

animais submetidos à ingestão crônica de álcool(2-5). Acredita-se que mecanismos 

que levam à hiper regeneração celular são relevantes com respeito à carcinogênese 

associada ao álcool(6). Estudos demonstraram que a ingestão crônica de álcool altera 

o processo de renovação celular havendo um aumento da proliferação celular, 

reforçando o papel do álcool como promotor (2-5, 7). 

A proliferação celular como resposta à ingestão crônica de etanol foi 

previamente estudada pelo grupo de pesquisa da Patologia Bucal da Faculdade de 

Odontologia da UFRGS. Essa proliferação celular foi analisada através de 

imunoistoquímica e histoquímica(2, 3). 

 Utilizando a técnica imunoistoquímica, o antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA), marcador sensível para detectar alterações no ciclo celular, foi 

utilizado na mucosa bucal de camundongos expostos ao álcool. Os animais foram 

divididos em três grupos: um grupo exposto a aplicações tópicas de álcool, um grupo 

submetido à ingestão de álcool e um grupo controle. Foram realizadas biópsias do 

dorso da língua dos camundongos no início do estudo e após 6 e 12 meses. Os 

autores demonstraram que a ingestão contínua de álcool por 12 meses aumentou a 

proliferação celular (2). 

 Através da técnica histoquímica de impregnação pela prata nas regiões 

organizadoras de nucléolos (AgNOR), a qual indica a velocidade de proliferação 

celular, foram analisadas as células das camadas basal, suprabasal e intermediária. 

Os resultados deste estudo mostram que, entre 6 e 12 meses, houve aumento da 

proliferação celular na camada suprabasal da mucosa dos camundongos que 

ingeriram álcool. Os autores observaram que não houve modificação na atividade 

proliferativa com o envelhecimento, já que no grupo controle não ocorreu variação na 

quantificação de AgNORs, concordando com Maito et al (2003) que também 

verificaram não haver alteração na expressão de PCNA com o envelhecimento. 
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Ambos os estudos sugerem que as células da camada intermediária são as 

responsáveis pelo aumento da proliferação celular, de acordo como os resultados do 

estudo de Homann et al (2, 3, 7). A partir dessa observação sugeriu-se que células 

continuam proliferando na camada suprabasal devido à ação do álcool (2).   

Recentemente, neste grupo de pesquisa, foi avaliada a proliferação celular 

também pela técnica de AgNOR em ratos submetidos à ingestão crônica de álcool 

por 4 meses. No estudo foi observada maior quantidade de AgNOR na camada 

suprabasal do ventre lingual resultante da ingestão de álcool(8). Esses achados 

confirmam os de Maito et al (2003) e Carrard et al (2004), e demonstram que essa 

proliferação celular na camada suprabasal já está aumentada em um período menor 

que os estudos anteriores observaram(2, 3). 

Por outro lado, na mesma amostra de Maito et al (2003) e Carrard et al (2004), 

Sanfelice et al (2003) observaram menor espessura do epitélio lingual após 6 meses 

de ingestão crônica de álcool quando comprado ao controle, concordando com outros 

estudos morfométricos da mucosa bucal(2, 3, 9-11). 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 (2, 3). 

Contudo, foi observado que tanto a exposição tópica ao álcool como a ingestão 

causam diminuição na espessura, mas somente a ingestão de álcool provoca 

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

uma maior atividade proliferativa celular (2, 3, 11). 

Portanto, dando continuidade a essa linha de pesquisa decidiu-se estudar o 

processo apoptótico através da técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase Urydine Nick End Labeling – Marcação de extremidade fragmentada do 

genoma pela enzima transferase terminal de deoxinucleotídeos). Então, na mesma 

amostra de camundongos utilizada por Sanfelice et al (2003), Maito et al (2003) e 

Carrard et al (2004), Danesi et al (2003) encontraram aumento da apoptose em 

resposta à ingestão crônica de álcool 40% na camada superficial do epitélio. 

Portanto, o aumento da apoptose parece não ocorrer nas camadas basal e 

suprabasal(12). 

Sabe-se que, em hepatócitos, o álcool induz a apoptose através de um 

processo complexo que é iniciado pela ativação de caspases (13, 14). A cascata de 
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caspases é formada por algumas caspases suscetíveis a modificações por proteínas 

endógenas e outras diretamente ligadas à apoptose, como a caspase-3. 

 Slomiany et al (1998) realizaram dois estudos em ratos analisando o processo 

de apoptose das células epiteliais na mucosa jugal induzida pelo álcool (15, 16). No 

primeiro estudo os autores estudaram a expressão de TNF-α (tumor necrosis factor-

α) e IL-4 (interleukin-4) e a extensão de apoptose nas células epiteliais com consumo 

crônico de etanol por 23 dias verificando que houve 3,5 vezes mais apoptose no 

grupo com álcool que no grupo controle. Nos animais com dieta crônica de álcool 

houve correlação positiva entre a extensão de apoptose das células epiteliais da 

mucosa jugal e a expressão de TNF-α, enquanto o aumento de IL-4 nesses animais 

não foi estatisticamente significativo, sendo concluído que o processo apoptótico 

induzido por consumo crônico de etanol envolve a ativação de TNF-α. No segundo 

estudo investigou-se a expressão de NOS-2 (nitric oxide synthase-2) e a atividade da 

caspase-3 associadas a apoptose de células da mucosa jugal induzida por consumo 

crônico de álcool durante 9 semanas. Os resultados apontam para a participação de 

NOS-2 na amplificação da sinalização da cascata apoptótica e demonstram 37,6 

vezes mais atividade da caspase-3 no grupo álcool que no grupo controle. A 

caspase-3 está envolvida na proteólise de proteínas estruturais do fuso mitótico 

durante a apoptose (17). Proteínas capazes de inibir a atividade de caspases são as 

IAPs (proteínas inibidoras de apoptose) e foi identificado que a proteína anti 

apoptótica survivin é capaz de inibir caspase-3(18).  

Survivin é uma proteína da família IAP com três funções biológicas: inibição da 

apoptose, regulação da divisão celular e a angiogênese. Essa proteína é fundamental 

para o desenvolvimento embrionário e é importante em tecidos lábeis favorecendo a 

renovação celular (19, 20). Diversos estudos demonstraram a expressão aumentada 

dessa proteína no câncer, inclusive no câncer bucal (21-25). Devido a esta condição, 

survivin é um possível marcador de tumor (26). 

A estrutura do survivin diferencia-se das demais proteínas da família IAP por 

ser a menor com 142 amino ácidos residuais e uma massa molecular de 16.5 kDa, 

possuindo um único domínio BIR (baculoviral IAP repeat), domínio composto de 

aproximadamente 70 aminoácidos essenciais para a atividade anti-apoptótica. As 

proteínas que contém BIR (BIRPs) foram inicialmente observadas em estudos de 

baculoviroses devido à habilidade de inibir a apoptose, entretanto nem todas as 
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BIRPs são anti-apoptóticas (27). Survivin é a única proteína com um único domínio 

BIR que apresenta atividade anti-apoptótica (28).  

O mecanismo pelo qual survivin inibe a apoptose não é bem entendido. Sabe-

se que por meio da associação com microtúbulos do fuso mitótico no início da mitose 

survivin inibe a apoptose no checkpoint G2/M. Alguns autores não conseguiram 

confirmar os achados que sugerem que essa proteína inibe a caspase-3 e caspase-7 
(29) e outros autores sugeriram que survivin é incapaz de ligar-se com caspases uma 

vez que o domínio “hook and sinker” o qual permite a ligação das outras IAPs com 

caspases está ausente em survivin (21, 30). 

Entretanto, foram propostas outras formas pelas quais survivin poderia inibir a 

apoptose. Um mecanismo sugerido é a ligação de survivin com o Second 

Mitochondria-derived Activator of Caspases (SMAC), causando a inativação desta 

proteína mitocondrial, a qual promove apoptose ao inibir a ação de IAPs específicas. 

Com a ação de SMAC bloqueada, as IAPs podem interagir com caspases inibindo, 

então, a apoptose (31, 32). Outra possiblidade sugerida é a inibição da procaspase-9 

por meio da associação de survivin com o cofactor hepatite B interacting protein 

(HBXIP) (33) e a inibição da caspase-9 através de complexo formado por survivin e X-

linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) (34).  

Outra função estudada do survivin é a regulação da divisão celular pelo 

envolvimento dessa proteína na mitose (18). De fato alguns autores sugeriram que a 

função primária de survivin é o controle da divisão celular e não a inibição da 

apoptose (35). Dados sugerem que nas últimas fases da mitose, survivin contribuiria 

na segregação das cromátides irmãs e na estabilização dos microtúbulos, por meio 

da associação com as proteínas aurora B, INCENP e borealin (35). Contudo, não é 

bem compreendido se a supressão da apoptose e a promoção da mitose são duas 

funções separadas. Com relação a isso, Colnaghi et al (2006) demonstraram que a 

região ligante entre o domínio BIR de survivin e COOH-terminal α hélix pode ser o 

fator chave na separação das funções anti-apoptótica e mitótica. Esses autores 

observaram que survivin apresenta um NES (nuclear exportation signal) no domínio 

central e reportaram que mutação nesse NES pode eliminar a atividade citoprotetora 

de survivin mantendo a função mitótica (36). Quanto à função de angiogênese 

explicitada em vários estudos esta parece estar ligada à função de inibir apoptose 

nas células endoteliais, aumentando suas chances de sobrevivência (26, 37-41). 
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A distribuição subcelular do survivin foi detectada utilizando 

immunoistoquímica, sendo localizada em dois compartimentos principais, no núcleo e 

no citoplasma sendo esta última a localização subcelular predominante (42, 43). 

Recentemente, survivin foi identificada na mitocôndria de células tumorais (44). Frente 

ao estímulo apoptótico, essas proteínas são liberadas no citoplasma, atuando como 

inibidoras da apoptose (26). A distribuição subcelular parece ser alterada ao longo do 

ciclo celular (45).   

Observou-se que quando há superexpressão de survivin ocorre a presença 

dessa proteína nas células na interfase e a proteína transita entre o citoplasma e o 

núcleo, sendo, portanto detectada em pacientes com câncer tanto como uma 

proteína citoplasmática como nuclear. A concentração citoplasmática/mitocondrial de 

survivin parece facilitar a interação desta proteína com a maquinaria apoptótica das 

células cancerosas tendo um efeito citoprotetor enquanto que é possível que a 

concentração nuclear de survivin controle a divisão celular (45).  

Há pouca evidência com relação ao significado da localização de survivin no 

citoplasma ou no núcleo, contudo os resultados dos estudos sugerem que a 

localização nuclear está associada somente a células malignas. Jane et al (2006) 

observaram que a expressão de survivin nuclear foi encontrada em apenas 2 dos 38 

casos de carcinomas bucais, sendo esses 2 pobremente diferenciados com 

expressão moderada a forte de survivin (46). Esses resultados estão de acordo com 

outros estudos. Moon et al (2003) observaram expressão citoplasmática de survivin 

em hepatócitos não malignos e expressão nuclear e citoplasmática em células de 

carcinoma hepatocelular (25) e Ding et al (2006) também encontraram somente 

expressão citoplasmática de survivin em células névicas enquanto que em células de 

melanoma foi observada expressão tanto citoplasmática como nuclear (47). Li et al 

(2005) realizaram revisão de literatura identificando 19 publicações que mensuraram 

survivin nuclear em tumores humanos. A expressão nuclear foi relacionada com 

prognóstico desfavorável em 9 estudos enquanto 5 trabalhos relacionaram essa 

expressão com prognóstico favorável. As outras 5 publicações não relacionaram 

expressão nuclear com prognóstico. 

Apesar de estar ausente na maioria dos tecidos adultos diferenciados, survivin 

é encontrada em situações fisiológicas em alguns tipos de células proliferativas e 

nestas situações está expressa somente durante a mitose (18, 48).  Nos cânceres 

humanos essa proteína é expressa nas células neoplásicas permitindo a proliferação 



 13

de células alteradas (18, 22). Esse fato sugere que a própria transformação maligna 

possa estar associada a alteração na expressão do gene survivin que parece ser 

modulada por um mecanismo epigenético (49).  

Assim como em outros tipos de cânceres, a expressão de survivin é um evento 

precoce durante a transformação maligna da mucosa bucal (18, 26, 50-53). Em lesões 

bucais cancerizáveis, survivin pode ser útil na identificação de lesões com risco de 

progressão para carcinoma (50, 52).  

Estudos imunoistoquímicos avaliaram a expressão de survivin em lesões 

cancerizáveis e carcinomas espinocelulares da boca (46, 52). Lo Muzio et al (2003) 

estudaram a expressão de survivin em 30 lesões cancerizáveis que não evoluíram 

para carcinoma, encontrando que 33% dessas lesões apresentaram expressão de 

survivin, e observaram 16 lesões que evoluíram para carcinoma, das quais 15 

apresentaram expressão dessa proteína. Jane et al (2006) encontraram expressão 

de survivin em 11 das 17 leucoplasias e em 33 dos 39 carcinomas. Esses estudos 

usaram os seguintes critérios para a expressão de survivin: 0 (<5%) negativa, +1 (5-

25%) fraca, +2 (25%- 50%) moderada, +3 (>50%) forte. A expressão forte de survivin 

foi observada somente nos casos de carcinoma pobremente diferenciados(46).   

Revisando a literatura de forma sistemática na base de dados PUBMED, no 

período de 01/01/1966 até 31/05/2009, cruzando as palavras chave oral cancer, oral 

carcinogenesis, oral epithelium, oral cells, oropharyngeal cancer, head and neck 

cancer, oral mucosa e oral squamous cell carcinoma com survivin, nos idiomas 

espanhol, inglês, italiano e alemão foram encontrados 143 artigos. Dos 28 artigos 

relacionados à câncer bucal em humanos, 24 utilizaram imunoistoquímica. Desses 

estudos a minoria utiliza o anticorpo survivin monoclonal(23, 24, 48, 52). 

São conhecidas cinco variantes estruturais a partir do gene survivin, são elas: 

survivin, survivin-2B, survivin-ΔEx3, survivin 3B e survivin 2a. É importante considerar 

qual clone está sendo usado uma vez que as diferentes isoformas podem ter efeitos 

diversos sobre a apoptose, por exemplo, observou-se que a variante survivin-ΔEx3 

mantém a função anti-apoptótica enquanto a variante survivin 2B apresenta 

capacidade reduzida de inibição da apoptose (54). A variante mais conhecida é a 

survivin e é a que foi estudada neste trabalho. 

Devido às características de survivin muitos estudos têm apontado a utilidade 

dessa proteína não só no diagnóstico como também no tratamento do câncer. Em 
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estudos com células cancerosas observou-se que a vitamina E diminuiu os níveis da 

proteína survivin (55-57).  

 Já, com relação à vitamina E e ao álcool, sabe-se que o dano provocado pelo 

álcool envolve estresse oxidativo em diversos tecidos. O fator carcinogênico e 

envolvido na liberação de espécies reativas de oxigêncio é o acetaldeído, o qual é o 

primeiro metabólito gerado durante a oxidação do álcool(6). Com base nisso foi 

proposto na literatura um possível efeito protetor de antioxidantes, como a vitamina E 

(α-tocopherol)  (58). 

A vitamina E é uma vitamina lipossolúvel com ação antioxidante sendo a forma 

mais ativa o α-tocoferol. Em ratos submetidos à ingestão crônica de álcool Vincon et 

al (2004) observaram que α-tocoferol reduziu a taxa de proliferação na mucosa do 

cólon (58). Já, no estudo de Hossein et al (1995), em fígado de ratos, esse efeito 

protetor com relação ao dano provocado pelo álcool não foi observado(59). 

Seguindo a linha de pesquisa da Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia 

da UFRGS, nos mesmos animais usados na pesquisa conduzida como parte desta 

dissertação de mestrado, foi avaliado, por parâmetros oxidativos, o efeito protetor da 

vitamina E na ingestão aguda e crônica de álcool. Não foi encontrado o efeito protetor 

da vitamina E, entretanto essa ausência de efeito protetor pode ser atribuída à 

concentração da solução de Tween 80 (5%) utilizada como veículo para a vitamina E. 

O veículo parece ter apresentado efeito pró-oxidante uma vez que o grupo Vitamina 

E apresentou maiores níveis de TBARS (Thiobarbituric acid-reactive substances) que 

o controle. 

É interesse também deste grupo de pesquisa avaliar a reversibilidade das 

alterações causadas pelo álcool. Não foi encontrado nenhum artigo na literatura que 

avalie o efeito da cessação do álcool na mucosa bucal. Entretanto, dados não 

publicados de Carrard et al (2009) demonstram diminuição nos níveis de TBARS e da 

proliferação celular no epitélio lingual em resposta à cessação do consumo de álcool, 

sugerindo reversibilidade das alterações causadas pelo álcool. 

Sabendo que survivin está envolvida tanto na regulação da divisão celular 

quanto na apoptose e considerando que o etanol altera esses dois processos, o 

estudo da imunomarcação dessa proteína pode ser útil para um maior entendimento 

das alterações induzidas pelo etanol na mucosa bucal e pode contribuir para a 

utilização dessa proteína como um fator predictivo de malignização.  
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O papel de survivin na malignização, inclusive da mucosa bucal, vem sendo 

amplamente estudado(23-25, 42, 48, 50, 52, 53). Entretanto, a participação de survivin na 

manutenção da integridade celular daqueles tecidos diferenciados que tem 

normalmente expressão de survivin, não foi suficientemente explorado. Na mucosa 

gástrica submetida a pré tratamento com álcool em média concentração (20%) antes 

do tratamento com álcool em alta concentração (50%), foi observado o efeito 

citoprotetor de survivin dependente da concentração de álcool(60). Na mucosa bucal 

esse mecanismo citoprotetor é pouco compreendido. Considerando o aumento de 

proliferação observado na camada suprabasal, o aumento da apoptose na camada 

descamativa e a observação de diminuição de espessura resultante da ingestão 

crônica de álcool, questionou-se se há mecanismos anit apoptóticos envolvidos nas 

alterações provocadas pelo álcool. 
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OBJETIVO 

 

  

Avaliar a imunomarcação de survivin e realizar análise morfométrica no epitélio 

lingual de ratos submetidos à ingestão crônica de álcool, cessação do uso e 

associação com vitamina E. 
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1 Introdução 

O álcool é um fator de risco para o desenvolvimento de vários tipos de câncer, 

sendo considerado um fator co-carcinogênico. Nas associações encontradas entre 

álcool e câncer, o risco mais alto observado é para o desenvolvimento de câncer no 

trato aerodigestivo superior, especialmente se associado ao fumo (Seitz and Becker, 

2007). Com relação ao efeito do álcool isolado estudos mostraram aumento da 

proliferação celular em mucosas de animais submetidos à ingestão crônica de álcool 

(Carrard et al., 2004; Maito et al., 2003; Simanowski et al., 1995; Simanowski et al., 

1994). Acredita-se que mecanismos que levam à hiperregeneração celular são 

relevantes com respeito à carcinogênese associada ao álcool (Seitz et al., 1998). Um 

fator carcinogênico é o primeiro metabólito gerado durante a oxidação do álcool, o 

acetaldeído (Seitz et al., 1998). Sabendo-se que o dano provocado pelo álcool envolve 

estresse oxidativo, foi proposto na literatura um possível efeito protetor da vitamina E (α-

tocopherol), promovendo atenuação do aumento da proliferação celular provocada pelo 

álcool (Vincon, 2003). 

Paradoxalmente ao aumento da proliferação celular, estudos observaram 

diminuição na espessura epitelial resultante da ingestão crônica de álcool (Maier et al., 

1994; Sanfelice, 2003). Esse fato pode ser explicado pelo aumento da apoptose 

provocada pelo álcool (Slomiany et al., 1998a; Slomiany et al., 1998b; Zhang et al., 

2007). Entretanto, foi observado que o álcool pode interferir também de forma anti 

apoptótica. Recentemente, foi mostrado o efeito citoprotetor da proteína anti apoptótica 

survivin com relação ao álcool em média concentração (Jones et al., 2008). Essa 

proteína é importante para o desenvolvimento embrionário e em tecidos lábeis 

favorecendo a renovação celular (Chiou et al., 2003; Fukuda and Pelus, 2001). Diversos 

estudos demonstraram a expressão aumentada dessa proteína no câncer, inclusive no 

câncer bucal (Altieri, 2003; Ambrosini et al., 1997; Lo Muzio et al., 2005; Marioni et al., 

2005; Moon and Tarnawski, 2003). 

Os mecanismos envolvidos no dano provocado pelo etanol na mucosa bucal não 

são bem compreendidos, bem como a reversibilidade do dano após a cessação da 

ingestão crônica de álcool e o possível efeito protetor de antioxidantes. O objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito da ingestão crônica de álcool, cessação e co-tratamento com 

vitamina E no ventre lingual de ratos, por meio da avaliação de marcação 

imunistoquímica de survivin e da análise da espessura epitelial. 
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2 Materiais e métodos 

Este é um estudo experimental randomizado, em paralelo, cego, controlado. 

Químicos  

Álcool: CROMOLINE-QUÍMICA FINA (Diadema, SP, Brasil); α-tocopherol: SIGMA 

CHEMICAL CO. (St. Louis, MO, USA); Tween 80: RIEDEL-DE-HAËN (Seelze, 

Niedersachsen, Alemanha). 

Animais e tratamento 

48 ratos (Rattus Norvegicus), provenientes do biotério da FEPPS (Fundação 

Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde, Porto Alegre – RS – Brasil), fêmeas, com 

três meses de idade e peso inicial entre 180-220g foram mantidos em ambiente com 

temperatura controlada (24oC ± 1oC) com ciclo reverso claro/escuro 12:12h. O tamanho 

da amostra baseou-se em outros estudos com avaliação de dano pelo consumo de 

álcool (Campos et al., 2005; Freedman and Shklar, 1978; Gumus et al., 2005; Kalender 

et al., 2004; Maier et al., 1994).  

Os animais foram designados a um dos seis grupos seguintes, pelo método 

randomizado de estratificação por peso. Houve a perda de quatro ratos durante o 

experimento e o espécimen removido de um dos ratos foi descartado devido à 

impossibilidade de avaliação histológica do material. O total resultante foi de 43 ratos 

(Quadro 1). 

Quadro 1 
Grupo n original n do estudo 

Controle – Salina 6  4 

Tween 6  6 

Vitamina E+Tween 6 6 

Álcool uso Contínuo 10 9 

Álcool Cessação de Consumo 10 10 

Álcool uso Contínuo + Vitamina E+Tween 10 8 

Total 48 43 

 

Os grupos Controle, Tween e Vitamina E receberam ração padrão (Nuvilab/CR1, 

Nuvital Nutrientes LTDA.,Colombo, Brasil) e água ad libitum. Os grupos Álcool, Álcool 
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Cessação e Álcool Vitamina E receberam a mesma dieta e tiveram a água substituída 

por álcool etílico 40% (vol./vol) (Cromoline-Química Fina, Diadema, SP, Brasil) ad 

libitum. A concentração de álcool etílico 40% foi escolhida por ser a concentração 

presente na cachaça, a bebida alcoólica mais consumida pela população brasileira 

(Neves, 1989). Durante a primeira semana a concentração de álcool etílico foi 

aumentada gradativamente de 5% a 40% de acordo com a Tabela 1 (adaptado de 

McMillen et al, 2005) (McMillen et al., 2005). Ao final de dois meses, o grupo Álcool 

Cessação teve o álcool etílico substituído por água, diminuindo gradativamente a 

concentração de 40% a 0%. Os grupos Álcool e Álcool Vitamina E seguiram bebendo 

álcool etílico 40% até o fim do experimento.  

 
Tabela 1. Aumento da concentração de álcool etílico por dia na fase de adaptação ao consumo 

Dia  1 2 3 4 5 6 7

Concentração  5% 10% 20% 25% 30% 35% 40%

 

A vitamina E (α-tocopherol - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA; dissolvido 

em solução de 5% Tween 80 - Riedel-de-Haën, Seelze, Niedersachsen, Alemanha) foi 

administrada oralmente via gavagem (200mg/kg, 2 vezes por semana) (Kalender et al., 

2004) para os grupos álcool/vitamina E e vitamina E. Os grupos álcool, álcool cessação 

e controle receberam gavagem salina. O grupo Tween recebeu solução de Tween 80 a 

5%  (Krishnamurthy and Bieri, 1963). 

Os volumes (ml) das soluções e a quantidade de ração padrão (g) consumidos 

foram monitorados ao longo do estudo. O peso (g) dos animais foi observado no início e 

no final do experimento, assim como o ganho de peso (%) durante o estudo.  

No dia 14, foi realizada biópsia com punch no dorso da língua dos animais, para 

observação do efeito agudo do álcool etílico 40% (dados previamente publicados) 

(Carrard et al., 2009).  

Aos 4 meses de experimento, os animais foram mortos por inalação de CO2. As 

línguas, forma removidas e divididas ao meio no seu longo eixo, fixadas em formalina 

neutra tamponada 10% por 24h e submetidas a processamento histológico para 

inclusão em parafina.  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa e Comissão de 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 
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protocolo número 190/05. Os animais foram tratados de acordo com Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Research).   

Imunoistoquímica  

A partir dos blocos de parafina foi obtido um corte de 4 μm (micrótomo LEICA – 

modelo RM2155). Os cortes histológicos foram desparafinizados em xilol e reidratados 

em álcool. O bloqueio da peroxidase endógena foi feito em peróxido de hidrogênio a 3% 

em metanol, dois banhos de 15min. A recuperação antigênica foi realizada com uma 

solução previamente aquecida a 90oC de pH 6.0 (low-pH retrieval solution, S1699, 

DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), em uma panela a vapor (Acqua Timer, ARNO, 

São Paulo, SP, Brasil) a 96oC por 25 minutos. Após esfriarem até temperatura ambiente, 

os cortes foram incubados em geladeira, por 16 horas, com o anticorpo survivin (anti-

rato, clone DO-8, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), diluição 1:50. O 

sistema de detecção empregado foi o Envision+® (DakoCytomation, Carpinteria, CA, 

USA) e o cromógeno a diaminobenzidina líquida (DakoCytomation, Carpinteria, CA, 

USA). Para contra coloração foi utilizada Hematoxilina de Harris (Merck KGaA, 

Darrmstadt, Hessen, Germany). Foram utilizadas lâminas de carcinoma espinocelular 

bucal como controle positivo (figura 1) e o controle negativo consistiu na omissão do 

anticorpo primário. 

Foram capturadas imagens consecutivas de toda a extensão do epitélio do ventre 

lingual no aumento de 400x, 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). De cada lâmina foram 

sorteadas cinco imagens para análise. 

O critério de positividade na marcação imunoistoquímica foi coloração marrom, 

independente da intensidade. Foram contadas todas as células da camada basal e 

suprabasal e realizada a porcentagem de células com marcação positiva para survivin. 

Considerou-se camada basal aquela na qual as células tinham pelo menos uma porção 

da sua membrana celular em contato com a membrana basal. Camada suprabasal 

compreendeu as células acima da camada basal, exceto aquelas que apresentavam o 

achatamento típico das células superficiais. Utilizou-se este critério devido à proliferação 

celular ser característica da camada basal, sendo as camadas suprajacentes, 
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responsáveis pelo processo de maturação ou diferenciação celular. 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.  

Morfometria  

Foi realizada análise morfométrica nas mesmas imagens de campos 

microscópicos em que foi feita a contagem das células positivas para survivin. Para a 

obtenção das medidas foi utilizada a ferramenta measure do software Image Pro-Plus 

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

Em cada imagem foram feitas três medidas nos locais de maior espessura, tanto 

da camada de ceratina, quanto do epitélio. A espessura epitelial foi medida da camada 

basal até a camada granulosa. As três medidas de cada camada foram convertidas em 

média por campo para posterior realização da média por lâmina. 

Calibragem e cegamento 

A calibragem intra-examinador foi realizada durante o estudo, constituindo na 

revisão de 11% dos campos. Foi empregado o teste t de student pareado com 

coeficiente de correlação de Pearson, sendo aceito o valor de 0.7, sem diferença entre 

as médias.  

A análise das lâminas foi feita por um examinador que não estava ciente do grupo 

ao qual pertenciam as lâminas.  

Análise estatística 

 Foi realizada Análise de Variância (ANOVA) para comparação entre os grupos 

com relação à marcação de survivin nas camadas basal e suprabasal e à morfometria. 

Foi aceito o nível de significância p<0,05. 
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3 Resultados  
O peso dos animais no final do experimento e a porcentagem de ganho de 

peso, usada para controle do efeito da dieta, não foi estatisticamente diferente entre 

os grupos experimentais (dados não mostrados, P=0.33 e P=0.72, respectivamente, 

ANOVA). 

 

Imunoistoquímica 

Houve positividade para a marcação de survivin nas camadas basal e 

suprabasal em todos os grupos (Figura 2). Contudo, não houve diferença 

significativa com relação à marcação de survivin nas camadas basal e suprabasal 

entre os grupos deste estudo (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Percentagem de células positivas para survivin nas camadas basal e 

suprabasal, nos grupos experimentais e controle 

Grupo %survivin+  
camada basal 

%survivin+ 
 camada suprabasal 

 Média DP Média DP 

Álcool Cessação de Consumo 41,93 17,27 53,07 12,02 
Álcool uso Contínuo 49,79 19,77 63,72 16,06 
Álcool uso Contínuo + Vitamina E+Tween 33,97 19,86 45,88 19,76 
Vitamina E+Tween 55,64 18,44 65,05 14,45 
Tween 53,48 19,13 65,33 15,99 
Controle – Salina 44,86 11,31 52,55 14,46 

P 0,835 0,644 

Anova 
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Fig.1. Imagem de marcação imunoistoquímica de survivin em 

carcinoma espinocelular bucal (100x). 
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Fig.2. Imagem de marcação imunoistoquímica de survivin nas camadas 

basal e suprabasal (400x). 
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Morfometria 

Não houve diferença significativa com relação à espessura epitelial entre os 

grupos deste estudo (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Espessura média do epitélio, do epitélio + camada de ceratina e da 

camada de ceratina (µm), nos grupos experimentais e controle. 

Grupo Epitélio sem 
ceratina 

Epitélio com 
ceratina 

Ceratina 

 Média DP Média DP Média DP

Álcool Cessação do 
Consumo 108,35 20,52 121,53 22,213 14,84 4,23 

Álcool uso Contínuo 92,55 35,44 105,93 38,34 13,39 5,52 
Álcool uso Contínuo + 
Vitamina E+Tween 94,65 24,27 108,27 25,98 13,61 2,42 

Vitamina E+Tween 113,44 24,89 132,14 26,12 18,69 3,42 

Tween 100,35 29,98 118,58 33,13 18,24 4,64 

Controle – Salina 106,72 24,12 122,84 25,10 16,11 4,13 

P 0,637 0,555 0,099 
Anova 
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4 Discussão 

A presença de survivin em todos os grupos indica que em situação fisiológica 

essa proteína poderia atuar como fator mantenendor da renovação celular. Esse efeito 

foi chamado de citoprotetor, uma vez que garante a integridade tecidual (Ham and 

Kaunitz, 2008; Jones et al., 2008). 

Em malignidade, estudos mostraram aumento da expressão imunoistqouímica de 

survivin indicando a utilidade dessa proteína como marcador, principalmente em 

progressão de lesões cancerizáveis para carcinoma (Jane et al., 2006; Lo Muzio et al., 

2003). Neste estudo observou-se que esses eventos não têm relação com a ação do 

álcool, enfatizando ser este um agente promotor, atuando na proliferação celular e não 

no bloqueio da apoptose. De certa forma, esses achados estão de acordo com 

Slomiany et al (1998) que observaram que o álcool em concentração alta atuou de 

forma pró apoptótica, sendo observado 37 vezes mais atividade de caspase-3 

resultante da ingestão crônica de álcool (Slomiany et al., 1998a; Slomiany et al., 1998b). 

No presente estudo, foi possível observar que em concentração alta, o álcool não foi 

capaz de ativar a via anti apoptótica de survivin a qual é capaz de inibir a atividade de 

caspase-3, encontrada aumentada no estudo de Slomiany et al (1998).  

A ausência de diferença significativa entre os grupos com relação à marcação de 

survivin pode ser explicada pela não ativação dessa via antiapoptótica devido à 

ingestão crônica de etanol na concentração de 40%. Essa concentração utilizada neste 

estudo é considerada alta. Na literatura, com relação à concentração do álcool foi 

observado, em mucosa gástrica, que o pré tratamento de animais com álcool 20% 

(concentração média) previamente ao tratamento com álcool 50%, desencadeou um 

aumento de survivin, sendo interpretado como um mecanismo citoprotetor. Entretanto, a 

forma de admnistração de álcool foi injeção intragástrica  e o intervalo entre o pré 

tratamento e o tratamento foi apenas 30 minutos (Jones et al., 2008).  

A não identificação de diferença com relação à survivin no presente estudo não 

significa que ingestão crônica de álcool 40% não causa dano. Esse dano pode ser 

causado pela ativação de outras vias (Carrard et al., 2009; Clemens et al., 2003). 

Contudo, é possível afirmar que ingestão crônica de álcool 40% não promove alteração 

de survivin, na camada supra basal, a qual havia sido identificada em estudos prévios 
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como a responsável pela manutenção da proliferação resultante da ingestão crônica de 

álcool (Carrard et al., 2004; Maito et al., 2003). 

Com relação ao efeito do álcool na espessura epitelial os nossos achados 

discordam com os de Sanfelice et al (2003) e de Maier et al (1994) que observaram 

menor espessura epitelial em animais submetidos à ingestão de álcool quando 

comparados aos controles. Entretanto, é provável que o tempo de ingestão de álcool 

determine a menor espessura observada por esses autores. No estudo de Sanfelice et 

al (2003) e de Maier et al (1994) os tempos de avaliação foram de 6 meses, enquanto 

que neste estudo a avaliação foi feita após 4 meses de ingestão de álcool (Maier et al., 

1994; Sanfelice, 2003). O tempo de avaliação foi baseado no fato de que o dano 

provocado pelo álcool envolve estresse oxidativo e sendo possível observar dano em 

menos de 4 meses através do estudo de rotas bioquímicas, optou-se por avaliar as 

alterações precoces provocadas pelo álcool de forma imunoistoquímica e morfométrica 

(Carrard et al., 2009). 

Com relação ao efeito da cessação de consumo de álcool na espessura epitelial 

não foram encontrados na literatura consultada estudos com esse tipo de análise. 

Apesar de não haver diferença significativa nos grupos aqui analisados, as médias dos 

grupos submetidos ao consumo de álcool foram as menores concordando com a 

diminuição de espessura observada em outros estudos (Maier et al., 1994; Sanfelice, 

2003). Já a média do grupo álcool cessação foi a mais próxima da do grupo controle, 

sugerindo uma possível reversibilidade da diminuição de espessura. 
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5 Conclusão  

Survivin está presente em condições fisiológicas nas células da mucosa lingual 

de ratos, e a quantidade de células com marcação imunoistoquímica para esta proteína 

não é alterada pela ingestão crônica de álcool. No tempo de 4 meses, a ingestão de 

álcool não provocou alteração na espessura epitelial. A ausência de diferença 

significativa entre os grupos impossibilitou a avaliação do co-tratamento com vitamina E 

e o efeito da cessação do consumo de álcool.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Neste estudo concluiu-se que survivin está marcado em situações fisiológicas 

na mucosa lingual, nas camadas basal e suprabasal, e não é alterado pelo consumo 

de álcool nessas camadas, reafirmando o álcool como promotor, uma vez que 

survivin é usado como marcador de carcinogênese. Observou-se também que, no 

período de análise deste estudo, 4 meses, não houve diferença na espessura epitelial 

entre os grupos experimentais e controle. O delineamento deste estudo foi 

experimental randomizado, em paralelo, cego, controlado e foi analisado o epitélio 

lingual de 43 ratos, divididos em 3 grupos com álcool (Álcool; Álcool Cessação; Álcool 

e Vitamina E) e 3 grupos sem álcool (Controle; Tween; Vitamina E). 

Para um maior entendimento das alterações provoacadas pelo álcool na 

mucosa bucal, a análise de outras vias de proliferação e apoptose são de interesse, 

bem como a observação de diferentes concentrações de álcool e diferentes tempos 

de consumo. Para uma completa análise da participação de survivin nas alterações 

provoacadas pelo álcool na mucosa bucal seria interessante a observação das outras 

camadas epiteliais, que não foram observadas neste estudo. Futuros estudos com 

tempo de avaliação mais longo podem contribuir para o entendimento dos 

mecanismos envolvidos nas vias proliferativas e apoptóticas. 
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