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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar se a aplicacdo topica de bebidas alcodlicas
destiladas, cachaca e uisque, altera a espessura epitelial da mucosa lingual de hamsters. Ap6s
calculo amostral, 720 campos microscopicos foram utilizados para mensuracdo da espessura
total do epitélio de lingua (camada epitelial mais camada cornea). Quarenta hamsters foram
divididos em dois grupos experimentais, conforme aplicacdo da substancia teste, em grupo 1
(cachaca 48°gl) e grupo 2 (uisque 40°gl), ambos avaliados em periodos experimentais de 13 e
20 semanas. A borda contralateral da lingua, que ndo recebeu a substancia teste, foi utilizada
como controle. Ap6s eutanasia, as linguas foram dissecadas, fixadas em solucdo de formol
10% e processadas para a obtencdo de cortes histoldgicos, que foram corados pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE). Para a analise morfométrica, trés laminas por espécime foram

avaliadas. A espessura do epitélio, de ambas as bordas da lingua, foi mensurada com auxilio

do Programa Motic Images Plus 2.0 (Motic®). Os dados da anélise morfométrica foram
avaliados pela estatistica descritiva e teste de Wilcoxon e teste de Mann-Whitney. No grupo
cachaca, em relacdo a espessura total do epitélio, houve diferenca estatistica significativa
entre a média do lado teste, 61,87 (14,75)um e a média do lado controle, de 67,20 (9,96)um
(p=0,044). Também observou-se uma reducdo altamente significativa da espessura das
camadas epitelial (p<0,001) e cérnea (p=0,021). No periodo de 13 semanas, houve diminuicao
estatistica significativa da espessura das camadas cornea (p=0,032) e epitelial (p<0,001),
enquanto que, em 20 semanas, somente a camada epitelial apresentou-se significativamente
reduzida (p=0,002). No grupo uisque houve aumento significativo da espessura da camada
cérnea (p=0,015) e epitelial (p=0,012) em 13 semanas. Conclui-se que tipos diferentes de
bebidas alcodlicas destiladas, com concentracdo alcoolica entre 40°gl e 48°gl, promoveram
alteracdes morfométricas e morfoldgicas diferenciadas. A cachaca promoveu atrofia epitelial,
0 que poderia facilitar a penetracdo de sustancias ou agentes carcinogénicos. Ja o uisque
promoveu hiperplasia, podendo assim sugerir o inicio do desenvolvimento de lesGes pré-

malignas.

Palavras-chave: bebidas alcodlicas, mucosa bucal, lingua.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine whether topical application of distilled spirits,
cachaca and whiskey, alter the epithelial thickness of tongue mucosa of hamsters. After
sample size calculation, 720 microscopic fields were used to measure the total thickness of the
tongue epithelium (epithelial layer over the stratum corneum). Forty hamsters were divided
into two groups, depending on the application of the test substance in group 1 (cachaga 48°gl)
and group 2 (whiskey 40°gl), both evaluated in the experimental periods of 13 and 20 weeks.
The contralateral side of the tongue, which has not received the test substance was used as
control. After euthanasia, the tongues were dissected, fixed in 10% formalin solution,
processed to obtain histological sections and were stained by hematoxylin and eosin (HE). For
the morphometric analysis, three slides per specimen were evaluated. The thickness of the
epithelium, both edges of the tongue, was measured with the aid of the program Motic Images
Plus 2.0 (Motic ®). Data from morphometric analysis were evaluated by descriptive statistics
and by Wilcoxon and Mann-Whitney tests. In cachaga group, regarding the total thickness of
the epithelium, there was a statistically significant difference between the average of the test
side, 61.87 (14.75) um and the average of the control side, 67.20 (9.96) um (p=0.044). It was
also observed a highly significant reduction in the thickness of the epithelium (p<0.001) and
the cornea (p=0.021). At 13 weeks, there was a statistically significant decrease in the
thickness of the cornea (p=0.032) and epithelial (p<0.001), whereas at 20 weeks, only the
epithelial layer was significantly reduced (p=0.002). In the Whiskey group, there was a
significant increase in thickness of the cornea (p=0.015) and epithelial (p=0.012) at 13 weeks.
It was conclude that different types of distilled spirits with alcohol concentration between 40
°gl and 48 °gl, promoted morphological and morphometric changes differentiated. Cachaca
promoted epithelial atrophy, which could facilitate the penetration of substances give or
carcinogens. The whiskey promoted hyperplasia which suggest the early development of

premalignant lesions.

Keywords: alcohols, mouth mucosa, tongue.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Substancias contendo alcool sdo amplamente consumidas no mundo inteiro. Pouco
mais de 40% da populacdo adulta do mundo consome alcool e a média de consumo por
individuo é de 17,1 litros por ano (SHIELD et al., 2013). A ingestdo de bebidas alcodlicas esta
associada a xerostomia, sialodenose, inflamacdo da mucosa bucal (SLOMIANY et al., 1998,),
imunossupressao, aumento da incidéncia de doencgas infecciosas (GORAL et al., 2008; XU et
al., 2009) e de cancer (BAGNARDI et al., 2013).

A boca é a primeira estrutura a entrar em contato com o alcool, e a etiologia da
alteracdo das defesas da mucosa bucal ainda deve ser mais elucidada (SLOMIANY et al.,
1998,; SLOMIANY et al., 1998;). Efeitos do alcool tém sido relacionados com alteracfes na
arquitetura da membrana de células epiteliais e na proliferacdo celular, alteracbes dos
processos responsaveis pela manutencdo do meio citosélico e inibicdo da sintese de proteinas
e de 4cidos nucléicos (SLOMIANY et al., 1998,).

A ingestdo cronica de alcool exerce efeitos moleculares e morfologicos diversos tais
como: estresse oxidativo decorrentes do seu metabolismo (SZACHOWICZ-PETELSKA et
al., 2012); desregulacdo de citocinas pro-inflamatérias (SLOMIANY et al., 1998); aumento
da liberacdo de endotelina 1 (ET-1); alteracbes do oxido nitrico (NO) (SLOMIANY et al.,
1998.); prejuizo a sinalizacao iniciada pelo receptor do fator de crescimento fibroblastico beta
(bFGF-R) (SLOMIANY et al., 1998;); diminuicdo dos niveis de vitamina A nas estruturas
bucais (SEITZ et al., 2001) e promocéo de atrofia do tecido epitelial (MASCRES et al., 1984;
VALENTINE et al., 1985; MAIER et al., 1994).

O estresse oxidativo tem sido relacionado a mudangas na estrutura e funcdo dos
componentes celulares, incluindo a membrana fosfolipidica e proteinas (SZACHOWICZ-
PETELSKA et al., 2012). Uma vez ingerido, o alcool é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal e cerca de 90% é metabolizado pelo figado, onde € oxidado em acetaldeido e
em seguida em acetato. Esses processos sdo acompanhados pela geracdo de radicais livres,
altamente reativos (VALLET et al., 1997; PONAPPA; RUBIN, 2000). Acetaldeido e espécies
reativas de oxigénio (ROS reactive oxygen species) podem reagir com aminoacidos,
proteinas, peptideos, modificando suas composicdes e fungdes (DOORN; PETERSEN, 2002;
GRIMSRUD et al., 2008). Assim, a peroxidacdo de radicais livres, principalmente de lipideos
insaturados, altera importantes fungdes estruturais e de protecdo das biomembranas.
Certamente, muitos eventos patologicos resultam dessa oxidagdo. Portanto, o abuso do alcool

tem sido relacionado a um certo nimero de mudancas quimicas e desordens moleculares em
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humanos e animais (WAGNER et al., 1994; SZACHOWICZ-PETELSKA et al., 2012).

H& um aumento da liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), em decorréncia da ingestdo cronica do alcool provocando, assim, eventos
apoptdticos (SLOMIANY et al., 1998;). Outra conseqiiéncia, igualmente deletéria na
integridade do tecido da mucosa bucal, é o aumento da liberacdo de endotelina-1 (ET-1), um
potente vasoconstritor, e alteracfes do oxido nitrico (NO) (SLOMIANY et al., 1998,). O
Oxido nitrico (NO) é um mediador importante das defesas das mucosas e uma molécula-chave
envolvida nos eventos de sinalizacdo associados a apoptose celular, podendo ser responsavel
pelo enfraquecimento das defesas da mucosa bucal em alcodlatras. A ativacdo macica de uma
das suas isoformas, a Oxido nitrico sintase (NOS-2), tem efeitos citotéxicos, causando
disturbios transcricionais e inducdo de proteases caspases pro-apoptoticas (SLOMIANY et al.,
1998,; SLOMIANY et al., 1998;). A ativacdo de caspases e subseqlente protedlise de um
conjunto de proteinas celulares especificas, incluindo adenosina disfosfato ribose polimerase
(ADP), laminina e quinase de ades&o focal, é reconhecida como agente responsavel pelos
eventos bioquimicos da apoptose, esta Ultima caracterizada por retracdo citoplasmatica,
ruptura da membrana nuclear, condensacéo da estrutura de cromatina e fragmentacdo do DNA
(SLOMIANY et al., 1998;; 1998;).

Efeito prejudicial sobre os eventos de sinalizacdo iniciada por receptor de ligacdo do
fator de crescimento fibroblastico beta (bFGF-R), e sobre a ativacdo e propagacao do receptor
de quinases ciclo-dependentes (Cdk2), é observado com a ingestdo cronica de alcool. O
receptor de quinases ciclo-dependentes (Cdk2) impulsiona a progressédo do ciclo celular e é
essencial para a reparacdo de feridas da mucosa (SLOMIANY et al., 19984). Estudo que
avaliou a velocidade de cura de ulceracbes na mucosa bucal induzida por meio de acido
acetico mostrou que animais submetidos a dieta alcodlica apresentaram um retardo no reparo
de feridas quando comparado a animais que ndo receberam dieta alcodlica (SLOMIANY et
al., 1998;).

A diminuicdo dos niveis de vitamina A (retinol) nas estruturas bucais, é também
observada, uma vez que o alcool é um inibidor competitivo do metabolismo do retinol. Ao
mesmo tempo, o acetaldeido também é capaz de inibir o metabolismo da vitamina A,
prejudicando a geracdo de acido retindico (SEITZ et al., 2001). Baixos niveis dessa vitamina
contribuem para uma falta de controle no crescimento epitelial, 0 que poderia desencadear
alteracdes epiteliais e consequentemente, iniciar o desenvolvimento de lesdes malignas
(FIGUERO RUIZ et al., 2004).

O alcool promove na mucosa bucal, alteracdo morfolégica caracterizada por atrofia do
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epitélio seguida de hiper-regeneracdo da camada basal (MASCRES et al., 1984; VALENTINE
et al, 1985; MAIER et al., 1994). A reducdo da espessura do epitélio aumenta a
vulnerabilidade frente aos agentes nocivos e quimicos, permitindo a penetracdo de
carcindgenos através da mucosa. Isso se da tanto pelo aumento da solubilidade, quanto da
permeabilidade (WIGHT; OGDEN, 1998; HOWIE et al., 2001; SEITZ et al., 2001; BOR-
CAYMAZ et al., 2011), devido a ruptura de moléculas lipidicas de sua disposi¢cdo normal
ordenada, abrindo, assim, rotas entre as células (HOWIE et al., 2001; SZACHOWICZ-
PETELSKA et al., 2012).

Evidéncias indicam que o &lcool, juntamente com o acetaldeido, sdo 0s principais
fatores carcinogénicos em bebidas alcodlicas. Outros componentes quimicos e contaminantes
das bebidas podem adicionalmente contribuir para promocdo de alteraces morfoldgicas e
para a carcinogenicidade (REHM, 2010), tais como chumbo, nitrato, pesticidas, micotoxinas e
carbamato de etila (LACHENMEIER et al., 2010). Essa ultima substancia tem sido julgada
como risco adicional para a saude dos consumidores de alcool, pois se trata de uma substancia
genotdxica reconhecida e com grande ocorréncia em alimentos fermentados e bebidas.

Ha varias limitagdes quando se avaliam os estudos relacionados ao tipo de bebida e o
risco de cancer bucal. Primeiro, existem diferencas na terminologia das medicdes de alcool no
mundo e, em segundo lugar, pelo fato de o consumo néao ser apenas de uma bebida alcodlica
especifica, podendo haver diferencas do teor alcodlico entre as diferentes marcas. Em terceiro
lugar, pode haver limitaces em se mensurar com precisdo a quantidade de alcool consumida
pelos individuos, seja pela relutancia ou incapacidade dos individuos em fornecer uma exata
historia do consumo (WIGHT; OGDEN, 1998). Assim, observa-se a importancia e a
necessidade de estudos experimentais com animais, pois essas variaveis de confusdao podem
ser controladas, e 0s aspectos morfoldgicos teciduais, frente a aplicacéo topica dessas bebidas,
podem ser observados.

As bebidas alcoolicas diferenciam-se umas das outras, ndo apenas pela concentracao
de alcool ou marca, mas também no seu processo de fabricacdo (fermentacdo, destilacdo ou
processos de maturacdo). Estes processos podem contribuir para a presenca de impurezas ou
contaminantes (ROGERS et al., 1995). Além disso, existem controvérsias sobre o tipo de
bebida alcodlica e seu papel na carcinogénese bucal (BLOT et al., 1988; WIGHT; OGDEN,
1998). Dessa forma, ressalta-se a necessidade de mais estudos que avaliam as alteracGes
morfoldgicas dos tecidos expostos a essas substancias.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,

BRASIL, 2009), cachaca é a denominagdo tipica e exclusiva da aguardente de cana
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produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de 38% a 48% em volume a 20 graus Celsius,
obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-aglcar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agUcares até seis gramas por litro, expressos
em sacarose. Segundo a instru¢do normativa 13/2005, que estabelece os padrdes de qualidade
e composicdo quimica da cachaga, a bebida podera apresentar, em quantidades pré-
estabelecidas, componentes como: &cido acético; aldeidos (expressos em acetaldeido);
ésteres totais (expressos em acetato de etila); alcoois superiores (expressos pela soma do
alcool n-propilico, alcool isobutilico e alcoois isoamilicos); furfural mais
hidroximetilfurfural; alcool metilico; alcool sec-butilico; &lcool n-butilico; carbamato de
etila; acroleina; diacetil; cobre; arsénio; chumbo (BRASIL, 2009).

Uisque refere-se a uma ampla categoria de bebidas alcodlicas destiladas a partir de
grédos fermentados e envelhecida em tonéis de madeira, geralmente feitos de carvalho,
normalmente por mais de oito anos (YOSHIOKA et al., 2011). A lesgislacdo brasileira define
uisque como bebida com graduacao alcodlica de 38% a 54% em volume, a 20 graus Celsius.
Os principais cereais utilizados para a elaboracdo de uisque sdo a cevada, milho, trigo ou
centeio, permitindo a formulacdo de tipos diferentes de bebida: uisque de malte (“malt
whisky”), uisque de grdo (“grain whisky”) e uisque cortado (“blended whisky’’) (BRASIL,
2009). Durante o processo de envelhecimento, muitos ingredientes da madeira sdo exsudados
no uisque devido a elevada concentracdo do alcool, e a subsequente oxidacdo que ocorre no
barril. Outras reacdes quimicas ocorrem no processo e contribuem para dar sabor suave e cor
a bebida. Os maiores componentes de congéneres do uisque sdo o agucar e o caramelo. O
acido elagico, acido galico e lioniresinol s@o os principais ingredientes fendlicos do uisque e
possiveis responsaveis por seus efeitos antioxidantes e despigmentantes (YOSHIOKA et al.,
2011).

A exata atuacdo do alcool na alteracdo do tecido epitelial ainda é incerta e diferentes
bebidas alcodlicas podem estimular respostas epiteliais diferentes (LECLERC et al., 1987;
CASTELLSAGUE et al, 2004). Embora existam estudos evidenciando alteracdes
morfoldgicas na mucosa bucal causadas pelo alcool puro (VALENTINE et al., 1985; MAIER
et al.,, 1994; MARTINEZ et al., 2005), poucos avaliaram os efeitos tdpicos de bebidas
alcoolicas em mucosa (LIMA, 1997; LIMA et al., 1999). A proposta do presente estudo foi
verificar se a aplicacdo topica de bebidas alcodlicas destiladas, cachaca e o uisque, altera a

espessura epitelial da mucosa lingual de hamsters.
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2 MATERIAL E METODOS

Delineamento e aspectos éticos

A presente pesquisa foi caracterizada por um modelo in vivo. Os animais, procedentes
do Centro de Pesquisa René Rachou (FIOCRUZ Minas, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil), foram alimentados com racdo balanceada (Nuvilab CR1, Nuvital®, Colombo, Paran4,
Brasil) e 4gua ad libitum. O experimento foi realizado apds aprovacdo (protocolo n° 008/11)
da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (CEUA/UFVJIM) (Anexo 1).

Calculo amostral e grupos experimentais

Para o calculo do tamanho amostral, utilizou-se a formula para comparacdo de médias
adotando um nivel de significancia de 95%, poder estatistico de 80%, desvio-padrdo de
3,76um e uma diferenga minima a ser detectada entre os grupos de 0,8um (SALUM, et al.,
2006). Pelo calculo amostral, a quantidade de campos morfoldgicos a serem investigados por
lado mensurado em cada grupo (cachaca e uisque) foi de 170, totalizando, no minimo, 680
campos necessarios. Como foram utilizados 40 hamsters machos e fémeas, com idade meédia
de 90 dias, da espécie Mesocricetus auratus, pesando em média 158,59, 720 campos foram
mensurados. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais. As
substancias testadas em cada grupo experimental foram cachaca 48°gl (grupo 1) e uisque
40°gl (grupo 2), ambos avaliados em periodo experimentais de 13 e 20 semanas. As bebidas
foram selecionadas dentre uma amostragem de marcas comerciais, sendo utilizados o uisque e
a cachaca que no alcobmetro Gay-Lussac, demonstraram maior teor alcodlico. Para ambos 0s
grupos, houve mensuracdo da espessura epitelial dos lados teste (direito) e controle
(esquerdo). A distribuicdo dos animais, dos grupos e a quantidade dos campos morfoldgicos

mensurados por grupo se encontram no quadrol.
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2 grupos
experimentais

| n= 720 campos

cachaca 48°gl uisque 40°gl
20 animais 20 animais
Lado Teste Lado Controle Lado Teste Lado Controle
[ n= 180 campos | [ n= 180 campos | [ n= 180 campos | [ n= 180 campos |

Quadro 1: Distribuicdo dos grupos experimentais e da quantidade de campos mensurados por grupo

Aplicacdo topica das substancias

A aplicagéo topica das substancias testadas foi realizada por meio de um pincel de
pélo de camelo, nimero zero (Tigre®, Sao Paulo, Brasil), na borda lateral direita da mucosa
lingual. Cada aplicagdo consistiu em quatro pinceladas Unicas e consecutivas em bordo de
lingua, de posterior para anterior, retirando-se o excesso das solu¢des em cada pincelada, para
evitar o escorrimento e degluticdo pelos animais. As aplicacdes foram realizadas em dias
alternados (segunda, quarta e sexta) por um periodo maximo de 20 semanas. A borda

contralateral da mucosa lingual que ndo recebeu a substancia teste foi utilizada como controle.

Eutanasia e processamento histopatologico

Apos 13 e 20 semanas do inicio do experimento, os animais foram anestesiados por
meio de injecdo intraperitoneal de 10mg/Kg de xilazina injetavel (Anacedan®, Laboratdrio
Agribrands, SP) associada & 200mg/Kg de quetamina (Dopamim®, Laboratério Agribrands,
SP). Uma vez anestesiados, os animais foram decapitados e as suas cabecas imediatamente
submersas em solucdo de formol 10% tamponado, por um periodo de 48 horas. Apos fixadas,
a mandibula e a lingua foram separadas da maxila para melhor acesso as estruturas. Em
seguida, foi realizada dissecacéo da lingua e sua macroscopia. A lingua foi dividida, por corte
transversal, em tercos apical, médio e posterior. O terco médio foi submetido ao
processamento histoldgico e incluido em parafina para seccdo. Foram realizados cortes
transversais seriados, sendo que cinco cortes foram descartados no intervalo de obtencdo de
cada lamina. Assim, obtiveram-se cinco laminas de cada espécime e destas avaliaram-se as

laminas impares, que foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina (HE).
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Avaliacdo morfoldgica

A avaliacdo morfoldgica descritiva de ambos os sitios anatdmicos, mucosa lateral
direita (lado teste) e mucosa lateral esquerda (lado controle) da lingua foi realizada por um
Unico examinador, devidamente calibrado e cego para os diferentes grupos. Para isso, foi
utilizado um microscépio de luz (Opton®, Guiyang, China), com aumentos de 100, 200 e 400
vezes. De acordo com o célculo amostral, para cada espécime, foram avaliadas trés laminas,
sendo que, em cada lamina foram avaliados trés campos do lado controle e trés do lado teste,
totalizando 18 campos por espécime (Quadro 2).

A : . Campos N
Laminas | Fotomicrografias| o Mensurages
microscopicos

Por Espécime 3 18 18 108
Por Grupo 60 360 360 2.160
Total 1177 702" 684 " 4.104

*Houve perda por morte de um animal do grupo uisque

** houve perda de 18 campos em cada grupo

Quadro 2: Distribuicdo do nimero de laminas histoldgicas, fotomicrografias, campos
microscépicos e mensurag@es realizadas tanto por espécime quanto por grupo

Avaliacido morfométrica

As fotomicrografias das laminas foram realizadas em aumentos de 100 vezes, com
auxilio de microscépio de luz (Opton®, Guiyang, China) conectado a um sistema de captura
de imagens digital (Moticam 1000®, Guiyang, China). Em cada lamina, foram capturados trés
campos, onde foram analisadas as imagens. A espessura de todo epitélio bucal foi aferida com
auxilio do Programa Motic Images Plus 2.0 (Motic® China Group CO. LTD. Copyright®
2007, Guiyang, China) para andlise da imagem digitalizada (Figura 1). Em cada um dos
campos foram realizadas seis mensuracdes, trés na camada cdrnea e trés na camada epitetial,
sendo uma mensuracdo no centro e duas nas extremidades. Estas medidas foram obtidas
através de um traco perpendicular na camada epitelial investigada. A altura total do epitélio
foi encontrada através da soma das duas medidas supracitadas (Quadro 3). A média dos dados

obtidos foi tabulada (Apéndice 1).
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Figura 1: Avaliacdo morfométrica do tecido epitelial com auxilio do programa Motic Images Plus 2.0

Por espécime

A @ Por campo
B B*
~ C o g !

teste controle

A Aw
B B*
o c

teste controle

6 mensuracées por campo |

teste controle

[ 9 campos lado teste | ['9 campos lado controle |

Quadro 3: Distribuigdo dos campos histologicos analisados por espécime e das mensuragdes realizadas por
camno histoléaico

O tecido epitelial foi classificado, de acordo com sua morfometria em: normal,
atrofico e hiperplasico. Foi considerado atrofico o tecido que apresentou diminuicdo de sua

espessura, em relacdo ao lado controle. Foi considerado hiperplasico o tecido que apresentou

aumento de sua espessura em relagdo ao lado controle.

Analise estatistica
Os dados coletados foram analisados pelo software SPSS (Statistical Package for

Social Sciences, IBM Inc., USA) versdo 17.0. Foram realizadas analises de estatistica
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descritiva. A normalidade e homogeneidade de variancia dos dados foram verificadas pelos
testes Shapiro-Wilk e teste de Levene, respectivamente. Realizou-se analise bivariada com o
objetivo de se verificar possiveis diferencas entre os grupos. Para analises intragrupo e
intergrupo, os resultados foram submetidos, respectivamente, ao teste de Wilcoxon e ao teste
de Mann-Whitney. Foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).



L
UFVIM

JOURNAL OF ORAL PATHOLOGY E MEDICINE

3 ARTIGO



26

3ARTIGO *

ANALISE COMPUTADORIZADA DA ESPESSURA DE LINGUA TRATADA COM

BEBIDAS ALCOOLICAS DESTILADAS

Rafaela Nogueira Moreira’, Sandra Aparecida Marinho®, Flaviana Dornela Verli?, Dhelfeson

Willya Douglas de Oliveira®, Nadia Lages Lima®

! Estudante de Pés-Graduacdo, Departamento de Odontologia, Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, Minas Gerais,
Brasil. 2 PhD, Professora, Departamento de Ciéncias Basicas, Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, Minas Gerais,
Brasil. ®PhD, Professora, Curso de Odontologia, Universidade Estadual da Paraiba, Campus

VIII, Araruna, PB, Brasil.

Endereco para correspondéncia:

Rafaela Nogueira Moreira

Street: Rua da Gloria, 187, campus |

Predio 2- sala 22- Laboratério de Patologia- UFVIM
Centro

Diamantina, Minas Gerais, Brazil

Zipcode: 39100-000

Tel /Fax: +55 38 — 3532-6000

email: rafismm@yahoo.com.br

*Normas da Revista Journal Of Oral Pathology E Medicine (Anexo 2)


mailto:rafismm@yahoo.com.br

27

Resumo

INTRODUGCAO: Bebidas alcodlicas podem promover alteracdes morfoldgicas sobre o tecido
epitelial. O objetivo do estudo foi observar alteragdes na espessura epitelial apos aplicacdo
topica de cachaca e uisque em mucosa lingual de hamsters.

METODOS: Foram avaliados 720 campos microscopicos, com mensuracio da espessura
total do epitélio de lingua de quarenta hamsters, divididos em dois grupos experimentais:
grupo 1 (cachaca 48°gl) e grupo 2 (uisque 40°gl), ambos avaliados em periodos experimentais
de 13 e 20 semanas. Os dados da analise morfométrica foram avaliados por estatistica
descritiva, teste de Wilcoxon e teste de Mann-Whitney.

RESULTADOS: No grupo cachaca, em relacdo a espessura total do epitélio, houve diferenca
estatistica significativa entre a média do lado teste, com 61,87 (14,75)um e a média do lado
controle, com 67,20 (9,96)um (p=0,044). Neste grupo, observou-se uma reducao significativa
da espessura das camadas epitelial (p<0,001) e cornea (p=0,021). No periodo de 13 semanas,
houve diminuicdo estatistica significativa da espessura das camadas cornea (p=0,032) e
epitelial (p<0,001), enquanto que, em 20 semanas, somente a camada epitelial apresentou-se
reduzida (p=0,002). No grupo uisque, houve aumento significativo da espessura das camadas
cornea (p=0,015) e epitelial (p=0,012), apds 13 semanas.

CONCLUSAO: Diferentes concentracbes de bebidas alcoolicas destiladas promoveram
alteracdes morfologicas e morfométricas distintas. Enquanto a cachaga com 48°gl, promoveu

atrofia epitelial, o uisque, com 40°gl, promoveu hiperplasia epitelial.

Palavras-chave: bebidas alcodlicas, mucosa bucal, lingua.
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Introducéo

Substancias contendo alcool sdo amplamente consumidas no mundo inteiro. Pouco
mais de 40% da popula¢do adulta do mundo consome alcool e a média de consumo por
individuo é de 17,1 litros anuais (1). Efeitos do alcool tém sido relacionados com alteracdes na
arquitetura da membrana de células epiteliais e na proliferacdo celular, além de alteracGes dos
processos responsaveis pela preservacdo do meio citosolico e inibicdo da sintese de proteinas
e acidos nucléicos (2). Porém a etiologia das alteracdes em mucosa bucal promovidas pelo
alcool deve ser mais elucidada (2, 3).

A ingestdo crbnica de alcool exerce efeitos moleculares diversos tais como: estresse
oxidativo decorrente do seu metabolismo (4); desregulacéo de citocinas pré-inflamatérias (5);
aumento da liberacdo de endotelina 1 (ET-1); altera¢cdes do Oxido nitrico (NO) (3); alteracdes
nos processos de sinalizacéo iniciada pelo receptor do fator de crescimento fibroblastico beta
(bFGF-R) (6) e diminuicao dos niveis de vitamina A nas estruturas bucais (7).

Na mucosa bucal, acredita-se que o alcool promova uma alteracdo morfologica
caracterizada por atrofia do epitelio seguida de hiper-regeneracdo da camada basal (8-10). A
reducdo da espessura do epitélio aumenta a vulnerabilidade frente aos agentes nocivos e
quimicos, permitindo a penetracdo de agentes carcinogénicos através da mucosa (4, 7, 11, 12).
Embora haja um consenso de que o alcool, juntamente com o acetaldeido sejam os principais
agentes carcinogénicos em bebidas alcoolicas, outros constituintes e contaminantes podem
adicionalmente contribuir para alteracbes morfoldgicas e para a carcinogenicidade (13), tais
como chumbo, nitrato, pesticidas, micotoxinas e carbamato de etila (14).

O exato mecanismo do alcool na alteracdo do tecido epitelial permanece incerto e
diferentes bebidas alcoolicas podem ter diferentes acfes teciduais (15, 16). Embora alguns
estudos tém mostrado que o alcool puro promova alteracdes morfoldgicas na mucosa bucal (9,
10, 17), poucos avaliaram os efeitos tdpicos de bebidas alcodlicas em mucosa (18, 19). Além
disso, ndo foram encontrados estudos que avaliem morfometricamente os efeitos de bebidas
alcoolicas em mucosa bucal. Diante disso, a proposta do presente estudo foi verificar os
efeitos da aplicacdo tdpica de duas bebidas alcodlicas destiladas, cachaca e o uisque, na

espessura epitelial da mucosa lingual de hamsters.

Material e métodos
Foram utilizados 40 hamsters (Mesocricetus auratus) machos e fémeas, com idade
média de 90 dias, pesando em média 158,5g. Os animais foram alimentados com ragéo

balanceada (Nuvilab CR1, Nuvital®, Colombo, Parana, Brasil) e &gua ad libitum. O
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experimento foi realizado apds aprovagéo (protocolo n° 008/11) da Comissio de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (CEUA/UFVJM).

Para o calculo do tamanho amostral, utilizou-se a formula para comparacdo de médias
adotando um nivel de significancia de 95%, poder estatistico de 80%, desvio-padrdo de
3,76um e uma diferenca minima a ser detectada entre os grupos de 0,8um (20), chegando-se a
170 campos histoldgicos a serem investigados por lado em cada grupo (cachaca e uisque),
totalizando, no minimo, 680 campos. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos experimentais (cachaca e uisque). As substancias testadas em cada grupo experimental
foram cachaga 48°gl (grupo 1) e uisque 40°gl (grupo 2), ambos avaliados em periodos
experimentais de 13 e 20 semanas. Para ambos 0s grupos, houve mensuracdo da espessura
epitelial da lingua dos lados teste (direito) e controle (esquerdo), ap6s aplicacdo topica das
bebidas, que foi realizada em dias alternados, por meio de um pincel de pélo de camelo,
namero zero (Tigre®, S&o Paulo, Brasil).

Apos 13 e 20 semanas do inicio do experimento, os animais foram anestesiados por
meio de injecdo intraperitoneal de 10mg/Kg de xilazina injetavel (Anacedan®, Laboratério
Agribrands, SP) associada & 200mg/Kg de quetamina (Dopamim®, Laboratério Agribrands,
SP). Os animais foram decapitados e as suas cabecas imediatamente submersas em solucéo de
formol 10% tamponado, por 48 horas. Apds fixadas, a mandibula e a lingua foram separadas
da maxila, para melhor acesso as estruturas. Em seguida, foi realizada a disseca¢édo da lingua
e sua macroscopia. A lingua foi dividida, por corte transversal, em tercos apical, médio e
posterior. O terco médio foi submetido ao processamento histolégico e incluido em parafina
para a seccdo. Foram realizados cortes transversais seriados, sendo que para cada lamina
obtida descartavam-se 5 cortes. Foram obtidas cinco laminas de cada espécime e destas,
avaliaram-se as laminas impares (n=3), que foram coradas pela técnica de hematoxilina-
eosina (HE).

A avaliacdo morfolégica descritiva foi realizada por um Unico examinador,
devidamente calibrado e cego para os diferentes grupos. Para isso, foi utilizado um
microscépio de luz (Opton®, Guiyang, China), com aumento de 100, 200 e 400 vezes. Para
analise morfométrica, as laminas foram fotomicrografadas por um sistema de captura de
imagens digital (Moticam 1000®, Guiyang, China), conectado ao microscopio, utilizando-se
aumento de 100 vezes. Em cada lamina foram capturados trés campos de cada bordo lingual,
onde foram analisadas as imagens e realizadas as afericdes. A espessura do epitélio bucal foi
aferida com auxilio do Programa Motic Images Plus 2.0 (Motic® China Group CO. LTD.

Copyright® 2007, Guiyang, China), para analise da imagem digitalizada. Em cada um dos
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campos foram realizadas seis mensuracgdes, trés na camada cornea e trés na camada epitelial,
sendo uma no centro e duas nas extremidades do campo. As medidas foram obtidas através de
um traco perpendicular na camada epitelial investigada. A altura total do epitélio foi
encontrada através da soma da camada cérnea com a epitelial e a média dos dados obtidos foi
tabulada.

O tecido epitelial foi classificado, de acordo com sua morfometria em: normal,
atrofico e hiperplasico. Foi considerado atrofico o tecido que apresentou diminuicdo em sua
espessura, em relacdo ao lado controle. Foi considerado hiperplasico o tecido que apresentou
aumento de sua espessura em relacdo ao lado controle.

Os dados coletados foram analisados pelo software SPSS (Statistical Package for
Social Sciences, IBM Inc., USA) versdo 17.0. Foram realizadas andlises de estatistica
descritiva e a normalidade e homogeneidade de variancia dos dados foram verificadas pelos
testes Shapiro-Wilk e teste de Levene, respectivamente. Realizou-se analise bivariada para
verificacdo de possiveis diferengas entre os grupos. Para analise intragrupo e intergrupo, os
resultados foram submetidos respectivamente ao teste de Wilcoxon e ao teste de Mann-
Whitney. Foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Resultados

Foram analisados 342 campos microscopicos no grupo cachagca (lados teste e controle)
e 342 campos no grupo uisque (lados teste e controle), totalizando 684 campos. Dezoito
campos do grupo cachaca foram excluidos por apresentarem descontinuidade do tecido ou
presenca de artefato de técnica. Dezoito campos do grupo uisque ndo foram mensurados
devido a morte de um animal (Quadro 1).

Em relacdo a espessura total do epitélio, para o grupo cachaca, houve diferenca
estatistica significativa entre as médias das espessuras dos lados teste e controle (p=0,044).
Entretanto, esta diferenca ndo foi significativa para o grupo uisque (p=0,450) (Tabela 1).

No grupo cachaca, observou-se uma reducao significativa das espessuras das camadas
epitelial (p<0,001) e cornea (p=0,021), quando comparadas ao lado controle. (Tabela 2 e
Figura 1). Para o grupo uisque, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os lados
teste e o controle, quando se analisaram as camadas cornea (p=0,512) e epitelial (p=0,256)
isoladamente (Tabelas 3 e Figuras 2 e 3).

Em 13 semanas, no grupo cachaca, houve diminui¢do estatistica significativa da
espessura das camadas cornea (p=0,032) e epitelial (p<0,001), no lado teste. Em 20 semanas,

somente a camada epitelial apresentou-se significativamente reduzida (p=0,002). Para o lado
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teste do grupo uisque, em 13 semanas, houve aumento significativo das espessuras da camada
cornea (p=0,015) e epitelial (p=0,012), o que ndo ocorreu em 20 semanas (Tabela 4).

Comparando-se, isoladamente, a espessura das camadas cdrnea e epitelial do lado
teste, no periodo de 13 semanas, com a espessura dessas no periodo de 20 semanas, verificou-
se diferenca estatistica apenas para a camada cOrnea, tanto para o grupo cachaca quanto para o
grupo uisque (Tabela 5). Para o lado controle, essa diferenca foi observada para a camada
epitelial do uisque (Tabela 6).

Discusséo

O presente estudo demonstrou que a aplicacdo tépica de cachaca e uisque promoveram
alteragBes morfoldgicas e morfométricas distintas na mucosa de lingua de hamsters. Graus
variados de danos ao tecido podem depender da concentracdo alcoolica utilizada,
corroborando assim, o apresentado pela literatura (21). Embora nas bebidas avaliadas no
presente estudo, a graduacdo alcodlica de Gay-Lussac fosse maior na cachaga (48°gl), as
alteracdes morfoldgicas observadas no grupo uisque (40°%l) foram mais avancadas. O
aumento da espessura epitelial observado para o grupo uisque em 13 semanas foi devido a
presenca de hiperplasia basal. Além disso, foi observada também a presenca de
hipercromatismo nuclear neste grupo. Esses achados também foram descritos por Martinez et
al. (2005) (17), ao avaliarem os efeitos da ingestdo do alcool puro na ultraestrutura da mucosa
do palato duro. A ocorréncia de hiperplasia da camada basal associada ao hipercromatismo
nuclear no grupo uisque sdo alteracBGes citoldgicas que indicam inicio de alteracdes
displasicas, que ocorrem em lesGes epiteliais pré-malignas (22). Como 0 mesmo ndo ocorreu
no grupo cachacga, pode-se sugerir que 0s componentes bioquimicos contidos no uisque,
principalmente os hidrocarbonetos policiclicos, favoreceram alteracGes no ciclo celular (23).
Além disso, devido sua maior concentracdo em relacdo ao uisque, a cachaca pode ter atuado
como agente fixativo, agindo em um nivel mais superficial (24, 25)

As analises morfométricas mostraram que a acao tdpica da cachaca promoveu atrofia
da espessura epitelial, sendo esses valores também estatisticamente significantes ao se
considerar isoladamente as camadas cornea e epitelial. Esses resultados se assemelham aos
da literatura (9, 10). A atrofia, ocorrida no grupo cachaca, foi percebida nos dois tempos
experimentais analisados para a camada epitelial. Porém, a camada cOrnea apresentou-se
reduzida apenas no periodo de 13 semanas. A atrofia do epitélio ocorreu, provavelmente,
como resultado da ac¢do do alcool pelo bloqueio de processos enzimaticos celulares, com

reducdo da producdo de energia e de seu metabolismo (26). Sabe-se que a reducdo da
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espessura do epitélio aumenta a vulnerabilidade frente aos agentes nocivos e quimicos,
permitindo a penetragdo de agentes carcinogénicos através da mucosa (4, 7, 11, 12).

As diferencas morfométricas e morfoldgicas observadas no presente estudo entre o
grupo cachaga e uisque contradizem os achados de Maserejian et al. (2006) (27) que, em um
estudo de coorte prospectivo, observaram associagdo do &lcool com grande risco de
desenvolvimento de lesdes pré-malignas, independente do tipo de bebida alcodlica, tempo de
uso e frequéncia de ingestdo da mesma. Tais autores consideram que possiveis diferencas em
relacdo ao tipo de bebida alcodlica podem estar relacionadas ao tipo de bebida mais
consumida numa dada populacdo, habito de beber durante as refeicdes e concentracdo do
alcool consumida. Entretanto, todos esses fatores sdo possiveis de serem controlados em
estudos experimentais.

Apesar da existéncia de muitos estudos que avaliaram os efeitos do consumo do alcool
no organismo (2, 3, 5, 10, 12, 28, 29, 30, 31-37), com alguns evidenciando alteracdes
morfologicas na mucosa (8-10, 17-19), a comparagdo dos mesmos entre si e com o presente
estudo é dificultada pela falta de padronizacdo metodoldgica, com diferencas nas espécies
animais utilizadas, dieta das mesmas, concentracéo, tipo de administracdo (via oral ou tdpica),
tempo e forma de administracdo do alcool. Pelos curtos tempos experimentais deste estudo,
ndo foram encontrados sinais de metaplasia nem neoplasia. Entretanto, o alcool ja € apontado
também como um possivel iniciador do processo da carcinogénese (31,38).

Mais estudos avaliando a acdo de bebidas alcoolicas na superficie dos tecidos sao
necessarios, visto que a maioria das pesquisas se concentra nos efeitos do alcool puro e que
existem outros componentes presentes nas bebidas, que podem ter acdo coadjuvante nas
alteracdes teciduais e na carcinogénese. Estudos que avaliam a composicdo quimica das
bebidas podem contribuir para o grau de evidéncia em relacdo a atuacao do alcool na mucosa
bucal. A escolha das bebidas utilizadas na presente pesquisa se justifica por se tratarem de
bebidas destiladas de teor alcodlico aproximado e com composi¢cdes quimicas distintas
(39,40). Além disso, a cachaca esta entre as bebidas mais amplamente consumidas pela
populacdo brasileira (41).

A analise morfométrica realizada no presente estudo oferece vantagens, gracas ao
aumento da objetividade, facil reprodutibilidade e possibilidade de comparagdo dos resultados
obtidos. Outra vantagem deste processo € a sua contribuicdo para o estudo da estrutura
epitelial, permitindo-se criar um perfil binario dessas estruturas em amostras submetidas a
coloracdo de hematoxilina-eosina (42). No entanto, esta técnica tém algumas limitacdes,

incluindo a natureza bidimensional do plano de corte tecidual e a possivel variagdo dos
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resultados em relagéo aos verdadeiros valores do objeto em estudo. O conhecimento destas
desvantagens é de ajuda para controla-las, através da correta selecdo dos planos de corte em
relagdo a distribuicdo dos diferentes elementos dos tecidos. Em todos os casos, € importante
selecionar planos perpendiculares, e com a mesma ampliagéo (42).

De acordo com os dados do presente estudo, pode-se concluir que tipos diferentes de
bebidas alcodlicas destiladas, com concentracBes alcodlicas de 40°gl e 48°gl, promoveram
alteracbes morfométricas e morfoldgicas diferentes. A cachaca promoveu atrofia epitelial, o
que poderia facilitar a penetracdo de agentes carcinogénicos, e 0 uisque promoveu hiperplasia
epitelial, especialmente da camada basal, o que pode sugerir o inicio de desenvolvimento de
lesbes pré-malignas. Mais estudos sdo necessarios, com maiores tempos experimentais de
avaliacdo, para comparacdo dos verdadeiros efeitos das bebidas alcodlicas na mucosa

epitelial.



34

Tabela 1. Espessura total do epitélio (camada cérnea mais epitelial) para lados teste e controle dos grupos cachaca e

uisque.
Espessura total do epitélio
Cachaga Uisque
Média (DP) Mediana (Q; — Q3) " Média (DP) Median (Q; — Q3) -
um um P um um p
Controle 67,20 (9,96) 67,68 (57,85 —71,74) 0.044 64,76 (11,33) 62,61 (56,45 — 75,76) 0.450
Teste 61,87 (14,75) 59,77 (53,39 — 64,09) ’ 67,83 (9,93) 65,17 (59,78 — 76,54) '
* Wilcoxon test
Tabela 2. Espessura das camadas cornea e epitelial do grupo cachaca.
Camada Cornea Camada Epitelial
Média (DP) Mediana (Q; — Qs) . Meédia (DP) Mediana (Q; — Qs) N
um um P um pm P
Controle 14,94 (4,69) 14,00 (12,36 -1720) 0 52,31 (11,27) 52,10 (43,03 — 60,83) <0.001
Teste 14,80 (8,54) 13,00 (10,66 — 15,33) ' 46,60 (12,39) 45,30 (38,06 — 54,83) '
* Wilcoxon test
Tabela 3. Espessura das camadas cornea e epitelial do grupo uisque.
Camada Cornea Camada Epitelial
Média (DP) Mediana (Q; — Q5) x Média (DP) Mediana (Q; — Qs) -
pm pm P pm pm P
Controle 14,55 (4,35) 13,93 (11,08-16,56) ., 51,05 (11,69) 56,04 (4813-68,25) .
Teste 14,95 (5,09) 13,46 (11,51 — 17,46) : 52,87 (13,76) 62,44 (52,96 — 69,60) :
* Wilcoxon test
Tabela 4. Espessura das camadas cornea e epitelial de acordo com o tempo de aplicagdo das substancias
13 semanas 20 semanas
Média (DP) Mediana (Q; — Qs) - Média (DP) Median (Q; — Qs) -
pm pm P pm pm P
Camada Cornea da
Cachaca
Controle 15,63 (5,51) 14,26 (12,07 -17,08) o, 14,21 (3,54) 13,86 (1151 -1681) 0,
Teste 15,80 (11,51) 11,96 (10,06 — 14,96) ’ 13,76 (3,18) 13,73 (11,50 — 15,93) '
Camada Epitelial da
Cachaca
Controle 51,64 (11,33) 52,13 (4283-6053) o o 53,01 (11,24) 52,03 (4603 -6147) o,
Teste 45,90 (12,56) 44,06 (38,06 — 51,93) ' 47,33 (12,24) 46,31 (38,01 — 56,22) '
Camada Cornea do
Uisque
Controle 13,80 (3,49) 13,43 (11,19 — 16,52) 0.015 15,15 (4,88) 1413 (1225-1689) o0
Teste 15,90 (4,50) 14,74 (12,63 — 19,18) ’ 14,19 (5,43) 13,00 (10,69 — 17,11) ‘
Camada Epitelial do
Uisque
Controle 46,47 (9,39) 44,26 (39,79 — 52,22) 0012 54,76 (12,09) 52,60 (4518-6129) .
Teste 52,16 (14,08) 50,08 (41,75 — 61,91) : 53,44 (13,56) 53,73 (43,11 — 63,43) ‘

* Wilcoxon test



Tabela 5. Espessura das camadas cornea e epitelial do lado teste dos grupos cachaca e uisque em 13 e 20 semanas.
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13 semanas 20 semanas
Média (DP) Mediana (Q; — Q3) Média (DP) Mediana (Q; — Q3) -

pm pm pm pm P
Camada Cornea da Cachaca 15,80 (11,51) 11,96 (10,06 — 14,96) 13,76 (3,18) 13,73 (11,50 — 15,93) 0,022
Camada Epitelial da Cachaca 45,90 (12,57) 44,06 (38,06 —51,93) 47,33 (12,24) 46,31 (38,01 — 56,22) 0,379
Camada Cornea do Uisque 15,90 (4,50) 14,74 (12,63 — 19,18) 14,19 (5,40) 13,05 (10,71 - 17,10) 0,005
Camada Epitelial do Uisque 52,16 (14,08) 50,08 (41,75 - 61,91) 53,64 (13,61) 54,14 (43,23 — 63,86) 0,395
* Mann-Whitney
Tabela 6. Espessura das camadas cornea e epitelial do lado controle dos grupos cachaca e uisque em 13 e 20 semanas.

13 semanas 20 semanas
Média (DP) Mediana (Q; — Qs) Meédia (DP) Mediana (Q; — Qs) N

pm um um um P
Camada Cornea da Cachaga 15,63 (5,51) 14,26 (12,70 — 17,80) 14,21 (3,54) 13,86 (11,51 - 16,81) 0,272
Camada Epitelial da Cachaca 51,64 (11,33) 52,13 (42,83 — 60,53) 53,01 (11,24) 52,03 (46,03 — 61,47) 0,526
Camada Cornea do Uisque 13,80 (3,49) 13,43 (11,19 - 16,52) 15,15 (4,88) 14,13 (12,25 - 16,89) 0,147
Camada Epitelial do Uisque 46,47 (9,39) 44,26 (39,79 — 52,22) 54,76 (12,09) 52,60 (45,18 — 61,29) <0,001
* Mann-Whitney

- . . Campos ~
Laminas Fotomicrografias . p - Mensuracoes
miIcroscopicos
Por Espécime 3 18 18 108
Por Grupo 60 360 360 2.160
Total 1177 702 684 4.104
*Perda por morte de um animal do grupo uisque

** Perda de 18 campos em cada grupo

Quadro 1: Distribuicdo do numero de laminas histologicas, fotomicrografias, campos
microscopicos e mensuracdes realizadas tanto por espécime quanto por grupo
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Flgura 1- Fotomicrografias do epltellode Ilngua do grupo cachaca: (A) lado controle
(B) lado teste. HE, 200X.

al =
Figura 2- Fotomlcrograflas do epitélio de lingua do grupo uisque: (A) Iado controle

(B) lado teste. HE, 100X.

Figura 3- Fotomicrografia do epitélio de lingua do grupo wsque (lado teste). Presenca de
hipercromatismo nuclear (estrelas) e hiperplasia basilar (setas). HE, 200X.



37

Referéncias

1-SHIELD KD, RYLETT M, GMEL G, GMEL G, KEHOE-CHAN TA, REHM J. Global
alcohol exposure estimates by country, territory and region for 2005--acontribution to the
Comparative Risk Assessment for the 2010 Global Burden of Disease Study. Addiction 2013,
108: 912-22.

2-SLOMIANY BL, PIOTROWSKI J, PIOTROWSKI E, SLOMIANY A. Induction of buccal
mucosal apoptosis with chronic alcohol ingestion. Biochem Mol Biol Int 1998; 44: 381-9.

3-SLOMIANY BL, PIOTROWSKI J, PIOTROWSKI E, SLOMIANY A. Activation of
apoptotic caspase-3 and nitric oxide synthase-2 in buccal mucosa with chronic alcohol
ingestion. Biochem Mol Biol Int 1998; 45: 1199-209.

4-SZACHOWICZ-PETELSKA B, DOBRZYNSKA 1, SKRZYDLEWSKA E,
FIGASZEWSKI Z. Protective effect of blackcurrant on liver cell membrane of rats
intoxicated with ethanol. J Membr Biol 2012; 245: 191-200.

5-SLOMIANY BL, PIOTROWSKI J, SLOMIANY A. Alterations in buccal mucosal
endothelin-1 and nitric oxide synthase with chronic alcohol ingestion. Biochem Mol Biol Int
1998; 45: 681-8.

6-SLOMIANY BL,PIOTROWSKI J, SLOMIANY, A. Effect of chronic alcohol ingestion on
buccal mucosal expression of bFGF and Cdk2 during ulcer healing. Biochem Mol Biol Int
1988; 46: 963-971.

7-SEITZ HK, MATSUZAKI S, YOKOYAMA A, HOMANN N, VAKEVAINEN S, WANG
XD. Alcohol and cancer. Alcohol Clin Exp Res 2001; 25: 137S-143S.

8-MASCRES C, MING-WEN F, JOLY JG. Morphologic changes of the esophageal mucosa
in the rat after chronic alcohol ingestion. Exp Pathol 1984; 25: 147-53.

9-VALENTINE JA, SCOTT J, WEST CR, ST HILL CA. A histological analysis of the early
effects of alcohol and tobacco usage on human lingual epithelium. Oral Pathol 1985; 14: 654-
65.

10-MAIER H, WEIDAUER H, ZOLLER J, et al. Effect of chronic alcohol consumption on
the morphology of the oral mucosa. Alcohol Clin Exp Res 1994; 18: 387-91.

11-WIGHT AJ, OGDEN GR. Possible mechanisms by which alcohol may influence the
development of oral cancer--a review. Oral Oncol 1998; 34: 441-7.

12-HOWIE NM, TRIGKAS TK, CRUCHLEY AT, WERTZ PW, SQUIER CA, WILLIAMS
DM. Short-term exposure to alcohol increases the permeability of human oral mucosa. Oral
Dis 2001; 7: 349-54.

13-REHM J, KANTERES F, LACHENMEIER DW. Unrecorded consumption, quality of
alcohol and health consequences. Drug Alcohol Rev 2010; 29: 426-36.

14-LACHENMEIER DW, LIMA MC, NOBREGA IC, et al. Cancer risk assessment of ethyl
carbamate in alcoholic beverages from Brazil with special consideration to the spirits cachaca
and tiquira. BMC Cancer 2010; 10: 266-2.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9530520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9530520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9861450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9861450

38

15-LECLERC A, BRUGERE J, LUCE D, POINT D, GUENEL P. Type of alcoholic beverage
and cancer of the upper respiratory and digestive tract. Eur J Cancer Clin Oncol 1987; 23:
529-34.

16-CASTELLSAGUE X, QUINTANA MJ, MARTINEZ MC, et al. The role of type of
tobacco and type of alcoholic beverage in oral carcinogenesis. Int J Cancer 2004; 108: 741-
49.

17-MARTINEZ M, MILTON FA, DE OLIVEIRA SA, et al. Ultrastructural changes on the
hard palatine mucosa of Calomys callosus after 120days of experimental chronic alcoholism.
J Submicrosc Cytol Pathol 2005; 37: 59-65.

18-LIMA NL. Estudos das Alteracdes Morfologicas na Carcinogénese Quimica Bucal
comparando-se a inducdo pelo DMBA e Bebidas Alcodlicas de Alto Teor. Dissertagdo de
Mestrado em Estomatologia, Faculdade Federal de Odontologia de Diamantina, 1997.

19-LIMA NL, TAVEIRA LA. de A. Estudo das alteracdes morfoldgicas causadas pela indugdo
concomitante de DMBA e bebidas alcoolicas de alto teor na carcinogénese quimica bucal.
Rev.FOB 1999, 7: 61-6.

20-SALUM FG, CHERUBINI K, DE FIGUEIREDO MA, AMADO M de O, RODRIGUES
ET, YURGEL LS. Histologic evaluation of effect of thiocyanate topical application on
hamster cheek pouch. Clin Oral Investig 2006; 10: 211-5.

21-MULLER P, HEPKE B, MELDAU U, RAABE G. Tissue damage in the rabbit oral
mucosa by acute and chronic direct toxic action of different alcohol concentrations. Exp
Pathol 1983; 24: 171-81.

22-BURZLAFF JB, BOHRER PL, PAIVA RL, et al. Exposure to alcohol or tobacco affects
the pattern of maturation in oral mucosal cells: a cytohistological study. Cytopathology 2007;
18: 367-75.

23-KETCHAM AS, WEXLER H, MANTEL N. Effects of alcohol in mouse neoplasia.
Cancer Res 1963; 23: 667-70.

24-SQUIER CA, COX P. HALL BK. Enhanced penetration of nitrosonornicotine across oral
mucosa in the presence of ethanol. J Oral Pathol 1986; 15: 276-9.

25-SQUIER CA, KREMER MJ, WERTZ PW. Effect of ethanol on lipid metabolism and
epithelial permeability barrier of skin and oral mucosa in the rat. J Oral Pathol Med 2003; 32:
595-9.

26-FISHER SE, DUFFY L, ATKINSON M. Selective fetal malnutrition: effect of acute and
chronic ethanol exposure upon rat placental Na,K-ATPase activity. Alcohol Clin Exp Res
1986; 10: 150-3.

27-MASEREJIAN NN, JOSHIPURA KJ, ROSNER BA, GIOVANNUCCI E, ZAVRAS Al.
Prospective study of alcohol consumption and risk of oral premalignant lesions in men.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2006; 15 :774-81



39

28-BOR-CAYMAZ C, BOR S, TOBEY NA, ABDULNOUR-NAKHOUL S, ORLANDO
RC. Effects of ethanol and extract of cigarette smoke on the rabbit buccal mucosa. J Oral
Pathol Med 2011; 40: 27-32.

29-BRUGERE J, GUENEL P, LECLERC A, RODRIGUEZ J. Differential effects of tobacco
and alcohol in cancer of the larynx, pharynx, and mouth. Cancer 1986; 57: 391-5.

30-BOFFETTA P, MASHBERG A, WINKELMANN R, GARFINKEL L. Carcinogenic
effect of tobacco smoking and alcohol drinking on anatomic sites of the oral cavity and
oropharynx. Int J Cancer 1992; 52: 530-3.

31-OGDEN GR, WIGHT AJ, COWPE JG. Quantitative oral exfoliative cytology. Effect of
alcohol on normal buccal mucosa. Anal Quant Cytol Histol 1999; 21: 126-30.

32-ADEWOLE RA. Alcohol, smoking and oral cancer. A 10-year retrospective study at Base
Hospital, Yaba. West Afr J Med 2002; 21: 142-5.

33-PAVANELLO MB, PRADO FA, BALDUCCI I, BRANDAO AA, ALMEIDA JD.
Cytologic analysis of alterations induced by Smoking and by alcohol consumption. Acta
Cytol 2006; 50: 435-40.

34-REIS SR, DO ESPIRITO SANTO AR, ANDRADE MG, SADIGURSKY M. Cytologic
alterations in the oral mucosa after chronic exposure to ethanol. Braz Oral Res 2006; 20: 97-
102.

35-AHMED HG, EBNOOF SO, HUSSEIN MO, GBREEL AY. Oral epithelial atypical
changes in apparently healthy oral mucosa exposed to smoking, alcohol, peppers and hot
meals, using the AGNOR and Papanicolaou staining techniques. Diagn Cytopathol 2010; 38:
489-95.

36-ABDELAZIZ MS, OSMAN TE. Detection of Cytomorphological Changes in Oral
Mucosa among Alcoholics and Cigarette Smokers. Oman Med J 2011; 26: 349-52.

37-MARTINEZ M, DE OLIVEIRA SA, PINHEIRO PF, et al. IGFR-I expression and
structural analysis of the hard palatine mucosa in an ethanol-drinking rat strain (UChA and
UChB). Tissue Cell 2011; 43: 101-7.

38-SIMANOWSKI UA, STICKEL F, MAIER H, GARTNER U, SEITZ HK. Effect of
alcohol on gastrointestinal cell regeneration as a possible mechanism in alcohol-associated
carcinogenesis. Alcohol 1995; 12: 111-5.

39-BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo Normativa n° 13,
de 29 de Junho de 2005. D.O.U de 30 de jun 2005, Secéo I, p. 3.

40-YOSHIOKA S, TERASHITA T, YOSHIZUMI H, SHIRASAKA N.Inhibitory effects of
whisky polyphenols on melanogenesis in mouse B16 melanoma cells. Biosci Biotech Bioch
2011; 75: 2278-82.

41-INSTITUTO BRASILEIRO DA CACHACA -IBRAC. Mercado Interno. Brasilia,
Disponivel em:< http://www.ibrac.net/index.php?option=com_content&view=article&id



40

=46&Itemid=47>. Acesso em: 23 out. 2012

42-BLOMGREN B, JOHANNESSON U, BOHM-STARKE N, FALCONER C, HILLIGES
M. A computerised, unbiased method for epithelial measurement. Micron 2004; 35: 319-29.



L
UFVIM

4 CONSIDERACOES FINAIS



42

4 CONSIDERACOES FINAIS

Nas Ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em um
evidente problema de salde pdblica mundial. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17
milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. No
Brasil, estimam-se 9.990 casos novos de cancer da cavidade bucal em homens e 4.180 em
mulheres, no ano de 2012. Esses valores correspondem a um risco estimado de 10 casos
novos a cada 100 mil homens e quatro a cada 100 mil mulheres (INCA, 2013)

Devido o papel do alcool na etiologia do cancer (BAGNARDI et al., 2013), mais
estudos que avaliem a acdo de bebidas alcodlicas na superficie dos tecidos sdo necessarios,
visto que as pesquisas se concentram no efeito do alcool puro, ndo levando em consideracédo
que a presenca de outros componentes presentes nas bebidas podem ter acdo coadjuvante nas

alteraces teciduais e na carcinogénese.
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2. ETHICAL GUIDELINES

Journal of Oral Pathology & Medicine adheres to the below ethical guidelines for publication
and research.
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International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE
authorship criteria should be based on substantial contributions to conception and design of,
or acquisition of data or analysis and interpretation of data, and drafting the article or revising
it critically for important intellectual content.
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everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions.
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requirements, if any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must
be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the understanding
and written consent of each subject and according to the above mentioned principles. A
statement regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by
an ethical board should also be included. Editors reserve the right to reject papers if there are
doubts as to whether appropriate procedures have been used.
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measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the
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USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.

2.3 Clinical Trials
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-
statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the submission material.

Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts reporting
from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then be published with the

paper.

2.4 Conflict of Interest

All sources of institutional, private and corporate financial support for the work within the
manuscript must be fully acknowledged, and any potential grant holders should be listed.
Please see Conflicts of Interest for generally accepted definitions on conflict of interest?
Please enclose this information under the heading 'Conflict of Interest Statement'.

2.5 Appeal of Decision
Authors who wish to appeal the decision on their submitted paper may do so by emailing the
editor with a detailed explanation for why they find reasons to appeal the decision.

2.6 Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from
the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and
provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential
substance have not been published before and is not being considered for publication
elsewhere. The submission of the manuscript by the authors means that the authors
automatically agree to assign exclusive copyright to Wiley-Blackwell if and when the
manuscript is accepted for publication. The work shall not be published elsewhere in any
language without the written consent of the publisher. The articles published in this journal
are protected by copyright, which covers translation rights and the exclusive right to
reproduce and distribute all of the articles printed in the journal. No material published in the
journal may be stored on microfilm or videocassettes or in electronic database and the like or
reproduced photographically without the prior written permission of the publisher.

Authors will be required to sign a Copyright Transfer Agreement (CTA) for all papers
accepted for publication. Signature of the CTA is a condition of publication and papers will
not be passed for production unless a signed form has been received. Please note that
signature of the Copyright Transfer Agreement does not affect ownership of copyright in the
material. (Government employees need to complete the Author Warranty sections, although
copyright in such cases does not need to be assigned). After submission authors will retain
the right to publish their paper in various medium/circumstances (please see the form for
further details). To assist authors, an appropriate form will be supplied by the editorial office.
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Alternatively, authors may like to download a copy of the form from
www.wiley.com/go/ctaaglobal.

Authors must send the completed CTA upon receiving notice of manuscript acceptance, i.e.,
do not send the form at submission. Please email or fax the completed form back to the
Production Editor (contact details below).

Arun Prasath Kanagarajan

Production Editor

Journal Content Management Department
fax +91 44 42197753

email jop@wiley.com
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2.8 OnlineOpen

Journal of Oral Pathology & Medicine offers authors the opportunity to publish their paper
OnlineOpen. OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to
make their article available to non-subscribers on publication, or whose funding agency
requires grantees to archive the final version of their article. With OnlineOpen, the author, the
author's funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made
available to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited
in the funding agency's preferred archive. For the full list of terms and conditions, see
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html. Any authors wishing to send
their paper OnlineOpen will be required to complete the payment form available from our
website at: https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp. Prior to
acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish
your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same
way as any other article. They go through the journal's standard peer-review process and will
be accepted or rejected based on their own merit.

For questions concerning copyright, please visit Copyright FAQ

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site
http://mc.manuscriptcentral.com/jopm. The use of an online submission and peer review site
enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds up the review
process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete
instructions for submitting a paper is available online and below. For further instructions,
please contact Editorial Assistant Anne-Marie Engel at ame@dadInet.dk

3.1. Getting Started

« Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or

higher, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4 or higher) and go to the journal's online Submission Site:
http://mc.manuscriptcentral.com/jopm.

« Log-in or, if you are a new user, click on 'register here'.

« If you are registering as new user.

- After clicking on 'register here', enter your name and e-mail information and click 'Next'.
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Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as
your user ID), and then select your areas of expertise. Click 'Finish'.

« If you are registered as user, but have forgotten your log in details, enter your e-mail address
under 'Password Help'. The system will send you an automatic user ID and a new temporary
password.

 Log-in and select 'Author Centre'.

3.2. Submitting Your Manuscript

« After you have logged into your 'Author Centre', submit your manuscript by clicking the
submission link under 'Author Resources'.

« Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your
manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

» Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.

* Review your submission (in HTML and PDF format) before completing your submission by
sending it to the Journal. Click the 'Submit’ button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will
be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the review
process. The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, text,
references, acknowledgements and conflict of interest statement, tables, and figure legends,
but no embedded figures. In the text, please reference figures as for instance 'Figure 1', 'Figure
2' etc to match the tag name you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts
should be formatted as described in the Author Guidelines below.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to Journal of Oral Pathology & Medicine will be reviewed by two
experts in the field. Journal of Oral Pathology & Medicine uses single blinded review. The
names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer

Journal of Oral Pathology & Medicine attempts to keep the review process as short as
possible to enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this process,
the name and current email address of a potential international reviewer whom you consider
capable of reviewing your manuscript is requested. Additionally, you may mention non-
preferred reviewers as well.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to
submit later. The manuscript can then be located under ‘Unsubmitted Manuscripts' and you
can click on 'Continue Submission' to continue your submission when you choose to.
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3.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do
not receive the confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address carefully
in the system. If the e-mail address is correct please contact your IT department. The error
may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail server. Also, the e-mails should
be received if the IT department adds our e-mail server (uranus.scholarone.com) to their
whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to
check your 'Author Centre' for the status of your manuscript. The Journal will inform you by
e-mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts

To submit a revised manuscripts please locate your manuscript under 'Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files uploaded
when you upload your revised manuscript.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Research Articles: of high scientific quality representing original clinical,
diagnostic or experimental work in oral pathology and oral medicine. Papers advancing the
science or practice of these disciplines will be welcomed, especially those which bring new
knowledge and observations from the application of techniques within the spheres of light and
electron microscopy, tissue and organ culture, immunology, histochemistry,
immunocytochemistry and molecular biology.

Review Papers: Journal of Oral Pathology & Medicine commissions review papers and also
welcomes uninvited reviews. Reviews should be submitted via the online submission site:
http://mc.manuscriptcentral.com/jopm and are subject to peer-review.

Case Reports: Please note that Journal of Oral Pathology & Medicine no longer accepts
submissions of case reports.

Brief Reports: Original research material requiring rapid publication because of their
significance and timeliness will be included as Brief Reports. They should not exceed three
pages.

Letters to the Editor: Letters, if of broad interest, are encouraged. Letters should not be
confused with Brief Reports. Letters may deal with material in papers published in Journal of
Oral Pathology & Medicine or they may raise new issues, but should have important
implications.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge

Articles exceeding 6 published pages are subject to a charge of USD 163 per additional page.
One published page amounts approximately to 5,500 characters (excluding figures and
tables).


http://mc.manuscriptcentral.com/jopm
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5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second
language may choose to have their manuscript professionally edited before submission to
improve the English. A list of independent suppliers of editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and
arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or
preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Use only standard abbreviations (Vancouver
System). All units will be metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a decimal
point, and not a comma, will be used. Avoid abbreviations in the title. The full term for which
an abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is a standard unit of
measurement. Useful is Baren DN, ed. Units, symbols, and abbreviations. A guide for
biological and medical editors and authors. 4. ed. London: Royal Society of Medicine.

Font: When preparing your file, please use only standard fonts such as Times, Times New
Roman or Arial for text, and Symbol font for Greek letters, to avoid inadvertent character
substitutions. In particular, please do not use Japanese or other Asian fonts. Do not use
automated or manual hyphenation.

5.3. Structure

All papers submitted to Journal of Oral Pathology & Medicine should include: title page,
abstract, main text, references and tables, figures, figure legends and conflict of interest
statement where appropriate. Manuscripts must conform to the journal style. Manuscripts not
complying with the journal format will be returned to the author(s).

Title Page: Should be part of the manuscript document uploaded for review and include: The
title of the article, a running title of no more than 50 letters and spaces, 2-5 keywords,
complete names and institution for each author, corresponding author's name, address, email
address and fax number.

Abstract: is limited to 250 words in length and should contain no abbreviations. The abstract
should be included in the manuscript document uploaded for review as well as inserted
separately where specified in the submission process. The abstract should convey the essential
purpose and message of the paper in an abbreviated form. For original articles the abstract
should be structured with the following headings in accordance with Index Medicus (Medical
Subject Headings): background, methods, results and conclusions. For other article types,
please choose headings appropriate for the article.

Main Text of Original Articles: should be divided into introduction, material and methods,
results and discussion.

Introduction: should clearly state the purpose of the article. Give only strictly pertinent
references. Exhaustive literature reviews are inappropriate.

Materials and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the
references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced. As a
condition of publication, authors are required to make materials and methods used freely


http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp

58

available to academic researchers for their own use. This may for example include antibodies
etc. Other supporting data sets must be made available on the publication date from the
authors directly.

(1) Clinical trials: Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available
at www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the
submission material.

Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts reporting
from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then be published with the

paper. .

(if)Experimental subjects: Experimentation involving human subjects will only be published
if such research has been conducted in full accordance with ethical principles, including the
World Medical Association Declaration of Helsinki (version, 2002
www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the country where
the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the
experiments were undertaken with the understanding and written consent of each subject and
according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has
been independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.
Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether appropriate
procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate
measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the
USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.

(iii) Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county,
country) included.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not
repeat in the text all the data in the tables, illustrations, or both: emphasize or summarize only
important observations.

Discussion: Emphasize the new and important aspects of the study and conclusions that
follow from them. Do not repeat in detail data given in the Results section. Include in the
Discussion the implications of the findings and their limitations and relate the observations to
other relevant studies.

Main Text of Review Articles comprise an introduction and a running text structured in a
suitable way according to the subject treated. A final section with conclusions may be added.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other
than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
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everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions. See also above under Ethical Guidelines.

Conflict of Interest Statement: All sources of institutional, private and corporate financial
support for the work within the manuscript must be fully acknowledged, and any potential
grant holders should be listed. Please see Conflicts of Interest for generally accepted
definitions on conflict of interest? See also above under Ethical Guidelines.

5.4. References

References should be kept to the pertinent minimum and numbered consecutively in the order
in which they appear in the text. Identify references in text, tables, and legends by Arabic
numerals (in parentheses). References cited only in the tables or figure legends should be
numbered in accordance with a sequence established by the first identification of that figure
or table in the text. Use the style of the examples below, which are based on the formats used
in Index Medicus. Try to avoid using abstracts as references. Include manuscripts accepted,
but not published; designate the abbreviated title of the journal followed by (in press).
Information from manuscripts not yet accepted, should be cited in the text as personal
communication. The references must be verified by the author(s) against the original
documents. Titles should be abbreviated in accordance with the style used in Index Medicus
and the VVancouver System.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and
formatting. Reference Manager reference styles can be searched for here:
www.refman.com/support/rmstyles.asp

Examples of the Journal's reference style:

(1) Standard journal article

(List all authors when 6 or less; when 7 or more, list only the first 3 and add et al.)
BUCHNER A, SCIUBBA JJ. Peripheral epithelial odontogenic tumors: a review. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol 1987; 63: 688-97.

HEINIC GS, GREENSPAN D, MACPHAIL LA, et al. Oral Histoplasma capsulatum
infection in association with HIV infection: a case report. J Oral Pathol Med 1992; 21: 85-9.

(2) Corporate author
European Collaborative Study. Risk factors for mother-to-child transmission of HIV-1.
Lancet 1992; 339: 1007-12.

(3) No author given
Anonymous. "The importance of being early' [leader]. Br Dent J 1991; 170: 167.
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