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RESUMO

O cancer oral tem se tornado um problema que atinge vdrias partes do mudo e estd
relacionado com vérios fatores coadjuvantes. Além disso, pode influenciar diretamente no
acometimento dos tumores malignos. Dentre estes fatores, destacam-se o uso do tabaco e o
consumo do dlcool. O élcool causa agressio a mucosa pelo contato fisico, levando a
alteracoes em suas camadas, como a alteragcdo na sua espessura, inclusive no epitélio.
Também causa o aumento da permeabilidade epitelial, favorecendo assim a entrada de
substancias carcindgenas. Estudos experimentais em camundongos knockout para o gene da
metalotioneina tém mostrado seu papel protetor em quadros de intoxicag@o alcodlica aguda.
Desta forma, a quantidade de metalotioneina nos tecidos em que € encontrada, estd
diretamente relacionada com o progndstico para o cancer. O objetivo deste estudo foi avaliar
quantitativamente alteragdes estruturais e a expressdo imunohistoquimica de metalotioneina
no epitélio lingual de camundongos submetidos a ingestdo cronica de dlcool. Para isso, foi
utilizado um ensaio de trés grupos com dez animais cada, a saber: grupo controle (sem
etanol), grupo EtOH15% (etanol a 15%) e grupo EtOH40% (etanol a 40%). Os animais foram
monitorados durante todo o periodo experimental, que foi de seis meses. As alteracdes
epiteliais foram avaliadas pela mensuracdo na sua espessura, onde foi obtida a espessura total
deste epitélio. A expressao da metalotioneina foi verificada pela técnica da streptavidina-
biotina-peroxidase com anticorpo primdrio anti-MT (E-9), cujos resultados foram expressos
como indice de marcacdo, obtendo-se o percentual marcado para os trés grupos. Os
resultados em relacdo a espessura epitelial mostraram que ndo houve diferencas significantes
entre os trés grupos avaliados. A expressdo da metalotioneina também ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos estudados. Finalmente, nao foi observada correlacao
significativa entre a expressdao de metalotioneina e a espessura epitelial e entre estes e os
parametros histoldgicos e imunohistoquimicos. Desta forma, concluiu-se que a alcoolizagdo
cronica ndo favorece o aumento da camada epitelial, nas concentracdes estudadas, ndo
favorecendo também alteracdes na expressdo de metalotioneina no epitélio lingual de

camundongos.
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1) INTRODUCAO

O cancer oral € um sério problema em vérias partes do globo, tanto por sua relativa
alta incidéncia, quanto pela morbidade e mortalidade significativas associadas a essa doenca.
E importante ainda mencionar que sdo vdrias as neoplasias malignas que acometem a
cavidade oral. Porém, a supremacia epidemioldgica do carcinoma epidermoéide sobre as
outras neoplasias malignas o torna praticamente sindnimo de cancer oral. Dados
epidemiolégicos mostram, de forma muito clara, que os principais fatores associados ao risco
de desenvolvimento do carcinoma epidermdide oral sdo o tabagismo e o etilismo, sendo
importantes o tempo de uso e as quantidades ingeridas, podendo tais fatores atuar

isoladamente ou em conjunto, com efeito potencializador.

Especificamente sobre o dlcool, existem ainda duividas sobre a natureza bioldgica de
sua influéncia na carcinogénese oral. Bebidas alcodlicas podem simplesmente agir como
solventes, dessa maneira, facilitando a passagem dos carcinégenos pela membrana celular.
Alternativamente, o consumo de etanol aumenta a atividade metabdlica no figado,
incrementando em conseqiiéncia a ativacdo de carcindgenos indiretos. Em especial, um dos
principais metabdlitos do dlcool, o acetaldeido, formado principalmente no figado, mas
também na prépria cavidade oral, parece ser importante na transformacdo neoplésica da
mucosa oral. Radicais livres produzidos a partir do etanol também poderiam atuar como
adutos, induzindo mutacdes eventualmente carcinogé€nicas. Outra possibilidade diz respeito a
deficiéncia nutricional que usualmente acompanha o alcoolismo. Finalmente, a concentragdao
do etanol alcancada nos humanos pode causar irritacdo local, ativando a proliferacao celular

e, portanto, atuando como agente promotor da carcinogénese.

A metalotioneina é uma proteina cuja superexpressdo estd relacionada ao pior
progndstico em diversos tipos de cancer, incluindo o carcinoma epidermdide oral. A
composi¢ao molecular e a conformagao estrutural dessa molécula a tornam capaz de se ligar a
até doze atomos metdlicos, particularmente ao zinco em contexto fisiolégico, ou a outros
compostos eletricamente carregados, tais como radicais livres. Nesse sentido, quando exposta
a ambiente oxidante, a metalotioneina libera seus dtomos metalicos e capta radicais livres,
efeito potencializado por a¢do similar promovida pelo zinco. Tais propriedades sugeriram
participacdo da metalotioneina na homeostasia celular e na neutralizagcdo de compostos

genotoxicos, exibindo, dessa forma, notdvel capacidade citoprotetora.
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Existem fortes evidéncias que o estresse oxidativo e o acetaldeido produzidos a
partir do etanol t€ém um papel importante na etiologia e no desenvolvimento do cancer oral, e,
dadas as aparentes funcdes bioldgicas da metalotioneina, foi proposto no presente estudo
avaliar a magnitude das alteragdes morfoldgicas e na expressao da metalotioneina no epitélio
da mucosa lingual de camundongos cronicamente expostos a solucgdes alcodlicas, de

diferentes concentragdes.
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2) REVISAO DE LITERATURA

a) Anatomia oral e da lingua

A cavidade oral se estende desde os ldbios até as dobras do palatoglosso, sendo
delimitada na extremidade vestibular pelos ldbios e bochechas, formando um espaco
semelhante a uma fenda, separando estes da gengiva e dos dentes. Estd limitada acima e
abaixo pelo férnice mucoso dos ldbios e bochechas. O espaco delimitado pelos dentes e
gengivas é a cavidade oral propriamente dita. E delimitada inferiormente pelo assoalho da

boca e lingua e superiormente pelo palato duro (Slootweg e Eveson, 2005).

A parte oral da lingua (seus dois tercos anteriores) se inicia em frente ao sulco
terminal em forma de “V”. E mével e aderida ao assoalho da boca anteriormente pelo freio
lingual mediano. A parte dorsal é coberta por epitélio estratificado pavimentoso e contém
varios tipos de papilas. A maioria dessas sao filiformes, e apresentam intensa queratinizagao.
Existem também, em menor nimero e uniformemente separadas, papilas fungiformes,
nddulos de cor rosa que contém botdes gustativos. Ainda, em frente ao sulco terminal existem
de 10 a 12 papilas circunvaladas, que contém algumas papilas gustativas na superficie e estao
dentro de um sulco profundo que envolve cada papila, com ductos de glandulas salivares
menores que se abrem dentro da base desse sulco. No aspecto lateral da lingua, onde
encontram a dobra palatoglossal, existem papilas em forma de folha. Essas também podem
conter botdes gustativos na superficie, com o centro da papila mostrando com frequéncia
agregados linféides similares aqueles encontrados no anél de Waldeyer. Existem também
glandulas salivares menores na musculatura lingual latente. O ventre da lingua € coberto por
um fino epitélio estratificado, pavimentoso e nido queratinizado, o qual é continuo com
mucosa de revestimento semelhante no assoalho da boca. Glandulas salivares menores
(glandulas de Blandin e Nuhn) estdo presentes, predominantemente em direcao a linha média
e profundamente situadas dentro da musculatura lingual, podendo eventualmente se estender

até o 4pice da lingua (Slootweg e Eveson, 2005).
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b) Cancer oral

De acordo com as perspectivas epidemioldgicas e clinicopatoldgicas, o cancer oral
pode ser dividido em trés categorias: carcinomas de cavidade oral propriamente ditas,
carcinomas do vermelhdo do ldbio, e tumores de glandulas salivares. O cancer de ldbio esta
associado com a exposi¢do aos raios ultravioletas, enquanto que tumores das glandulas
salivares ndo sao diretamente relacionados com uso de tabaco ou o consumo de dlcool (La
Vecchia et al.,, 1997). A grande maioria dos canceres da cavidade oral sdo carcinomas

epiderméides (Mognetti, 2006).
i) Carcinoma epidermoide oral

Carcinoma epiderméide de boca é uma neoplasia maligna derivada de células epiteliais de
revestimento da mucosa oral, também conhecida como carcinoma de células escamosas ou
carcinoma espinocelular. Sua nomenclatura se refere ao padrao histolégico de diferenciagcdo
tumoral, que se assemelha ao epitélio de revestimento da pele (Driemel et al., 2007). Sao
caracterizadas por neoplasias epiteliais invasivas que apresentam variado grau de
diferenciagcdo escamosa e propensdo de emitir metdstases para os nddulos linfaticos (Johnson

et al., 2005).
(1)Epidemiologia

Ja se sabe que o carcinoma epidermdide representa a grande maioria de todos os
canceres da mucosa oral (Canto e Devesa, 2002; Neville e Day, 2002; Johnson et al., 2005).
Todavia, a avaliac@o separada das taxas de incidéncia para a cavidade oral e de orofaringe é
complicada pela dificuldade de se designar o local de origem dos tumores, que se apresentam

freqiientemente em estagios avangados (Johnson et al., 2005).
(i) Epidemiologia Global

A incidéncia de cancer oral e as taxas de mortalidade variam amplamente por regiao
geografica. As mais altas taxas sdo registradas em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento (Parkin et al., 1999; La Vecchia et al., 1997). Globalmente, cerca de
389.650 casos ocorreram no ano 2000, onde 266.672 foram de cavidade oral e 122.978 de
orofaringe (Parkin et al., 2003).
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Areas caracterizadas por altas taxas de incidéncia de cancer oral (excluindo o cincer
de labio) sdo encontradas no sul e sudeste da Asia (fndia, Pakistao, Bangladesh, Taiwan e Sri
Lanka (La Vecchia et al., 1997; Warnakulasuriya, 2008), partes do oeste e leste Europeu
(Francga, Hungria, Eslovdkia e Eslovénia), regides do Pacifico (Nova Guiné) e em regides da

América Latina e Caribe (Uruguai e Porto Rico), incluindo o Brasil (Warnakulasuriya, 2008).

Dentro da Europa também existe grande variagdo nas taxas de cancer oral, e
diferencas considerdveis entre dreas de um mesmo pafs. Na maioria dos paises, as taxas de
mortalidade foram maiores que o dobro quando comparados dois anos mais recentes (1990 a
1992) com quatro anos mais antigos (1955 a 1959), denotando aumento da incidéncia dessa
doenca (La Vecchia et al., 1997) Em 2004, ocorreram 67.000 novos casos registrados nos
paises da Unido Européia, sendo o cancer oral e o de faringe o sétimo mais encontrado
(Warnakulasuriya, 2008). Nestes paises, a Franca tem a mais alta taxa de incidéncia nos anos
recentes, ocorrendo por volta de 15.500 casos de cancer oral, de ldbio e faringe
diagnosticados anualmente, correspondendo a 5,5% das incidéncias de cancer no pais
(Warnakulasuriya, 2008). Espanha, Portugal, Alemanha, Suica e regides do norte da Itédlia
relataram taxas intermedidrias quando comparados com outros paises da Europa

(Warnakulasuriya, 2008).

Nos Estados Unidos, o cancer de orofaringe e o cancer da cavidade oral representam
aproximadamente 3% de todas as malignidades nos homens e 2% de todas as malignidades
em mulheres (Neville e Day, 2002). A Sociedade Americana de Cancer estimou que
aproximadamente 22.000 novos casos de cancer oral seriam diagnosticados nos Estados
Unidos em 1999, e que 6.000 pessoas morreriam antes deste diagndstico (La Vecchia et al.,
1997), ja no ano de 2002, 28.900 novos casos e proximo de 7.400 morreram por essa doenca

(Warnakulasuriya, 2008).

Alguns dos paises com as maiores taxas de incidéncia de cancer oral no mundo
estdo localizados na regido do sul da Asia. A India sempre foi citada como o pafs com a
maior incidéncia no mundo, embora em alguns relatérios recentes, Sri Lanka e Paquistao sao
classificados no topo (Muwonge et al., 2008; Warnakulasuriya, 2008). Somente na India mais
de 100.000 casos sao registrados a cada ano, onde Bhopal, um de seus distritos, apresenta o
mais alto indice para canceres de ambos, lingua (10,9 por 100.000) e boca (9,6 por 100.000
habitantes) em todo o mundo, seguida por Ahmedabad, com registros muito préximos aos

mencionados (Warnakulasuriya 2008; Muwonge et al., 2008). Segundo Ferlay et al. (2004) o
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Sri Lanka tem a maior incidéncia de cancer oral no Sul da Asia, sendo o tipo mais comum
nos homens com 15,5% de todos os canceres relatados. Segundo Warnakulasuriya (2008), em
uma visita a um centro de tratamento do cancer em qualquer um destes paises com alto risco
para a doenca no sul da Asia, é possivel descobrir que pelo menos até um quarto dos
pacientes internados sofrem de cancer oral. No Japao, leste da Asia, o cancer oral é incomum.
No ano de 2001, apresentou taxas de incidéncia de 5,3 por 100.000 habitantes (Ide et al.,
2008).

Na América do Sul e no Caribe, o cancer de boca e de faringe sdo a quinta forma mais
comum de neoplasia maligna em homens e a sexta entre as mulheres. Porto Rico tem a maior
incidéncia relatada de cancer oral na regido (maior que 15 por 10.000) (Wiinsch-Filho e
Camargo, 2001). Mundialmente, Cuba apresentou taxa intermedidria de incidéncia para o
cancer oral (Garrote et al., 2001), principalmente no sexo masculino, devido ao fumo de
grandes quantidades de cachimbo e charuto, o que vem se mantendo estdavel por mais de uma
década. As regides que compreendem a Argentina, sul do Brasil e Uruguai tem os mais altos
niveis de incidéncia na América do Sul, embora as mais altas taxas sejam efetivamente

observadas no Brasil (Wunsch-Filho e Camargo, 2001).

Dados da Africa sdo limitados a poucos registros dos hospitais de cincer, sendo, portanto,
dificil estimar a verdadeira incidéncia nestes paises. Todavia, as taxas relatadas ndo mostram
evidéncias de que cancer oral é um problema tdo grave no continente Africano. Existem
estudos descritivos a partir do Suddo que sugerem que as taxas de cancer oral em pacientes
do sexo masculino sdo altas, ligando essa incidéncia ao “toombak”, produto que mistura rapé

e bicarbonato de sddio, utilizado para mascar (Warnakulasuriya 2008).
(ii) Epidemiologia no Brasil

No ano de 2002, o cancer de mucosa oral representou a sexta maior incidéncia de
neoplasias malignas na populagdo masculina e a oitava entre as mulheres (INCA / MS, 2002),
evoluindo recentemente para a quinta colocacdo entre homens e a sétima entre as mulheres
(Wunsch-Filho, 2002; Warnakulasuriya 2008), fazendo com que a populacdo masculina no
Brasil tenha um dos mais altos riscos para o cancer oral em todo o mundo, atrds da Franca e
da India (Wunsch-Filho e Camargo, 2001). Em 2002, o Instituto Nacional do Cancer estimou
que seriam diagnosticados 11.255 novos casos de cancer de boca (INCA / MS, 2002). Ja em

2008, 14.160 novos casos foram esperados (Warnakulasuriya 2008). Ainda, previa-se que
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essas lesdes fossem responsaveis por pelo menos 3.415 mortes anuais, desde o ano de 2002,

com aproximadamente 80% atingindo pacientes homens. (INCA / MS, 2002).

Nos anos 90, as mais altas incidéncias para o cincer oral no continente americano
foram registrados na cidade de Sdo Paulo, tanto em homens quanto em mulheres, com taxas
em mulheres similares as de mulheres negras americanas. As taxas de incidéncia em homens
foram equivalentes aquelas observadas em outras dreas do mundo com altas incidéncias de
cancer oral. As taxas entre homens e mulheres foram maiores na regido sul (Wunsch-Filho,

2002).

Atualmente, a distribui¢do de novos casos € bastante heterogénea entre estados e capitais do
pais, sendo que cerca de 30% de todos os canceres orais ocorrem nas capitais. Em geral,
regidoes Sul e Sudeste do pais tém maiores taxas de cancer, enquanto Norte e Nordeste t€ém
taxas mais baixas. Dos vdrios registros populacionais de cancer, Sao Paulo e Porto Alegre

tém registrado taxas mais elevadas para o cancer da boca e lingua (Warnakulasuriya, 2008).
(2)Fatores de risco

A etiologia do cancer oral € multifatorial. Baseada nas evidéncias globais
disponiveis sobre os fatores de risco conhecidos, estes poderiam ser agrupados como
estabelecidos, fortemente sugestivos, possiveis, e especulativos. Os mais importantes fatores
etiolégicos estabelecidos sdo o tabaco e o consumo excessivo de dlcool (La Vecchia et al.,
1997; Wunsch-filho 2002; Shiboski et al., 2000), relacionados com mais de 75% dos canceres
orais em paises desenvolvidos (La Vecchia et al., 1997). Estes fatores propiciam riscos
diretamente proporcionais ao tempo de uso e as quantidades ingeridas (Talamini et. al, 1990).
Rothman (1980) relatou que enquanto cada um desses fatores pode isoladamente aumentar o

risco em 2 a 3 vezes, quando usados em conjunto, este risco pode aumentar para 15 vezes.

Além desses fatores de risco, sdo citados como importantes o hdbito de mascar
folhas de betel, associados ou ndo a noz de areca ou a tabaco (Warnakulasuriya, 2008; Murti
et al., 1995; Neville e Day, 2002; Mwuonge et al., 2008), o papilomavirus humano (Miller e
White, 1996; Gillison e Shah, 2001; Neville e Day, 2002), fatores dietéticos (Winn, 1995;
Neville e Day, 2002), o liquen plano oral (Silverman et al., 1991; Barnard et al., 1993), a
anemia perniciosa (Neville e Day, 2002), e a imunossupressao (Flaitz et al., 1995; La Vecchia

et al.,, 1997; Neville e Day, 2002), além de fatores genéticos (Boffetta e Hashibe, 2006).
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Todos esses fatores podem agir de forma isolada ou em associagdes entre eles (Blot et al.,

1988).

O cancer oral se tornou entdo, uma importante questdao de satide publica, pois sua
ocorréncia estd fortemente associada com o fumo do cigarro e com a ingestdo de bebidas
alcodlicas, além de estar associado também, porém com menos frequéncia, a varios outros
fatores conforme relatado neste trabalho, que, na maioria dos casos, podem provavelmente

ser prevenidos com apropriada modifica¢do de comportamento (Shiboski et al., 2000).
(a) Alcool

O élcool aumenta o risco de vérias doencas ndo neopldsicas, dentre as quais cita-se:
a polineuropatia alcodlica, cardiomiopatias alcodlicas, gastrite alcodlica, depressdo e outras
transtornos mentais (Rehm et al., 2004), hipertensao, acidente vascular cerebral hemorragico
(Keil et al., 1998; Boffetta e Hashibe, 2006), cirrose hepatica e fibrose (Corrao et al., 1998), e
pancreatite aguda e cronica (Thakker, 1998). Além disso, o consumo de dlcool durante a
gravidez estd associado a vdrios efeitos adversos, incluindo &lcoolismo fetal, aborto
espontaneo, baixo peso ao nascer, nascimento prematuro, e retardo no crescimento intra-

uterino (Boffetta e Hashibe, 2006).

Um nexo de causalidade tem sido estabelecido entre o consumo de dlcool e cancer
da cavidade oral, faringe, esdfago, figado, célon, reto e mama feminina (Boyle et al., 2003).
Para varios outros tipos de cancer, uma associacdo causal é suspeitada. Segundo Boffetta e
Hashibe (2006) a relagdo de causa entre elevado consumo alcodlico e carcinoma epidermdide
oral, faringe, laringe e esofago, tem sido estudada desde o ano de 1950 e, desde entao,
investigadores tém avaliado diferencas na carcinogenicidade de bebidas alcodlicas em
subsitios da cabeca e pescoco, com evidéncias sugerindo alto risco para sitios anatdmicos em

contato mais préximo com o dlcool, como a parte mével da lingua e a hipofaringe.

A importancia do dlcool como um carcinégeno humano ¢é frequentemente
subestimada: o consumo estd aumentando em muitos paises como resultado tanto do aumento
do nimero de consumidores de &4lcool quanto do aumento da quantidade de consumo
individual, especialmente entre mulheres e em regides de rdpido crescimento econdmico,

como o leste da Asia (Warnakulasuriya, 2008).
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O élcool € eventualmente o responsdvel maior para o aumento do risco de cancer de
cabeca e pescogo registrados em diversos paises, especialmente na zona central e oriental da
Europa (Bray et al., 2000). A evidéncia sugere que a susceptibilidade genética desempenha
um papel importante na relacdo do alcool com o cancer, e conhecimentos dos possiveis
mecanismos da acdo carcinogénica do dlcool tem aumentado nos ultimos anos (Boffetta e

Hashibe, 2006).

E encontrado na literatura que a ingestdo cronica de bebidas alcodlicas pode
ocasionar alteracdes morfolégicas nos tecidos orais (Mascres et al., 1984; Maier et al., 1994;
Harris et al., 2004). Mascres et al. (1984) observaram atrofia epitelial na mucosa esofageana
de camundongos apds exposi¢do cronica de etanol e relataram uma diminuicdo do tamanho
das células basais, sem alteracdo no nimero de camadas epiteliais. Também, em 1983, Muller
et al., estudaram o efeito agudo e cronico em mucosa oral de coelhos e observaram que por
um periodo curto de exposi¢do, ocorria uma atrofia epitelial nesta mucosa e, apds um periodo
de 12 meses, notavam a presenca de alteracdes displésicas, queratose, aumento da densidade

celular na camada basal e um aumento do ndmero de figuras mitéticas.

Nesta mesma linha de pesquisa, trabalhando com material de necropsia humana,
Valentine et al. (1985) ndo observaram nenhuma alteracio macroscépica nas linguas
analisadas. Todavia, quando compararam individuos alcodlatras com individuos que
consumiram bebidas alcodlicas somente em eventos sociais, observaram que no primeiro
grupo, o epitélio lingual era mais estreito. Esta reducdo na espessura epitelial foi causada,
segundo os autores, por uma diminui¢do do tamanho dessas células. Por outro lado, relatam
também que a camada basal sofreu hipertrofia e hiperplasia celular. Essa hiperproliferacao
pode estar associada com o aumento da susceptibilidade para carcinogénese (Posch e Seitz,

2004).

Dessa forma, o alcoolismo cronico promove uma atrofia da camada espinhosa do
epitélio oral e, conjuntamente, uma proliferacdo das células da camada basal, podendo
facilitar a passagem de agentes carcindgenos por esse epitélio e o aumento da atividade
proliferativa das células basais, possivelmente estando associado com o aumento da

susceptibilidade para a carcinogénese (Maier et al., 1994).

Ao ser ingerido e penetrar nas células humanas, o dlcool é metabolizado, originando

espécies reativas de oxigénio, incluindo superdxidos, radicais de hidroxila e perdxido
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hidrogenase, com acumulo resultante desses radicais nos tecidos (Nordman, 1994). Dessa
maneira, muitos estudos confirmam também que o dlcool contribui de forma isolada para
aumentar o risco em desenvolver o cancer de boca (Rothman, 1980; Johnson e
Warnakulasuriya, 1993; Wigth e Ogden, 1998). A maior parte do possivel efeito
carcinogénico do etanol parece relacionar-se ao seu produto metabdlico, o acetaldeido.
Outras possiveis contribuicdes do etanol a carcinogénese incluem aumento da producdo de
estrégenos, solvéncia de membranas celulares, producdo de radicais livres, alteragdes no
metabolismo do é4cido félico, dano direto pelo etanol ao DNA, deficiéncias nutricionais e
imunoldgicas (Boffetta e Hashibe, 2006; Poschl e Seitz, 2004; Howie et al., 2001). Muito
recentemente, tem sido mostrado que fatores genéticos podem modificar grandemente a
susceptibilidade a carcinogénese alcodlica, em especial por modificar a velocidade de
formacdo e destrui¢do do acetaldeido (Boffetta e Hashibe, 2000).

Recente trabalho desenvolvido por Visapaa et al. (2004) relata que pacientes que se
apresentam em homozigose para o alelo ADHIC, gene responsavel pela produgdo da enzima
alcool desidrogenase, demonstram uma predisposicdo para desenvolver cancer de boca,

apresentando altos niveis de acetaldeido na saliva ap6s o consumo de dlcool.

Biologicamente, solug¢des etandlicas causam aumento da proliferacdo epitelial, e
também estdo associadas a efeitos carcinogénicos diretos sobre as células epiteliais da boca,
dentre outros tecidos (Maito et al, 2003). Tais efeitos sdo representados pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio (radicais livres), incluindo fons superdxido, radicais hidroxila, e
ainda derivados de peroxidacdo lipidica, que podem ligar-se ao DNA na forma de adutos e,
assim, dar origem a pareamento erroneo durante o processo de duplicacdo genOmica,
comportando-se potencialmente como mutagénicos (Visapaa et al., 2004; Navasumrit et al.,

2001; Wight e Ogden, 1998).

¢) Metalotioneina

A metalotioneina (MT) € uma proteina intracelular sem atividade enzimatica que se
liga a metais e € expressa em praticamente todos os organismos vivos, possuindo notavel
conservagdo evolutiva (Miles et al., 2000; Simpkins, 2000; Romero-Isart e Vasak, 2002;

Cherian et al., 2003). Apresenta como principais caracteristicas seu baixo peso molecular (60
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a 70 Kda) e a acentuada capacidade de ligacdo a compostos ionizados, sendo notdvel sua
afinidade por metais de transi¢ao (particularmente dos grupos 11 e 12 da tabela periddica dos

elementos), e também a radicais livres (Romero-Isart e Vasak, 2002).

Em tecidos de mamiferos ndo expostos a excessos de metais ndo essenciais que
apresentam alta afinidade de ligacdo a MT (prata, mercirio e cddmio), essa se liga
primariamente ao zinco e, secundariamente, ao cobre, considerados essenciais ao
funcionamento celular (Romero-Isart e Vasak, 2002; Haq et al., 2003; Saber e Piskin, 2003).
A intensidade da ligacdo entre a proteina e metais de transicdo € varidvel, tendo o cobre a
maior afinidade, seguido pelo cddmio e pelo zinco (Miles et al., 2000; Coyle et al., 2002;
Saber e Piskin, 2003). Dos cerca de 18 metais que podem se ligar a MT (caracteristica tinica
entre as metaloproteinas, da mesma maneira que a alta afinidade dessa liga¢c@o), apenas cobre,
cddmio, chumbo, prata, mercurio e bismuto, todos considerados téxicos (a exce¢dao do cobre),

podem deslocar e substituir o zinco (Chan et al., 2002; Coyle et al., 2002).

A ligacdo de metais a MT € responsavel pela sua conformacgdo final, sabendo-se que a
composi¢ao metdlica € um dos determinantes da resisténcia a degradacdo da MT, que parece
ser realizada principalmente por catepsinas (Mckim et al., 1992; Steinebach e Wolterbeek,
1992; Suhy et al., 1999; Miles et al., 2000; Coyle et al., 2002; Romero-Isart e Vasak, 2002).
A notéavel preservacdo estrutural da MT entre diversas espécies, sendo a presenca de
proteinas semelhantes descrita mesmo nos mais simples e diferentes organismos, implica na

conservacgdo evolutiva de uma proteina com importantes fungdes (Miles et al., 2000).

A MT ¢ sintetizada constitutivamente em diversos tecidos e desse fato resultou a
idéia de que sua presenca fosse essencial ao funcionamento celular normal (Palmiter, 1998).
Entretanto foi observado desenvolvimento embrionario normal, bem como auséncia de
comprometimento organico em condi¢des homeostaticas, exceto por tendéncia a obesidade,
em animais experimentais que tiveram abolida a expressdo de genes responsaveis pela
codificacdo da MT. Sabe-se que essa proteina € uma das vdrias secretadas pelo tecido
adiposo, fendmeno que tem alterado a visdo metabdlica sobre essas células (Trayhurn e

Beattie, 2001).

Por outro lado, diversos tipos de estresse celular t€ém sido associados a inducdo da
expressdo da MT. Tais achados sao indicativos da provével fun¢do protetora associada a ela,

embora uma func¢do Unica, que agrupe todos os diferentes tipos (quatro, apenas na espécie
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humana) e isoformas dessa proteina, ainda ndo tenha sido descrita. Entretanto, diversas
propriedades tém sido atribuidas a MT, incluindo neutralizacdo de metais pesados, protecao
tecidual contra diversas formas de estresse oxidativo e regulagcdo da atividade de holoenzimas

(Miles et al., 2000; Hagq et al., 2003).

Recentemente, Leite et al. (2004) observaram que a proteina é expressa em células
relacionadas a tatuagens bucais causadas por impregnagao de amélgama de uso odontolégico,
lesdo que tem sido considerada indcua sistemicamente. Entretanto, apesar de ter sido a
primeira e mais estudada funcdo descrita da proteina, parece que essa ndo € a sua atividade
biologica primordial, tendendo a ser considerada entdo apenas uma aquisi¢do evolutiva

fortuita (Palmiter, 1998; Coyle et al., 2002).

Existem ainda vdrias pesquisas sobre a protecdo oferecida pela MT contra danos
mediados por agentes oxidativos. Acredita-se que a proteina, quando exposta a ambiente
celular oxidante, libere os &tomos metdlicos aos quais estd ligada (como por exemplo o zinco
que por sua vez inibe diretamente o dano oxidativo por diversas vias) e forme pontes
dissulfeto intramoleculares, que sdo dvidas captadoras de elétrons, diminuindo o dano
potencial dos radicais livres negativamente carregados, como as hidroxilas (Lazo et al., 1998;
Romero-Isart e Vasak, 2002; Tapiero e Tew, 2003). Estudos in vitro ttm demonstrado a
neutralizacdo de radicais livres ap6s ligacao a MT (Hussain et al., 1996; Quesada et al., 1996;

Pitt et al., 1997; Theocharis et al., 2004).

Funcgdes regulatdrias também tém sido propostas para a MT, como por exemplo, a
participacdo da proteina no processo apoptético (Kim et al., 2003; Bours et al., 2000).
Estudos apresentam possiveis associagdes da expressdo da MT com a inibi¢do da morte
celular por apoptose. Células de camundongos Knockout para os genes MT-I e MT-II
apresentam maior propensdo a esse fendOmeno quando provocadas por radiagdo ou por
diversos tipos de farmacos, incluindo drogas oncoterdpicas (Kondo et al., 1995; Kondo et al.,
1997; Deng et al, 1999). Por outro lado, superexpressdo da proteina coincide com a
diminui¢do na ocorréncia de apoptose em células normais e neoplésicas (Deng et al., 1998;

Deng et al., 1999).

Alguns pesquisadores acreditam que a importacdo da MT para o nicleo, processo
que é dependente de energia, esteja relacionada ao transporte de zinco para enzimas e fatores

de transcricao envolvidos com a divisdo celular (Palmiter, 1998; Fiscer e Davie, 1998; Coyle
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et al., 2002). De fato, sua importacdo coincide com a elevagdo da concentragdo de zinco
nesse subcompartimento da célula (Levadoux-Martin et al., 2001). Aumento na expressao da
MT ¢é observado em células com proliferacdo celular acelerada, em fases especificas do ciclo
celular, e geralmente ocorre superexpressdo da proteina em tumores quando comparados aos
tecidos normais (Nagel e Vallee, 1995; Coyle et al., 2002). Também foi observado que a
maior expressdo de MT no citoplasma de células de carcinomas epiderméides de boca estava
associada a pior progndstico para pacientes, fato que pode estar relacionado ao aumento da

proliferacdo celular nessas neoplasias (Woo et al., 1996; Cardoso, 2001).

O zinco possui propriedades antioxidantes e participa na regulagdo da apoptose, da
inflamacdo e do funcionamento do sistema nervoso central (Vallee et al., 1991; Tapiero e
Tew, 2003). Sua importancia fisiologica pode ser também exemplificada pelo fato de ser esse
o metal de transi¢do presente em maior quantidade no corpo humano, hd excec¢dao do ferro
(Tapiero e Tew, 2003). Dada a sua importancia, diversos mecanismos devem existir para
controlar sua absor¢ao, distribuicdo, captacdo celular e excrecdo. A MT tem sido considerada
a principal proteina relacionada a regulacdo da biodisponibilidade desse metal no ambiente
intracelular, recebendo e doando zinco a outros componentes celulares, ndo somente quando
este metal ultrapassa a quantidade essencial, mas também estocando o zinco em condicdes de

escassez (Suhy et al., 1999).

i) Metalotioneina, alcool e cancer

Ainda que ndo completamente conhecido, muitos estudos sobre a metalotioneina
citam sua importancia em quadros de intoxicagdo e distribuicdo de metais, sua atuagdo em
estresse oxidativo e na carcinogénese (Cherian et al., 2003; Waisberg et al., 2003; Theocharis
et al, 2004). O motivo pelo qual a MT poderia ter alguma influéncia no mecanismo da
carcinogénese deve-se a indugdo de seus genes por uma grande variedade de situacOes de
estresse tecidual, particularmente relacionadas ao excesso de metais e a produgdo de radicais
livres. Um outro motivo seria devido a sua acentuada capacidade de remog¢do de metais e de

metabolitos potencialmente carcinogénicos (Cherian et al., 1993).

Ap6s aplicagdo de agentes carcindgenos (4NQO) na mucosa oral de camundongos,

foi observado por Aguiar et al. (2004), um aumento da producdo de MT. Foi observado
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também uma superexpressio de MT nos tecidos gengivais de individuos com doenca
periodontal e fumantes (Katsuragi et al., 1997). Por outro lado, Santos et al. (2003), nao
observaram expressdo da proteina em células obtidas por meio de raspagens da mucosa oral

de individuos dependentes de dlcool e, ou, fumo.

Uma pesquisa realizada em camundongos Knockout para a MT I e Il , onde estes
animais apresentaram-se mais sensiveis a intoxicacdo causada por metais pesados (cddmio e
zinco) e por radicais livres (derivados do metabolismo do etanol), relacionou a proteina MT
como um fator importante para a intoxica¢ao de metais, estresse oxidativo e na carcinogénese

(Satoh, 2004).

Entretanto, existem poucos relatos na literatura relacionados com a expressao da
MT nas mucosas sob o efeito do alcool (Takano et al., 2000; Satoh, 2004). Em virtude deste
fato, este trabalho se torna extremamente importante, considerando os poucos estudos sobre

esse assunto relatados na literatura mundial.
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3) OBJETIVOS

a) Objetivo geral

Investigar como o dlcool exerce influéncia na proliferacio e diferenciacdo da

mucosa oral, a melhorar a compreensao sobre a génese do carcinoma epidermdide oral.

b) Objetivos especificos

e Estabelecer modelo experimental que mimetize o consumo cronico de bebidas

alcodlicas em humanos.

e Avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas macro e microscopicas no epitélio lingual

dos animais experimentais.

e Avaliar possiveis alteracoes moleculares, especificamente sobre eexpressdo da

metalotioneina, nesse mesmo tecido.
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4) MATERIAL E METODOS

O protocolo de estudo aqui relatado foi submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), e constitui parte de uma linha de
pesquisa que tem por objetivo avaliar a correlacdo existente entre o consumo cronico de
solucdes de etanol e a carcinogénese oral. O experimento ocorreu nas instalacdes da
Universidade Federal de Uberlandia, envolvendo o Laboratério de Experimentacdo Animal
(LEA), onde os animais foram mantidos durante todo o experimento, ¢ o Laboratério de

Patologia Bucal, sede das demais etapas desta pesquisa.

a) Experimento de alcoolizacao

i) Animais

Foram empregados trinta camundongos machos C57BL/6, descritos como
geneticamente susceptiveis ao alto consumo de dlcool (Yoneyama et al., 2008) adquiridos na
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB / UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Os
animais tinham entre 8 e 12 semanas de idade no comego do estudo e apresentaram um peso
médio de 28,5 gramas (com variacdo de 20,2 a 33 gramas). Os animais foram colocados em
gaiolas de policarbonato medindo cerca de 35 cm de comprimento por 25 cm de largura por
20 cm de altura, em grupos de cinco, sendo mantidos durante todo o experimento em
ambiente ventilado, com temperatura controlada (22+£1°C) e respeitando o ciclo de claro /
escuro de 12 / 12 horas (as luzes se acendiam as 7:00 horas e se apagavam as 19:00 horas).
Ainda, os animais tiveram acesso livre a dgua e a ragdo apropriada (Nuvilab/CR1, Nuvital
Nutrients LTDA, Brasil). Os bebedouros eram lavados a cada 5 dias e as gaiolas eram

higienizadas a cada 7 dias, quando eram feitas as trocas da maravalha.
i) Condicoes de manutencao experimental e adaptacao

Os animais formam mantidos previamente ao inicio do experimento, durante 10 dias
no mesmo local em que ocorreu o experimento, o LEA. Este periodo é necessario para
acomodac¢do e adaptacdo dos animais a possiveis diferencas de temperatura, luminosidade,

barulhos, tamanho da gaiola e movimentacdo no ambiente, possivelmente diferentes dos
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existentes no local em que foram reproduzidos (CEMIB / UNICAMP), bem como em se

adaptar ao nimero de animais que foram mantidos na mesma gaiola.
iii) Consumo e adaptacio ao alcool

Apdés a ambientagdo dos animais, iniciou-se a fase de adaptacdo da ingestdao
alcodlica, onde foram utilizadas solu¢des de etanol adicionada de sacarose (leite condensado
a 5%). Para isso, 20 animais foram aleatoriamente submetidos a periodos seqiienciais de
adaptagcdo a ingestdo alcodlica, utilizando-se solucdo de sacarose, adicionado de solucdo
aquosa de etanol nas concentrac¢des de 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, e entao 15% (V/V) (Reagen-
Quimibrés Indistrias Quimicas S.A., Rio de Janeiro, Brasil), durante um periodo de cinco
dias para cada concentracdo. Durante todo o processo de adaptacdo da ingestdo de etanol, os

animais tiveram livre acesso a d4gua e a racao.

Ao se atingir a concentracdo de 15% (V/V) de solucgao de etanol, dez animais foram
aleatoriamente escolhidos para proceder a mais um periodo de 5 dias de adaptagdo a solucdo
de etanol na concentragdo de 40%, acrescida, ainda, de sacarose na concentracdo de 5%.
Nesta fase, todos os animais expostos a solu¢des de etanol, tanto na concentragdo de 15%
quanto de 40%, permaneceram com a sacarose, na concentracao de 5%, adicionada a solug@o

alcodlica por um periodo de mais cinco dias, até que ocorreu entdo, a remocao da sacarose.

Este protocolo foi desenvolvido, inicialmente para 20 animais, até atingir a
concentracdo de 15% da solucdo alcodlica. A partir deste ponto, somente dez animais
continuaram com este protocolo, até se obter a concentracdo de 40% da solucdo de etanol.
Outros dez animais foram mantidos somente com &4gua e racdo ad libitum, e foram

denominados de grupo controle.
iv) Exposicao experimental ao etanol

Cinco dias apds ter atingido a concentragdo de 40% da solugdo de etanol, o que
ocorreu posteriormente ao alcance da concentragdo de 15%, a sacarose foi retirada de todos
os animais. Entdo, foram obtidos dois grupos que foram denominados de EtOH15% e
EtOH40%. Estes animais ficaram expostos a solugdes de etanol durante um periodo de seis
meses, a contar do momento da retirada da sacarose, para desenvolvimento dos padrdes de
dependéncia alcodlica. Durante toda a fase experimental, foram sempre oferecidos aos

animais agua e racdo ad libitum. O consumo das solugdes de etanol e da dgua de todos os
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animais foi monitorado durante todo o experimento, conseguindo assim, uma média de

consumo do grupo ao longo dos seis meses.

A concentragdo final para os grupos experimentais foi determinada procurando-se

mimetizar a exposi¢cdo humana a bebidas fermentadas e destiladas.
v) Obtencao e processamento inicial das amostras teciduais

Ao final do periodo experimental, os animais foram sedados por exposi¢do a éter
etilico (VETEC, Sao Paulo — SP, Brasil) e entdo sacrificados por deslocamento cervical,
seguindo as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, procurando reduzir ao
maximo o sofrimento dos animais. Para a obten¢do das amostras teciduais, que para este
experimento foi considerada apenas a lingua, foi realizada uma incis@o em linha média na
regido abdominal, com exposicao desta cavidade, envolvendo a regido abdominal e torécica,
que foi estendida até a regido submentoniana. Para facilitar o acesso a lingua, a mandibula foi
hemi-seccionada na regido de sinfise. Em seguida, a lingua foi tracionada superiormente com
o auxilio de uma pinga anatdmica, tendo sua base seccionada para a remocao de toda sua

estrutura.

Num primeiro instante, observou se havia a existéncia de alguma alteracdo
morfoldgica superficial, como perda da integridade, alteracdes de contorno, consisténcia,
textura e cor. Imediatamente apds, os fragmentos de lingua foram fixados em solucido de
formol na concentracdo de 10% por um periodo de 24 horas, procurando ndo ultrapassar este
prazo. Estas pecas foram entao seccionadas no sentido perpendicular ao longo eixo da lingua,
em tré€s partes, anterior, médio e posterior com espessura antero-posterior similar, obtendo-se
entdo amostras apicais, médias e posteriores do 6rgdo. Estes fragmentos foram, mais adiante,
incluidos de forma a permitir a observacdo dos segmentos epiteliais de borda e face ventral

da lingua.

Ap6s o periodo de fixagdo, os fragmentos foram submetidos a desidratagdo, onde
foram expostos a concentracdes crescentes de alcodis (50%, 70% e 100%). Apds este
processo, foi obtida a diafanizacdo por duas passagens em xilol em temperatura ambiente.
Em seguida, os fragmentos foram colocados em parafina a 60° C por um periodo de 40
minutos e posteriormente foram incluidos em blocos de parafina, que foram resfriados e

aparados os excessos laterais. Apds, esse blocos foram resfriados em temperaturas proximas
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de 0° C e posteriormente, cortados em espessura de 3um e colhidos em laminas de vidro
limpas e desengorduradas, e tratadas com silano (3-aminopropiltrietoxi-silano), para ensaios

posteriores.

As laminas contendo os cortes ficaram durante 40 minutos em uma estufa com
temperatura controlada de 60° C para fixacdo dos cortes nas laminas. Apds esse periodo, as
laminas foram colocadas por trés vezes em xilol para a remocdo da parafina, mantendo o
protocolo de cinco minutos para cada passagem. Em seguida, os cortes passaram por
concentragdes decrescentes de alcodis e, por fim, em 4gua corrente durante trés minutos, até

estarem bem hidratados.

Ap6s, esses cortes foram colocados em hematoxilina de Harris por dois minutos, em
seguida foram lavados em d4gua corrente por cinco minutos e colocados em dlcool na
concentracdo de 80% por trés minutos. Em seguida, foram colocados em solucdo de eosina
por trinta segundos e lavados consecutivamente por dlcool nas concentragcdes de 80%, 90% e
trés vezes no dlcool absoluto, lavados em xilol por duas vezes e, assim, montado com

laminulas de vidro e Permount® (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

b) Avaliacao histopatolégica

Para cada camundongo, cinco cortes foram corados em hematoxilina e eosina e
destas, apenas um foi selecionado para avaliacdo. O critério desta selecdo foi avaliar o corte
com melhor qualidade, maior definicdo de cores e maior integridade da regido a ser avaliada.
Inicialmente, foram avaliadas qualitativamente, em busca de possiveis alteracdes displasicas
no tecido epitelial (Gale et al., 2005 IN Barnes et al., 2005), mediante uso de microscopio
Nikon Eclipse E-400, em objetivas de 10x, 20x e 40x de magnificacdo. Em seguida, realizou-
se morfometria do epitélio para identificar possiveis alteracdes hipertréficas e hiperplésicas
que pudessem ser associadas ao consumo cronico de dlcool. Para esse intento, foi eleita a
por¢do ventro-lateral, ndo papilar, da lingua, tendo em vista que estas sdo regides nao
protegidas por ceratina e, teoricamente, mais susceptiveis ao efeito da substancia. Para cada
amostra, toda essa extensdo foi entdo fotografada no mesmo microscopio descrito
anteriormente, em objetivas de 40x de magnificacdao. Do total de imagens obtidas, foram

selecionadas dez imagens (compativel com a quantidade equivalente a 10 campos
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histolégicos em grande aumento. Um software especifico (Motic Images Plus 2.0 ML, China)
foi previamente calibrado com a utilizagdo de uma imagem de uma régua calibradora obtida
por meio de fotografia no mesmo microscépico e com a mesma magnificacao final em que
foram obtidas as imagens epiteliais, conforme descrito anteriormente, para se obter uma
padronizacdo das medidas em “um”. Para cada imagem epitelial obtida, foram tragadas cinco
linhas eqiiidistantes e perpendiculares a camada basal do epitélio. Tais linhas partiram do
polo basal das células basais, idealmente seguindo o longo eixo dessas células, até o limite
externo da camada epitelial. Entdo cada animal teve sua espessura epitelial aferida em
cinquenta locais diferentes, de forma a se obter posteriormente, uma média desta espessura de
cada animal, denominada como medida da espessura epitelial (Figura 1). Todas as andlises

microscopicas foram efetuadas pelo mesmo observador, de forma “cega”.

¢) Avaliacao imunoistoquimica da expressao de metalotioneina

i) Protocolo laboratorial

Para a evidenciacdo imunoistoquimica do antigeno metalotioneina no epitélio
lingual, empregou-se a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase com a utilizacdo do
anticorpo monoclonal E9 (Dako, Carpinteria, CA, EUA), considerando-se a metodologia

descrita a seguir (Boenisch, 2001; Cardoso et al., 2002).

Inicialmente, cortes histoldgicos de 3um de espessura foram montados em ladminas
de vidro previamente recobertas com organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano, Sigma
Chemical Company, Saint Louis, EUA). Apds desparafinacio por trés passagens em solugdes
de xilol, realizadas a temperatura ambiente por 18 horas, 15 minutos e mais cinco minutos,
respectivamente, os cortes histologicos foram hidratados em solucdes aquosas de
concentracdes descendentes de etanol (100%, 90% e 70%, cinco minutos cada banho) e entdo
tiveram a atividade endégena de peroxidase e de biotina bloqueadas com solucdo de H202 a

10% ou solugdo comercial (Dako), respectivamente.

Posteriormente, os cortes foram submetidos a tratamento com tampao EDTA
(EthyleneDiamine Tetraacetic Acid), 1M, pH 8,2, em ambiente de microondas, a poténcia
maxima, em trés ciclos de cinco minutos cada com dois minutos de descanso a temperatura

ambiente, entre cada ciclo, para recuperacdo do epitopo antigénico pesquisado.
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Ap6s resfriamento, alcangando o equilibrio térmico com o ambiente, os cortes
foram lavados em dgua destilada e procedeu-se a incuba¢do com os anticorpos primarios
mencionados, diluidos (1:800) em tampao TRIS, pH 7.4, realizada em cadmara umida, a
temperatura ambiente, overnight, por 19 horas. Apds lavagem em 4gua destilada, os cortes
foram incubados em anticorpo secunddrio biotinilado na dilui¢do de trabalho de 1:20,
seguindo-se por nova lavagem e incubacdo em solucdo de estreptavidina-biotina-peroxidase

em dilui¢do de 1:100, ambos em camara imida, por 30 minutos.

A revelacdo da reacdo foi desenvolvida a partir de solugdo cromdgena contendo
12mg de diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluida em 120ml de
tampao TRIS-HCI, pH 7,4, passada em filtro duplo. Apds a filtragem, adicionou-se 1,2ml de
peréxido de hidrogénio a 10 V, incubando-se os cortes nessa solucdo durante trés minutos.

Em seqiiéncia, os cortes foram lavados em dgua corrente, por cinco minutos.

Os cortes foram entdo contra-corados pela hematoxilina de Mayer, por 3 minutos,
desidratados em cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e trés vezes a 100%), diafanizados
em trés banhos de xilol, sendo as 1aminas montadas ao final do procedimento com laminulas

de vidro e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Carcinomas ductais de mama com reatividade previamente reconhecida para
metalotioneina foram utilizados como controle positivo, € a omissdo dos anticorpos primarios

foi empregada como controle negativo.
ii) Analise

Para andlise quantitativa da marca¢do da metalotioneina, procedeu-se a uma rotina
similar a descrita para a avaliagdo dos cortes coradas em hematoxilina e eosina, porém com
algumas variacoes.

Para cada camundongo, dois cortes foram submetidos ao protocolo da reagdo
imunoistoquimica para deteccdo da MT, sendo que, apenas um deles foi selecionado para
avaliacdo. O critério desta selecdo, da mesma forma como ocorreu nos cortes corados por
HE, foi avaliar o corte com melhor qualidade, maior defini¢do de cores e maior integridade
da regido a ser avaliada. Mediante uso de microscépio Nikon Eclipse E-400 e em uma

magnificacdo final de 1600x, foi avaliado o percentual de marcacdo da MT no epitélio
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lingual, na mesma regido em que foram analisadas histopatologicamente (por¢cdo ventro-
lateral).

Semelhante ao ocorrido no estudo anterior, cada amostra teve toda essa extensao
fotografada no mesmo microscépio descrito anteriormente, em objetivas de 40x de
magnificacdo. Do total de imagens obtidas, foram selecionadas dez imagens (compativel com
a quantidade equivalente a dez campos histoldgicos em grande aumento). Um software
especifico (Motic Images Plus 2.0 ML, China) foi previamente calibrado com a utilizagao de
uma imagem de uma régua calibradora obtida por meio de fotografia no mesmo microscopico
e com a mesma magnificacdo final em que foram obtidas as imagens epiteliais, conforme
descrito anteriormente, para se obter uma padronizacdo das medidas em “pum”. Para cada
imagem epitelial obtida, foram tracadas cinco linhas eqiiidistantes e perpendiculares a
camada basal do epitélio (Figura 2). Tais linhas partiram do aspecto basal das células basais,
idealmente seguindo o longo eixo dessas células, até o limite externo da camada epitelial.
Para cada linha obtida demarcando a espessura total do epitélio, uma linha paralela e
imediatamente lateral foi tracada, demarcando somente a drea do epitélio que apresentou a
marcacdo da proteina MT (espessura positiva). Como via de regra, foi definido como
marcacdo positiva para a MT as regides que apresentaram colora¢des acastanhadas de
intensidade forte e moderada, sendo descartadas as regides que apresentaram essa coloracao

com intensidade muito baixa.

Considerando que cada animal teve sua espessura epitelial demarcada em cinquenta
locais diferentes e, consequentemente cinqiienta regides avaliadas em relagdo a marcacao da
MT, foi calculado a propor¢do entre a espessura positiva e a espessura total, dividindo o valor
marcado positivamente pelo valor obtido da espessura epitelial total. Finalmente foi obtida a
média de marcagdo positiva para a MT, denominada de indice de marcagdo (Figura 2). Todas

as andlises microscopicas foram efetuadas pelo mesmo observador, de forma *“cega”.
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Figura 1 - Segmento de mucosa ventrolateral da lingua de camundongo C57BL/6, corada por
hematoxilina e eosina. Observa-se na figura a representagao grafica do procedimento empregado para
a mensuracgdo do epitélio (magnificacdo original: 1600x). Observa-se que em cada campo de imagem,
5 retas foram tragadas, ressaltando que, para cada animal, 10 campos de imagem foram mensurados.
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Figura 2 - Segmento de mucosa ventrolateral da lingua de camundongo C57BL/6, mostrando
marcacdo imunoistoquimica de metalotioneina. Observa-se na figura a representacdo grafica do
procedimento empregado para a mensuragdo da marcagdo positiva da MT (estreptavidina-biotina-
peroxidase; magnificacio original: 1600x). A) O comprimento total do epitélio; B) Area marcada
positivamente para a MT. Dividindo-se o valor de “B” pelo valor de “A” serd obtida a porcentagem
marcada positivamente para a MT.
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5) RESULTADOS

Durante todo o experimento, o consumo de todos os animais, tanto em relacdo a
dgua, quanto em relacdo as solucdes alcodlicas foram mensurados periodicamente. Os
animais do grupo EtOH40% consumiram, em média, cerca de 60% mais solucdo alcodlica
que os do grupo EtOH15%. Conseqiientemente, houve também um consumo especifico de
etanol maior para o grupo EtOH40%, cerca de quatro vezes mais em relacio ao grupo

EtOH15%.

De forma similar ao ocorrido com o consumo das solu¢des de etanol, o consumo de
agua também foi diferente entre os grupos avaliados, observando um maior consumo também
para os animais do grupo EtOH40%. Porém, a diferenca na média de consumo entre este

ultimo grupo e o EtOH15% foi insignificante (Tabela 1).

Tabela 1 — Média do consumo de dgua, solugdo alcodlica ou etanol, por animal, nos grupos

experimentais.
Consumo médio diario (mL)
Grupo -
Agua Solucao alcodlica Etanol*
EtOH15% 3,5 2,3 0,4
EtOH40% 3,7 3,7 1,5

* Calculado multiplicando-se a quantidade consumida da solu¢do pela concentrag@o.
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a) Analise qualitativa dos achados macroscopicos e microscopicos dos

epitélios linguais corados em hematoxilina e eosina

Macroscopicamente, por meio da andlise qualitativa, ndo foram encontradas
nenhuma alteracdo evidente em relacdo a perda de integridade, alteracdes do contorno,

consisténcia, textura ou coloracio nas linguas dos animais avaliados.

Da mesma forma como ocorrido, ndo foram encontradas alteragdes microscépicas
compativeis com displasia epitelial ou qualquer outra lesao caracterizdvel morfologicamente
para esse tecido. Ainda, o epitélio mostrou estrutura usual, com boa defini¢do das camadas
basal, parabasal, espinhosa e pavimentosa, em todos os animais, de todos os grupos.
Aparentemente, as células basais e parabasais se apresentavam com o mesmo tamanho e

formato nos trés grupos estudados.

b) Avaliacao morfométrica do epitélio

Determinados pontos do epitélio foram mensurados, conforme a técnica descrita
anteriormente, onde foram obtidos valores de média dessa espessura para cada animal, e,

posteriormente, para cada grupo.

Quantitativamente, observou-se que a espessura epitelial total foi muito similar
entre os grupos avaliados (média de 60,8 + 6,3um para grupo controle; 59,1 + 9,6um para
grupo EtOH15%; e 56,8 + 9,8um para grupo EtOH40%), ndo sendo identificada diferenca
estatisticamente significativa entre os mesmos (p = 0,48, teste de Kruskal-Wallis), como

apresentado no Grafico 1.
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Grafico 1 — Diagrama de barras e suigas representando os resultados das mensuracdes de espessura
total do epitélio lingual. Distribuicdo dos animais avaliados, segundo grupo e espessura epitelial (em
wm) da regido ventro-lateral da lingua (barras centrais = média; suigas = desvio-padrao). Nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos avaliados, com p=0,48 (teste de Kruskal-
Wallis).

¢) Expressao imunoistoquimica da metalotioneina

A marcacio imunoistoquimica da metalotioneina, de forma geral para os trés grupos
avaliados, foi evidenciada por coloragcdo acastanhada, homogénea ou por vezes formando
grumos mais grosseiros. Esta marcacdo teve intensidade varidvel no tecido epitelial e foi
localizada basicamente nas camadas basal e parabasal. Em geral, a marcacdo foi

citoplasmaética e nuclear concomitantemente, conforme mostrado nas Figuras 3 a 5.
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Figura 3 — Segmento de mucosa ventrolateral da lingua de camundongo C57BL/6 do grupo
controle, mostrando marca¢ido imunoistoquimica de metalotioneina. Observa-se coloracdo de
intensidade moderada a forte, localizada com maior freqiiéncia no citoplasma mas também no
ndcleo, basicamente nas camadas basal e parabasal (estreptavidina-biotina-peroxidase;
magnificagdo original: 500x).

-~

- ____}
Figura 4 - Segmento de mucosa ventrolateral da lingua de camundongo C57BL/6 do grupo EtOH15%,
mostrando marcacio imunoistoquimica de metalotioneina. Observa-se coloracdo de intensidade fraca
a forte, localizada com maior freqiiéncia no citoplasma e no niicleo, basicamente nas camadas basal e
parabasal (estreptavidina-biotina-peroxidase; magnificagdo original: 500x).
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Figura 5 - Segmento de mucosa ventrolateral da lingua de camundongo C57BL/6 do grupo EtOH40%,
mostrando marcac¢io imunoistoquimica de metalotioneina. Observa-se coloracdo de intensidade fraca
a moderada, localizada com maior freqii€ncia no citoplasma mas também no niicleo, basicamente nas
camadas basal e parabasal (estreptavidina-biotina-peroxidase; magnificacio original: 500x).

d) Avaliacao morfoldgica da expressao da metalotioneina

Por meio da técnica utilizada para defini¢do da quantidade de marcagdo positiva
para a MT no epitélio lingual de todos os grupos estudados, foi obtida a percentagem média

da expressdo da MT para cada animal, e, posteriormente, para cada grupo.

De forma similar ao observado na andlise da espessura epitelial, quantitativamente,
observou-se que o indice de marcacdo imunoistoquimica da metalotioneina foi muito
semelhante entre os grupos avaliados (0,37 + 0,08 para grupo controle; 0,36 + 0,02 para
grupo EtOH15%; e 0,38 £+ 0,07 para grupo EtOH40%), ndao sendo identificada diferenca
estatisticamente significativa entre os mesmos (p = 0,56, teste de Kruskal-Wallis), como

apresentado no Gréfico 2.
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Grifico 2 — Diagrama de barras e suicas representando os resultados dos indices de marcagdo
imunoistoquimica do antigeno para MT no epitélio lingual. Distribuicdo dos animais avaliados,
segundo grupo e indice de marcacdo imunoistoquimica da metalotioneina na regido ventro-lateral da
lingua (barras centrais = média; suicas = desvio-padrao). Nao houve diferencas estatisticamente
significantes entre os trés grupos avaliados, com p=0,56 (teste de Kruskal-Wallis).

e) Avaliacio morfométrica do epitélio em relacdo a avaliacido

morfolégica da expressao da metalotioneina

Utilizando-se das técnicas descritas para avaliagdo da espessura média do epitélio e
para a definicdo do indice de espessura de marcagdo para a MT, foi definido, mais um
parametro de avaliacdo, onde foi analisada a correlacdo existente entre a espessura epitelial,
inicialmente mensurada em hematoxilina e eosina, e o indice de marcacdo imunoistoquimica

do antigeno MT.

Finalmente, ndo houve qualquer correlacdo significativa entre a espessura epitelial e
o indice de marcagdo da metalotioneina, tanto quanto avaliados todos os animais em um

Unico conjunto quanto avaliados por grupos, como mostrado no Gréfico 3.
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Grifico 3 — Andlise de correlacdo entre a espessura (avaliada em hematoxilina e eosina) e o indice de
marcacdo imunoistoquimica do antigeno metalotioneina no epitélio lingual ventro-lateral: a) de todos

os animais dos trés grupos avaliados; b) dos animais do grupo controle; c) dos animais do grupo
EtHO15%; d) dos animais do grupo EtOH40%.
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6) DISCUSSAO

No presente estudo, foi investigado, por meio da anélise morfométrica, a espessura
média total do epitélio lingual e a expressdo da metalotioneina em camundongos submetidos

a alcoolizacdo cronica por um periodo de seis meses.

O estudo experimental dos efeitos do dlcool sobre a mucosa bucal, bem como de
outros 6rgdos, € relevante pela escassez de trabalhos sobre o assunto. Este trabalho relata um
modelo experimental de alcoolizagdo cronica, delineado em fun¢do da necessidade de
obtenc¢do de material biolégico para investigacdes histopatoldgicas e moleculares, necessdrias

para melhor compreensao da associagao entre alcoolismo e cancer bucal.

O tabaco e o alcool tém sido bastante associados, em varios estudos, como fatores
de risco para o cancer do trato aerodigestivo superior (Franceschi et al., 1990). Vdrias
investigacdes tém abordado especificamente a interacdo do tabaco e do dlcool na etiologia do
cancer da cavidade oral, faringe, laringe e esdfago (Franceschi et al., 1990; Elwood et al.,
1984). Embora a natureza da interacdo bioldgica entre estes dois fatores ndo tenha sido
definitivamente estabelecida, riscos multiplicativos ou aditivos parecem ser plausiveis.
Separar os efeitos do dlcool e do tabaco continua a ser, entretanto, um problema dificil, uma
vez que consumidores de bebidas alcodlicas em grande quantidade tendem a ser fumantes em
grande quantidade e vice-versa. Além disso, poucas pessoas que nao bebem e ndo fumam,
foram identificados em estudos etioldgicos de cancer de trato aerodigestivo superior

(Franceschi et al., 1990).

A escolha em se fazer um trabalho experimental utilizando-se camundongos tem por
objetivo excluir algumas varidveis que nao estivessem relacionadas ao consumo de élcool,

como por exemplo, o fumo e/ou dieta pobre em nutrientes (Valentine et al., 1985).

Deve ser também analisado que diferentes tipos de bebidas alcodlicas ingeridas por
etilistas (podendo ser fermentadas e/ou destiladas) tém concentracdes alcodlicas
diferenciadas. Sabe-se que dificilmente um individuo que possui hébitos de alcoolismo
consome somente um tipo de bebida, o que dificultaria a separacio de grupos de acordo com

a concentracao das bebidas ingeridas (Wight e Ogden, 1998; Figueiredo-Ruiz et al., 2004).
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Dessa forma, desenvolvendo um estudo com animais, foi possivel controlar a dieta,
determinar a concentragdo, a duracdo e a quantidade de etanol ingerida, obtendo assim, o
efeito do édlcool na mucosa oral, de maneira mais fiel, sem que ocorram interferéncias do

meio externo.

Fatores de risco individuais que contribuem para o desenvolvimento do abuso do
dlcool e do alcoolismo ndo estdo completamente esclarecidos. Entre fatores bioldgico,
psicoldgico e sociais, foi estimado que os fatores genéticos respondem por aproximadamente

40-60% do risco de desenvolvimento de alcoolismo (Camarini e Hodge, 2004).

Mesmo nao havendo na literatura critérios universalmente aceitos para caracterizar
a situacdo de alcoolismo cronico, existe um consenso que o uso habitual e continuado de
bebidas alcodlicas acima de 80 gramas de etanol por dia para seres humanos, estaria
associado ao aparecimento de doengas no sistema nervoso central e sistema digestivo (Neves
et al.,1989). Todavia, ndo h4 relatos sobre o periodo minimo necessdrio para criar condigdes

de dependéncia.

Por outro lado, foi escolhido o periodo de consumo de seis meses, pois este tempo
corresponde a aproximadamente 20 anos de exposi¢do continua na espécie humana, sendo
equiparado a pouco mais de um ter¢co da expectativa de vida dos animais, ainda que tal
comparacdo careca de maior rigor cientifico (Chorilli et al., 2007). Entretanto, a maior parte
dos estudos sobre efeitos do etanol em animais experimentais descreve efeitos agudos, e
outros que se dedicam a efeitos cronicos apresentam periodos de exposi¢do variados,
dificultando comparacdes mais precisas entre os resultados descritos (Maito et al., 2003;

Spanagel, 2005; Izotti et al., 1998).

Como critério para escolha das dosagens que seriam utilizadas neste experimento,
foram selecionadas concentragdes que corresponderiam a bebidas fermentadas e bebidas
destiladas, tendo por base, o que ocorre com humanos. Segundo Neves et al. (1989) a
concentracdo de etanol para bebidas fermentadas variam de 5% a 15%, sendo a cerveja e o
vinho os maiores representantes deste grupo. Contudo, optou-se pela escolha da concentragdao
de 15% de solucdo alcodlica neste experimento para um dos grupos (EtOH15%),
considerando-se que a concentragdo de 15% mimetizaria bebidas fermentadas com alto teor

alcodlico.
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Ja a concentragdo de etanol para as bebidas destiladas, varia de 37% a 42% (Neves
et al., 1989), tendo como representantes principais a vodka e o whisky em nivel mundial, e,
no Brasil, a cachaca. Deste modo, foi feita, entdo, a selecdo da concentragdo de 40% de
solucdo de etanol para um dos grupos (EtOH40%). Todavia, Spanagel (2003), em um artigo
que discorre sobre modelos de experimentacdo envolvendo animais e ingestao de solugdes de
etanol, comenta que roedores consomem voluntariamente até a concentracdo de 40% de
etanol. Alem disso, cita-se que essa Ultima constituiria o limite méximo de consumo
voluntério para roedores, tendo em vista ndo provocar efeitos nocivos agudos (Spanagel,

2003).

Virios artigos relatando aspectos sobre a permeabilidade da membrana da mucosa
oral foram publicados. Eles tém sugerido que o etanol pode aumentar a penetracdo de
carcindgenos através da mucosa oral. Isto pode ocorrer devido a passagem intercelular de
carcindgenos, ou talvez com o aumento da permeabilidade desta mucosa (Ogden, 2005;
Ogden e Wigth, 1998; Squier, 1991). Tem sido sugerido que o etanol mais diluido (15%)
pode ser mais eficaz do que em maiores concentragdes (por exemplo, 40%) porque este
ultimo pode atuar como um fixador quimico, reduzindo assim a permeabilidade (Squier,
1991). Estas informacdes foram importantes para que fossem definidas as concentra¢des de

etanol a serem utilizadas neste experimento.

Foi interessante observar neste trabalho que os animais expostos a uma dieta com
maior concentracdo de etanol também consumiram quantidades maiores de dgua. Tal fator
pode estar associado a maior desidratacdo, tendo em vista que o dlcool acelera o processo de
diurese, embora exista relato de que o uso cronico de bebidas alcodlicas possa ter um efeito

antidiurético, ao menos em ratos (Parlesak et al., 2004).

Nos animais, varidveis genéticas e ambientais parecem influenciar interativamente
as diferencas individuais na auto-administracao de dlcool. Existem varios modelos descritos
na literatura em que foram avaliados os efeitos do etanol sobre a mucosa oral de animais
experimentais, € relevante o comentério de que diversas espécies t€ém sido empregadas, tais
como hamsters sirios, ratos Sprague-Dawley ou Wistar, camundongos CF1 (Maier et al.,
1994; Al-Damouk, 1993; Sofritti et al., 2002; Maito et al., 2003). A cepa C57/BL6 de
camundongos tem sido descrita como particularmente susceptivel ao consumo cronico de

alcool, em maiores quantidades (Camarini e Hodge, 2004; Yoneyama, et al., 2008).
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O presente estudo foi concebido respeitando estes pardmetros, mantendo os animais
em condi¢des de temperatura e ciclo claro/escuro semelhante as encontradas em meio
externo, seguindo parametros que sdo considerados adequados para essa espécie (Chorilli et
al., 2007). Além disso, foram utilizados animais com predisposi¢do genética ao consumo de

etanol (Camarini e Hodge, 2004).

Nao foram evidenciadas alteracdes macroscépicas durante a andlise da mucosa
lingual dos camundongos neste experimento. Nesse sentido, é importante enfatizar que, de
fato, ndo eram esperadas tais alteragcdes, tais como a formacgdo de tumores ou de lesdes
cancerizdveis (como leucoplasia), tendo em vista que estudos anteriores ndo evidenciaram
lesdes (Maier et al., 1994; Al-Damouk, 1993). A tnica observagao de formagao de tumores
na mucosa da boca foi relatada em um modelo de alcoolizacdo que durava toda a vida de
ratos (Soffritti et al., 2002), parametro esse que ndo consideramos consistente com o que se

observa em humanos.

Em outro aspecto metodolégico, relacionado a morfometria, foi avaliada a espessura
média total do epitélio. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre
os animais do grupo controle e os animais submetidos a ingestdo de solucdes de etanol. Da
mesma forma ocorreu quando comparados os grupos de animais expostos as diferentes
concentracdes das solugdes de etanol. Os resultados obtidos neste trabalho divergem de
alguns trabalhos disponiveis na literatura realizados em humanos, os quais observaram
alteracdes hipotréficas em mucosas expostas ao contato com o dlcool, através da reducio da
camada espinhosa (Valentine et al., 1985; Seitz et al., 2001). Neste sentido, Wight e Ogden
(1998) afirmaram que estas alteragdes podem inclusive aumentar a permeabilidade do tecido
a agentes carcindgenos (Maier et al., 1994). Dessa forma, tal resultado sugere que nao houve

efeito significativo resultante da exposicdo das solugdes de etanol, ao epitélio.

De forma semelhante ao observado nos resultados obtidos neste trabalho, Maier et
al. (1994) observaram apenas uma tendéncia a diminui¢@o do epitélio da borda e da base da
lingua, quando estudaram o efeito do consumo cronico de alcool, durante o mesmo periodo
de seis meses, expostos a esta mesma mucosa, em camundongos, porém, com uma
concentracdo da solugdo de etanol inferior as que foram utilizadas em neste presente estudo.
Compativel com os resultados obtidos neste trabalho, estes autores concluiram que ndao houve
diferencas estatisticamente significantes quando comparados o grupo alcoolizado com o

grupo controle (ndo alcoolizado).

48



Entretanto, estudos sugerem divergéncias nestes resultados. Acredita-se que essas
diferencas possam ser devido ao tempo de ingestao do etanol. Neste sentido, foi suposto que
a ingestdo aguda levaria a uma resposta imediata do organismo, traduzida por hipotrofia
epitelial. Por outro lado, ingestdo cronica levaria ao aumento dos niveis de acetaldeido na
saliva que, em contato com a mucosa, induziria atividade hiperproliferativa do epitélio

(Homann et al., 1997), podendo resultar em aumento de espessura desse epitélio.

N

Quanto a imunomarca¢cdo da MT nos animais avaliados, ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os animais alcoolizados e os animais do grupo controle.
Analisando o indice de marcacdo da proteina, foi observado, também, que ndao houve
diferencas estatisticamente significantes quando comparados, entre si, os grupos alcoolizados

nas diferentes concentragdes.

Este estudo evoluiu de forma contréria a encontrada em diversos trabalhos, que tém
mostrado resultados onde a expressao da MT se encontra geralmente acentuada em tecidos

expostos a variados tipos de agressao (Satoh, 2004; Loney et al., 2004; Tomita et al., 2004).

Muitas evidéncias sugerem o papel citoprotetor da MT frente a diferentes agressoes.
Um trabalho experimental realizado por Takano et al. (2000) onde camundongos selvagens e
knockout foram tratados com etanol por via oral de forma aguda, foi observado marcacao
como o antigeno para MT no grupo controle (animais selvagens). Dessa forma, frente a
agressdo causada pela exposi¢ao dos animais as solucdes alcodlicas durante este experimento,
esperava-se encontrar alguma alteracdo em relacdo a quantidade de expressdo de MT no
epitélio lingual, sabendo que o dlcool causaria uma agressao, pelo contato cronico e de forma

direta, a este epitélio.

Muitas evidéncias sugerem atuagdo da MT no desenvolvimento do cancer, bem
como no desenvolvimento de resisténcia ao tratamento oncolégico e, consequentemente, no
progndstico da doenga (Theocharis et al., 2003; Jasani e Schmid, 1997). A inducdo da sintese
de MT por citocinas, hormodnios e outros agentes citotoxicos € indicativo do seu
envolvimento na proliferacdo e diferenciagdo celular, e ainda nos mecanismos de defesa
celular. Estudos tém relatado a expressdao imunohistoquimica da MT em vdrios tumores
humanos, associados ou com os processos de carcinogénese relatados ou com a resisténcia

contra a radiag¢do e a quimioterapia (Jasani e Schmid, 1997). A expressdao da MT nos tecidos

tumorais tem sido, sobretudo, correlacionada com células tumorais com capacidade
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proliferativa ou com inducdo da apoptose (Theocharis et al., 2004), e foi considerada como
um ciclo celular dependente, sendo usada como um marcador de proliferacdo celular em
certos tipos de tumores (Cherian et al., 1994). Alguns estudos t€ém examinado a expressdo da
MT em certos tipos de cancer em relagdo aos parametros clinico-patolégicos, capacidade de
proliferacao do tumor, apoptose, resisténcia a drogas e a radiac¢do e sobrevivéncia do paciente

(Theocharis et al., 2004).

No epitélio normal de revestimento da mucosa oral, a MT estd localizada apenas na
divisao das células entre as camadas basal e parabasal. Nos ninhos de carcinomas bem
diferenciados, MT foi observada perifericamente as células tumorais localizadas, mas nao no
centro dos ninhos, onde um aumento da taxa de apoptose foi encontrado. Areas menos
diferenciadas apresentando metalotioneina positivamente, mas com pouca apoptose,
sugeriram que a metalotioneina pode inibir as células a entrar em apoptose, tanto no epitélio
normal préximo da base quanto em regides menos diferenciadas de carcinoma de células
escamosas da lingua (Theocharis et al., 2004). Imunorreatividade citoplasmatica e nuclear de
metalotioneina foi notada em carcinoma de células escamosas da regido oral e de faringe e
nas células da regido do seio maxilar (Theocharis et al., 2004). No presente estudo, a
evidencia¢do imunoistoquimica da metalotioneina foi realizada para andlise da quantidade de
marcagdo por esta proteina no epitélio, a fim de estabelecer uma relagdo quantitativa da
expressdo da metalotioneina nos grupos expostos ao etanol em relacio ao controle,
associando esta expressdo da MT ao surgimento de neoplasias na lingua de camundongos,
pelo trauma sofrido.

Ao contrario do ocorrido em diversos trabalhos com animais semelhantes (Zhou et
al., 2002; Lambert et al., 2004) e em pesquisas em humanos (Szelachowska et al., 2009), a
marcacdo da expressio da metalotioneina encontrada neste experimento, entre 0S grupos
expostos as solugdes de etanol, ndo houve diferencas significativas, ou seja, a quantidade de
marcagdo encontrada no grupo EtOH15% foi muito préxima da quantidade encontrada no
grupo EtOH40%. O mesmo foi encontrado quando comparados estes grupos expostos ao
etanol com o grupo controle, ndo havendo também diferencas quantitativas significantes entre
todos os grupos estudados. Dessa forma, ndo foram evidenciadas relacdes entre o consumo
cronico de solugdes de etanol em diferentes concentragdes com carcinogénese de lingua nesta
pesquisa.

E sabido que radicais livres sdo produzidos durante o metabolismo do dlcool (Maier

et al., 1994; Zhou et al., 2002). Em contrapartida, acredita-se que uma das principais fungdes
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da MT seja sua ligacdo a radicais livres e a outros agentes citotoxicos que possam estar
presentes no meio intracelular. Dadas as caracteristicas bioquimicas da proteina, as espécies
moleculares reativas sdo rapidamente imobilizadas, impedindo que as mesmas possam causar
dano a célula (Loney et al., 2003; Lambert et al., 2004; Satoh, 2004). Assim, de acordo com
essas conclusdes, esperava-se que a expressdo da MT fosse maior e aumentasse
proporcionalmente ao consumo na medida em que a concentracdo de etanol ingerida fosse
também aumentada. Todavia, os resultados contrariaram a hip6tese proposta neste estudo,
que foi estipulada anteriormente.

Desta forma, sugere-se que novos experimentos venham a ocorrer, de forma a
alterar algumas varidveis, como tempo de exposicao dos animais a solu¢des de etanol e
concentracdes alcodlica das solucdes, de forma a tentar explicar o motivo pelo qual a

expressao da MT nio foi alterada neste trabalho.

Sugere-se ainda, que trabalhos como este, avaliando a expressao da MT em epitélio
de animais alcoolizados cronicamente, passem a ter outros parametros de avaliagdo, como por
exemplo, a contagem do nimero de células de camadas do epitélio, bem como avaliar volume
celular citoplasmatico e nuclear, pois, sabidamente, estas alteragdes estdo diretamente

relacionadas com a ingestao do etanol (Maier et al., 1994; Seitz et al., 2001).

Ainda que o significado da expressdo da MT em relagdo ao consumo de dlcool ndo
tenha sido definitivamente esclarecido, acredita-se que os resultados aqui apresentados
possam contribuir para um melhor conhecimento sobre tal fato, ainda que encontrados
resultados contrérios a grande parte dos estudos. Visto que o consumo de solucdes de etanol é
considerado um agente promotor da carcinogénese bucal, e que a MT estd envolvida na
protecdo anticarcinogénica em diversos tecidos, mas associa-se ao pior progndstico para os
pacientes portadores de neoplasias malignas com superexpressdo desse antigeno, inclusive
para o cancer de boca, acredita-se que os resultados aqui apresentados justifiquem a

realizacdo de estudos adicionais para esclarecer cada vez mais tal relacionamento.
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7) CONCLUSOES

® A alcoolizacdo cronica, neste experimento, ndo promoveu alteracdes na espessura

epitelial dos animais, tanto nos que foram submetidos a menor, quanto a maior

concentracdo de etanol.

e A alcoolizagdo cronica, ndo favoreceu também, o aumento da expressdo de

metalotioneina no epitélio lingual dos camundongos estudados.
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