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Avaliaciio da expressio imuno-histoquimicada Metalotioneina, pS3 e PCNA em

alcoolizacio cronica experimental em camundongos

THAISSA LOPES DE MELO'
ADRIANO MOTA LOYOLA?

RESUMO
Sabe-se que os compostos oriundos do metabolismo do alcool sdo importantes fatores de
estresse oxidativo intracelular. No tecido epitelial de cavidade oral, o alcool metabolizado
pelos queratindcitos em acetaldeido e radical hidroxila, duas moléculas indutoras de estresse
oxidativo e de altera¢des celulares e teciduais importantes, culminando, em ultima caso, com
o aparecimento do carcinoma epidermoide. Segundo estudo realizado por Costa (2005), tem-
se que a administragio cronica do alcool favorece o aumento da espessura do epitélio lingual
de camundongos e aumento da expressdo da proteina metalotioneina (MT), uma importante
molécula citoprotetora intracelular. Contudo, varios estudos tém mostrado que a MT parece
apresentar um efeito antagdnico em algumas circunstancias ainda pouco esclarecidas, mas
importante no processo de carcinogénese, que ¢ a indugdo da proliferacao celular e inibi¢do da
apoptose. Assim, o presente trabalho teve por objetivo analisar a expressdo 1muno-
histoquimica das proteinas MT (clone E9) e de p53 (clone CM5) e PCNA (policlonal) em
animais submetidos a alcoolizacio cronica, e também avaliar a espessura do tecido epitelial.
Para realizacio dos experimentos, utilizamos camundongos CS7BL/6 geneticamente
selecionados para alta ingestdo de alcool. Os animais foram divididos em trés grupos, a saber:
(1) grupo controle, (2) um grupo experimental bebendo solugdo alcoolica na concentragao de
15% e (3) um outro grupo experimental bebendo solugdo alcoolica na concentragéo de 30%.
Para detecgdo das proteinas teciduais MT, P53 e PCNA, usou-se a técnica da estreptavidina-
biotina-peroxidase. Para avaliagio da expressdo das trés proteinas utilizou-se a técnica da
contagem como descrito por Costa (2005). Para avaliagdo da espessura epitelial, utilizou-se a
“técnica da reta” de acordo com o protocolo estabelecido por Costa (2005). A analise
estatistica foi realizada através da obtencdo de dados descritivos, como a média e desvio
padrio. Os testes utilizados foram os testes paramétricos ANOVA (Teste F) e de Tukey.
Observamos um aumento na espessura do tecido epitelial principalmente no grupo
experimental que recebeu 15% e 30% de solugdo alcodlica, sendo essa diferenga
estatisticamente significante. Além disso, encontramos um aumento na expressao de PCNA

nos grupos alcoolizados quando comparado ao grupo controle indicando que a alcooliza¢ao



aumenta o indice de proliferagdo celular. A p53 teve uma queda em sua expressao apenas nos
grupo experimental de 15%. Ja a MT demonstrou um leve aumento de sua expressdo nos dois
grupos experimentais alcoolizados, sem, no entanto, que este aumento fosse estatisticamente
significativo.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o uso cronico do alcool promove um
aumento da expressio da MT, redugdo da expressdo de p53 na dose de 15% e aumento da

expressdo de PCNA. Além de proporcionar um aumento na espessura do epitelio lingual.

PALAVRAS-CHAVE: Experimentagdo animal. Alcoolizagdo. Carcinoma epidermoide.
Metalotioneina. pS3. PCNA.
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INTRODUCAO

Dentre as varias neoplasias que
acometem a cavidade oral o carcinoma
epidermoide € a neoplasia maligna mais
comum (Neville & Day. 2002; Faria et al
2003). Esse tumor, derivado de células
epiteliais, apresenta um padrdo histologico
semelhante a0 epitélio de revestimento da
mucosa e da pele. A sua patogénese
compreende a concorréncia de fatores
intrinsecos (deficiéncia nutricional e anemia
ferropriva) e extrinsecos, dos quais o fumo ¢
o alcool sio os intimamente relacionados,
com riscos diretamente proporcionais ao
tempo de uso € as quantidades ingeridas.
Atuando em conjunto aumentam O risco do
desenvolvimento da doenca (Maier et al.
1994: Poschl & Seitz. 2004).

Alguns autores consideram O eferto
individual do alcool como facilitador do
aparecimento do carcinoma epidermoide
(Hindle et al. 2000: Figuero Ruiz et al
2004). Sabe-se que O etanol ndo € uma
substancia carcinogénica (Figueiro Ruiz et
al 2004). Porém ele € enquadrado como um
fator de risco, dado que ele aumenta a
permeabilidade  da membrana  bucal,
permitindo a penetragao de substancias
carcinogénicas, além do que  S€US

metabélitos (acetaldeido e hidroxila) sdo

diretamente carcinogénicos para 0s animats
(Wight; Ogden. 1998).

O alcool, além de ser metabolizado
pelo figado, também conta com um
metabolismo extra-hepatico, em menor
quantidade, nas mucosas gastrica, duodenal
e bucal (Wight & Ogden 1998). Nestas
mucosas a metabolizagio do alcool ¢é feita
pela enzima alcool desidrogenase, que leva a
um acumulo de acetaldeido e liberagdo de
radicais livres, tails como superoxido,
hidroxila e peroxido, altamente prejudiciais
aos tecidos e as celulas (Rukkumani et al
2004). O acetaldeido ¢ toxico, mutagénico €
carcinogénico, interferindo na sintese €
reparo do DNA, o que possibilita ©
aparecimento de tumor (Helander &
Lindahl-Kiessling, 1991).

Diversos tipos de estresse celular,
como o causado por radicais livres, tém sido
associados a indugdo da expressdao de uma
proteina intracelular denominada
Metalotioneina (MT). Esta proteina de baixo
peso molecular (60 a 70 KDa) tem acentuada
capacidade de ligar-se a compostos
ionizados, com grande afinidade por metais
de transi¢do, € também a radicais livres
(Romero-Isart & Vasak. 2002). Assim
sendo, a MT tem fungdo citoprotetora contra

diversos tipos de agressao (Cherian et al

2003). Contudo, alguns pesquisadores, como



Douglas-Jones et al (1997) e Bruewer et al
(2002), relataram que a superexpressdo da
MT esta relacionada a eventos que
favorecem a carcinogénese, como o aumento
da proliferagio celular ¢ inibicio da
apoptose.

Os diferentes tipos e isoformas da
MT em mamiferos sdo constituidos por
cerca de 60 aminoacidos, em que um tergo
destes sdo residuos de cisteina. (Miles et al
2000; Romero-Isart & Vasak. 2002: Cherian
et al 2003). Em condi¢des teciduais
normais, a MT liga-se primeiramente ao
zinco e secundariamente ao cobre,
considerados essenciais ao funcionamento
celular (Saber & Piskin. 2003). Tem sido
considerada como a principal proteina
relacionada a regulagio da
biodisponibilidade do zinco no ambiente
intracelular (Suhy et al. 1999). Este metal
possui propriedades antioxidantes e participa
da regulagdo da apoptose, da inflamagdo e
do funcionamento do sistema nervoso
central (Tapiero & Tew. 2003). Apresenta
fun¢do catalitica ou estrutural, e sua
presenca € essencial para a atividade de
varios de fatores de transcricdo génica como,
por exemplo, a proteina pS3, a qual ¢é
essencial na manutencio da integridade

gendmica e, portanto, da supressio tumoral

(Palmiter, 1998; Suhy et al. 1999; Simpkins,
2000).

A proteina p53 é responsavel pela
ativagdo da transcrigio de genes associados
a paralisagdo do ciclo celular, ao reparo do
DNA e a indugdo de apoptose (Vousden,
2002). Para atuar como fator de transcrigdo,
a p53 precisa se ligar ao DNA, e esta ligacdo
¢ dependente de zinco. Assim, como
demonstrado por Méplan et al (2000), a MT
€ capaz de modular a conformagdo, a liga¢do
ao DNA e a atividade transcricional da p33,
mediante a doagio e remogdo do zinco, que
garante a estrutura funcional desta proteina.

Quando um dano no DNA nio &
corrigido a p53 funcional ativa a maquinaria
de morte celular programada, ou apoptose.
Este processo pode ocorrer pela ativagdo de
uma série de eventos intracelulares,
programados e coordenados geneticamente
(Kerr et al. 1994), em que as células sofrem
autodestruicio sem causar dano as células
vizinhas, nem desencadear uma resposta
inflamatoria. A morte celular apoptotica
permite a eliminagio de células presentes em
€xcesso, que apresentam desenvolvimento
inadequado ou que possuam erros genéticos
(Vauz & Flavell 2000). Quando ocorre
algum problema na indugdo da apoptose,
como a presenga de p53 ndo funcional ou a

sua auseéncia, o ciclo celular progride sem o



reparo do DNA promovendo a inser¢do
definitiva da mutagdo a molécula de DNA.
O p53 néo funcional ou a sua auséncia pode
estar relacionado com a alcoolizagio, como
mostrado por Ahrendt et al. (2000). Em seu
trabalho com céncer pulmonar, os autores
mostraram que o alcool age aumentando a
freqiéncia de mutagdes no gene da proteina
p33.

O estudo desenvolvido por Costa
(2005) demonstrou que a alcoolizagdo leva a
um aumento na expressdo da MT no epitélio
lingual de camundongos, e também favorece
o aumento da espessura epitelial, mas,
aparentemente, sem um aumento
significativo das camadas celulares de tal
tectdo. O aumento da espessura epitelial
pode ser devido ao aumento na taxa de
proliferagdo  celular, por inibicio da
apoptose, ou por associagdo desses dois
fatores.

Diante do exposto, este trabalho se
propés a avaliar a proliferacio celular,
através da avaliagio imuno-histoquimica da
PCNA, bem como analisar a expressio das
proteinas p53 e MT em animais submetidos
a alcoolizagdo cronica. Também objetivamos
com este trabalho avaliar a espessura do
tecido epitelial de lingua de camundongos
alcoolizados

comparado a de ndo

alcoolizados.

MATERIAL E METODOS

Para realizagdo do trabalho foram

utilizados 19  camundongos  machos

C57BL/6 (CEMIB-UNICAMP, Campinas,
Sdo Paulo), geneticamente selecionados para
alta ingestdo de &lcool, com idade de 12
semanas e média de peso de 28 5g (variando
entre 23,5 e 33g). Os animais foram alojados
em gaiolas, mantidos em ambiente com
temperatura  controlada a = 22+1°C,
respeitando-se o ciclo claro-escuro de 12
horas, com fornecimento de ragdo e agua ad
libitum.

Para a fase de adaptagdo da ingestdo
alcoolica utilizou-se solu¢do  etandlica
adicionada de sacarose, nas concentragdes
de 2%, 4%, 6%, 8%, 10% e 15% durante
uma semana para cada concentragdo,
mantendo-se a oferta de agua e ragio ad
libitum. Ao elevar-se a concentracio de
etanol a 15%, a sacarose foi retirada. Esse
protocolo fot desenvolvido para 14 animais,
sendo outros cinco mantidos somente com
agua e ragdo ad libitum (grupo controle).

Ao atingir-se a concentragio a 15%
da solugdo etandlica os animais foram
divididos, aleatoriamente, em dois grupos
(N= 7). No primeiro, os animais foram
tratados com solugdo etanodlica a 15%. O

segundo grupo foi adaptado para receber



solucdo etanolica na concentracdo de 30%,
sendo esta adaptacdo realizada em
concentragdes crescentes de 5% a cada
semana até atingir a concentragio desejada.
As concentragdes de 15% e 30% foram
mantidas ~ durante seis meses para
desenvolvimento dos padrdes de
dependéncia alcoolica (Costa, 2003).

Apos seis meses de ingestdo, os
amimais foram mortos pelo método de
deslocamento cervical (Am. Vet. Méd.
Assoc, 2001). As linguas foram seccionadas
na sua base e fixadas em paraformoldeido
4% tamponado com PBS (pH 7,2).
Posteriormente, as linguas foram
seccionadas em trés fragmentos, anterior,
médio e posterior.

Apos o periodo de fixacdo, os
fragmentos foram submetidos a
desidratagio, diafanizagio e colocados em
parafina. Os blocos foram cortados em 5 um
de espessura e colhidos em Idminas, que
foram coradas com Hematoxilina de Harris
por 2 minutos, lavadas em agua corrente e
em alcool 80%. Foram colocadas em solucio
de eosina por 30 segundos e lavados em
alcool 80%, 90% em alcool absoluto, xilol
por 2 vezes e montados com Permount®
(Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Apods o processamento do material,

para as evidencia¢des imuno-histoquimicas,

empregou-se o método avidina-biotina-
peroxidase como previamente descrito por
Hsu et al. (1981), modificado de acordo com
as condi¢des do laboratério.

Inicialmente, foram obtidos cortes
histologicos de 3um de espessura, montados
em laminas de vidro previamente recobertas
com organosilano (3-aminopropyltriethoxy-
silano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA). Os cortes foram submersos em 500mi
de solugdo tampao de EDTA
(EthyleneDiamine Tetraacetic Acid;
NUCLEAR), 1'mM, pH 8.0, e submetidos a
ambiente de microondas para recuperagio
dos epitopos antigénicos pesquisados. Em
seguida, os cortes foram lavados e colocados
em cubas de Couplin, onde receberam quatro
banhos de cinco minutos cada em H,O,
(1I0V), para bloqueio da atividade da
peroxidase endogena. As laminas foram
colocadas em tampio fosfato-salina (PSB)
0,01 M, pH 74 por cinco minutos. Na
seqliéncia, os cortes foram incubados com
solugdo de avidina, e lavados em PBS. Os
cortes histologicos serdo incubados com
solugdo de biotina (DAKO Co, Carpenteria,
USA). A utilizagdo destas solugdes (Miller
et al, 1999) ricas em avidina e biotina sio
importantes para neutralizar as biotinas
endogenas, que dificultam a discriminacio

satisfatoria da imunomarcacio.



Apos as  etapas de bloqueio,
procedeu-se a incubacio com os anticorpos
primarios anti-MT (Clones E9, DAKO Cyto,
Carpenteria, USA), anti-p53 (Clone CMs5,
NOVOCASTRA, USA) e anti-PCNA
(Policlonal, DAKO Cyto, Carpenteria,
USA), titulados a 1:320 em tampdo fosfato
(PBS), com BSA (contendo azida sodica a
0,1%, pH 7,4) realizadas em camara umida.
Foram adicionados soro albumina bovina
(BSA) a 1% e azida sédica a 0,1% para
evitar ligagdes inespecificas dos anticorpos
primdrios. Os cortes histoldgicos  foram
lavados em PBS e incubados com 0
anticorpo  secundario  biotonilado (Dako,
Carpinteria, CA, USA).  Apds  esse
procedimento, os cortes passaram por trés
banhos em PBS e sua incubagio foi com
complexo  streptavidina-biotina-peroxidase
(SABC, DAKO Co, Carpinteria, CA, USA.
1:300).

A revelagido da reagio  foi
desenvolvida a partir de solugdo cromogena
contendo 0,08 g de diaminobenzidina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
diluida em 100 m} de tampiio TRIS-HCY, pH
7,4, passada em filtro duplo e adicionando-
se 1,3 ml de peroxido de hidrogénio. Os
cortes foram entdo contra-corados pela
hematoxilina de Harris, por trés minutos,

diafanizados em trés banhos de xilol. sendo

as  laminas montadas com Permount®
(Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Para controle positivo dos ensaios,
foram utilizadas amostras teciduais  de
carcinoma ductal de mama conhecidamente
reativas para MT e p33, e para 0 PCNA
amostras de amigdala humana. A auséncia
de marcagio mediante 2 exclusio do
anticorpo  primario  nos ensaios  foi
considerada como controle negativo.

Para analise do epitélio, capturou-se
imagens com objetiva de aumento de 40
vezes (sistema KS300, Zeiss, Alemanha,
aumento final de 1.600 vezes): transferiu-se
tals 1magens para o programa Imagel, para
realizagdo da mensuracio da espessura total
do epitélio em micrémetros. Fsta espessura
foi considerada como intervalo (espaco)
entre a superficie da camada queratinizada
ate a camada basal na interface com a lamina
propria. A orientagdo para esta mensuracio
foi determinada pelo longo eixo do nucleo
da célula que se encontra na camada basal.
Este metodo foi nomeado como “técnica da
reta”, e foi realizado em todos os campos
histologicos possiveis da borda lateral e
ventre lingual.

Para a determinagdo do numero
minimo de medidas da amostra, foi
escolhida uma lamina de cada grupo, sendo

coletadas cinco medidas uniformes em cada



campo, tracando-se uma reta a partir do
maior eixo da célula mais basal do epitélio
até a camada queratimzada, contando assim
o numero de células marcadas e de células
totais que tal reta cortava, este métode ¢
chamado de “técnica de contagem™ A
avaliagdo do coeficiente de varidncia, foi
obtido pela analise de 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45,

aleatoriamente, para se obter uma média

50 campos sorteados

representaiva de amostras que foram
avahadas (Costa, 2005). Assim, determinou-
s€ que seria tragada uma reta em cada campo
histolégico, chegando a um total de 35
medidas por lamina para MT e 30 medidas
por lamina para p53 ¢ PCNA.

A  “técnica de contagem™ foi
realizada para a avaliagio da expressio de
MT, p53 e PCNA. Obteve-se 0 namero de
celulas 1muno-marcadas € o nimero de
células totais pertencentes 3 reta, € o
quociente desse resultado foi entendido
como indice de marcagio dos casos
avaliados.

A analise estatistica foi realizada
através de métodos descritivos e pelos testes
F (ANOVA) e Tukey. A utilizagio de uma
abordagem paramétrica se da pelo fato das
suposigdes basicas deste tipo de abordagem
ndo serem violadas (Zar, 1999). Ou seja, os

dados podem ser considerados

independentes, normais e homocedasticos
(varidncia constante).
RESULTADOS

A quantidade de solugio alcodlica
ingerida por dia (em ml) pelos grupos de 15
e 30% for monitorada, obtendo-se uma
média de 544ml, com variagio de 522 a
5,72ml, do grupo 15% e média de 5,36ml,
com vanacio de 4,94 a 5,82ml, para o de
30%. Tais dados mostram que ndo houve
diferenca significativa entre as quantidades
de solugio ingeridas pelos dois grupos, o
que assegura um percentual diferencial de
ingestiio alcodlica para cada grupo.

Na mensuragio do epitélio (em pm),
pela “técnica da reta”, assim como relatado
por Costa (2005), constatou-se diferenga
significativa entre o grupo de animais
controle e os alcoolizados & 30% (Graf. 2)

Tl ey "
controke 15% 30%

x= 4860 x=48%7 = 5598
W48 G52 & 247

GRAFKCO I Diagrama de caixas ¢ suigas representando os
mﬂm%mm&mmlmﬂdomdmhngw
oblidos pela “técnica da rota”. A barra central rep amédia; &
catxa, ¢ arro padkdo ¢ as suigas, o desvio padedo da média Os
valores da média ¢ desvio padriio ostio impressos no cixe x do
grifico. * Diferenca estatisticamentc significativa, com p ~ 0,02
(teste de ANOVA)




Quanto a expressio da imuno
marcagio da MT, tal expressdo for
aparentemente mais intensa nos grupos
alcoolizados do que no grupo controle. Na
“técnica de contagem” para MT (fig. 1),
evidenciamos um aumento do numero de
camadas no grupo alcoolizado, mas tal
aumento ndo fot significativo

estatisticamente (graf. 2).

FIGURA 1. Segmento de mucosa lingual de camundomgos
CS?BLGMWWMT Obuena-s&naﬁgm'aa
representagdo grafica que exewp o cmpregado
ns "técmica de contagem”. Scbardamhmqnﬁmm
cor vermelha, representando o nimero total de eélulas. O quadeado
com comtomo d& ocor amarcla, representando a  ociube
imunomarcada (Streptavidina-biotina-peroxidass). Maguificagso:
400X
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resultados dos i de imunoistoquimica do antigeno
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Nio houve diferenga significativa entre os valores tabulados (p =
0,1527, teste de ANOVA)

Quanto a expressio da pS3 (fig. 2),
aparentemente, o grupo de alcoolizacio a
15% foi a que apresentou menor intensidade
de marcagiio, tanto em relagio ao grupo
controle quanto em relagio ao grupo de 30%
(Graf 3). Estatisticamente tal diferenca foi
comprovada, o grupo de 15% teve expressio
menor do que do grupo controle € o de 30%,
porém ndo houve diferenca significativa
entre os grupos controle e de 30%.

FIGURA 2. Segmento de mucosa lingual de camunadongos
CS7TRL/6 imunomarcada para pS3Pela “técnica de comtagem’,

Wwwbamahagdaonm«oéew)ﬂasidmcde
adas  (Streplavidina-biotina-poroxidasc)

Magnificaglior 400X

O3~ s Qs A

Comirole 3% 3086
¥ 0,636 x=Q,531 *=Q.621
dp=0.260 =07 = 0294

GRAFICO 3. Diagrama do caixas ¢ suigas ropresentando os
resakados das recnswragdes de cspessira totel do opitélio lingual
obtidos pela “téonica &k contagem” pora p33. *  Diferonca
cslatisticamente sigmificativa, com p = G.0003413  (teste &
ANOV A).



Com relagiio a expressio da PCNA (fig. 3),
huma analise descritiva, 0 grupo controle se
mostrou diferente em relagiio aos outros dois
grupos (Graf. 3). Na analise estatistica pode-
se confirmar tal diferenga. O grupo controle
mostrou-se¢ estatisticamente diferente dos
outros dois grupos, apresentando uma
expressdo menor desta proteina. Porém, os
dois grupos alcoolizados nsio tiveram
diferenca significativa entre si.

7y

FIGURA 3. Segmente de mucosa lingual de camundongos
C37BL/6 mmunomarcada para PCNA. Também pela “téonica de
contagem”, observow-sc sob a reta tragade o mimero de o lulas
totais ¢ de oélulas  imunomarcadas (Streptavidina-biotina-
peroxidase). Magnificagio: 400X

Comtyole 19 X%
x=0,714 =0T Q776
dp=0.248 &=0.221 dp=0:.220

Gmlmaﬁwkeimcsﬁwmos
muhadasdnmmmdcwtddaoepit&ioﬁn@d
obtidos pefa “técmica do cortagem” para PCNA. ¥ Diferenga
estatisticamente sigmificativa. com P = 0008702 (este de
ANOVA).
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DISCUSSAQ

Sabe-se que na metabolizagio extra-
hepatica do alcool tem a atuagiio da enzima
dlcool  desidrogenase e que desta
metabolizagio resulta o acetaldeido e
radicass livres (Wight & Ogden, 1998). Esse
estresse oxidativo pode levar a indugio da
expressio da proteina MT, que serd
importante para a protegiio celular (Cherian
et al. 2003).

Assim sendo, como era esperado,
encontramos um aumento na expressio da
MT com nos animais submetidos a
alcoolizagiio de 15% e 30% em relagio ao
grupe controle. Constatamos que tal
aumento apesar de ter sido importante, nio
foi estatisticamente significativo.

Sendo a MT responsavel pela
biodisponibilidade de zinco no ambiente
mtracelular (Suhy et al. 1 999), sua expressio
influéncia a expressiio de outras proteinas
que dependem do zinco para sua atuacio.
Varios autores tentaram estabelecer certa
relagdo entre a expressio de MT e de pS3.
No entanto, tal relagio se mosira
controvérsia na literatura, em que alguns
autores encontraram relagiio positiva entre
tais proteinas (Ioachim et al. 2000) e outros
uma relagio inversa (Bruewer et al. 2002).
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Sabe-se que a detec¢do da p53 por
imuno-histoquimica, quando em condicdes
normais, praticamente ndo ¢ evidenciada,
dado que a sua meia-vida é bastante curta.
Segundo Moll et al. (1996) e Ottaggio et al.
(2000), a detecgdo da pS3 deve-se a sua
precipitagdo, que ocorre pela formagdo de
heterotetrdmeros de p53 normal e p53 que se
encontra deficiente de zinco. Partridge et al.
(1999) descreveram que o estresse
genotdxico inibe a ligagdo de mdm?2 a p53,
e, visto que 0 mdm2 ao se ligar a esta
proteina inibe sua agdo, quando essa ligagdo
ndo ocorre, ha consideravel acimulo de p53
normal e ativa, possibilitando a sua deteccdo
tecidual pela técnica de imuno-histoquimica.

Sabendo disso, é de se esperar que,
ocorrendo uma maior citoprotegdo pela
maior expressio de MT em grupos
alcoolizados, o zinco se tornaria mais
biodisponivel a proteina pS53, tornando-a
funcional e dificil de ser detectada no tecido
pela técnica de imuno-histoquimica.

Em nosso estudo encontramos a
expressio da p53 diminuida no grupo
alcoolizado a 15%, porém tal redugio ndo
for encontrada no grupo de 30%. Esse
resultado ndo vai de encontro com o0s
achados da literatura. Contudo, varios
fatores podem estar concorrendo para isso,
diferengas

como, por exemplo,

11

metodologicas de contagem empregadas nos
estudos, problemas inerentes a técnica de
1muno-histoquimica.

Alguns autores relatam que a
superexpressdo da MT esta relacionada a
eventos que favorecem a carcinogénese,
como o aumento da proliferacdo celular e
inibigio da apoptose (Douglas-Jones et aol
1997; Bruewer et al. 2000). Nos achados de
Costa (2005), bem como nos nossos, a
espessura  do  epitélio  lingual dos
camundongos alcoolizados cronicamente
aumentou, sobretudo, no grupo de 30%.
Pode-se pensar que tal aumento se deu pelo
aumento na proliferagdo celular, apesar de
Costa (2005) constatar que ndo houve
correlacio entre a espessura epitelial e o
numero de camadas celulares em tal tecido.

Sabendo que o aumento na expressao
da MT, quando favorece a carcinogénese,
coincide com o aumento da proliferagio
celular, era de se esperar que nos grupos
alcoolizados ocorresse maior proliferagio
celular, o que foi constado em nosso estudo.
A expressio da proteina PCNA, um
importante marcador de proliferacdo celular,
aumentou nos grupos alcoolizados.

Nao podemos afirmar que o aumento
da proliferagio celular seja responsavel pelo
aumento na espessura epitelial, até porque o

aumento significativo na espessura ocorreu
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no grupo de 30% enquanto que a
proliferagdo celular, através da expressdo de
PCNA, aumentou nos grupos alcoolizados,
tanto de 15% quanto no de 30%, ndo
havendo diferenga significativa de sua
expressdo entre estes grupos. Mas podemos
dizer que a expressdo da PCNA e, portanto,
a proliferacdo celular, esta aumentada com a
alcoolizagdo e isto coincide com o aumento

da expressdo da MT.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos

podemos concluir que:

O uso cronico do alcool promove um
aumento da expressdo da MT;
- A ingestdo alcodlica leva ao aumento da
expressiao da PCNA;
- O aumento da expressdo de PCNA coincide
com o aumento da MT;

A espessura epitelial de camundongos
alcoolizados € aumentada com a

alcoolizagdo, apresentando aumento
significativo no grupo alcoolizado a 30%;
- A expressdo de p5S3 estd diminuida no

grupo de 15%.
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