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Resumo

A exposicdo ao etanol altera a concentracdo do retinol e do all-trans-acido retindico (atAR)
em vdrios tecidos. Os retindides, retinol e atAR, sdo importantes para a diferenciacio e
manutencdo das células epiteliais da prostata. O atAR se liga aos receptores de acido
retindico (RARa, B e y) e a interacdo receptor/ligante com a sequéncia responsiva ao
retinbide no DNA, levam a transcricdo de genes alvos. Assim, o atAR exerce efeitos no
crescimento celular, diferenciacdo e apoptose, sendo essencial no desenvolvimento e
diferenciacdo de 6rgdos e tecidos. Nosso objetivo foi analisar o retinol, o dcido retindico e
seus receptores, bem como, o indice de proliferacio celular e de apoptose no lobo
dorsolateral da prostata de ratos adultos UCh. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais (n=10/grupo): UChA (ingestdo voluntéria de etanol a 10% (v/v); UChACo
(controle — auséncia de etanol); UChB (ingestdo voluntdria de etanol a 10% (v/v) e
UChBCo (controle — auséncia de etanol). Apés 150 dias de experimentacdo, os animais
foram eutanasiados por decapitacdo e o sangue do tronco e os lobos dorsolaterais das
prostatas foram coletados e processados: (1) para andlises da concentragdo do retinol e do
atAR no plasma e na préstata por meio de HPLC; (2) e andlises de microscopia de luz para
a proliferacao celular (Ki-67), apoptose (Tunel) e para os receptores de dcido retindico, por
meio dos anticorpos anti-RARa, -f e -y. O consumo cronico de etanol diminuiu a
concentragdo do retinol no plasma dos grupos UChB (consumo alto de etanol) e UChA
(consumo baixo de etanol). A concentracdo do retinol foi ainda menor no plasma do grupo
UChB comparado ao UChA. No entanto, a concentracdo do retinol no tecido prostatico nao
teve diferenca significativa entre os grupos. O atAR aumentou significativamente somente

no plasma do grupo UChB. Na prostata, a concentracdo do atAR aumentou no grupo
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UChB, enquanto que no UChA ndo houve diferenca estatistica. O RARa na préstata dorsal
e lateral dos ratos UCh ndo foi alterada em func¢do do consumo de etanol. J4 os RARP e -y
apresentaram aumento do sinal na préstata dorsal do grupo UChB. Nao houve diferenca no
indice de proliferacdo celular e de apoptose nas prostatas dorsais e laterais dos grupos
experimentais. Conclui-se que o etanol altera a concentracdo do retinol e do atAR no
plasma. Essa alteracdo € diretamente proporcional a quantidade de etanol consumida. J4 na
préstata, o retinol ndo € alterado pelo etanol. O consumo alto de etanol altera a
concentracdo do atAR na prostata dorsolateral e a expressao dos RARP e y na préstata
dorsal. A alteracdo da expressao dos RAR pode aumentar a sensibilidade da préstata a acao

do atAR. O etanol ndo altera a proliferacdo celular e a apoptose na préstata dorsal e lateral.

Palavras chave: retinol, dcido retindico, receptor de acido retindico, prostata, etanol.
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Abstract

Ethanol exposure alters the concentration of retinol and all-trans retinoic acid (atAR) in
several tissues. Retinoids (retinol and atAR) are essential for the differentiation and
homeostasis of the prostate epithelial cells. atAR binds to retinoic acid receptors (RARa, 3
and y) and the interaction receptor/ligand with the sequence responsive to retinoid into
DNA lead to transactivation of target genes. Thus, atAR directly produces their effects on
cell growth, differentiation and apoptosis. This study aimed to analyze the retinol and all-
trans-retinoic acid concentrations and its atAR receptors as well as the cell proliferation and
apoptosis index upon the dorsolateral prostate lobe of adult UCh rats. All animals were
divided into four experimental groups (n = 10/group): UChA (10% ethanol (v / v) voluntary
intake); UChACo (without ethanol consumption); UChB (10% ethanol (v / v) voluntary
intake) and UChBCo (without ethanol consumption). After 150 days of experimentation,
animals were sacrificed followed by decapitation and trunk blood and dorsolateral prostate
lobes collected. Samples of plasma and prostate by concentration analysis of the retinol and
atAR were processed for HPLC. The cell proliferation and apoptosis immunoreactivities
were assessed by Ki-67 and Tunel, respectively, and nuclear receptors by anti-RARa,-3
and-y. Chronic ethanol consumption reduced the concentration of plasma retinol in UChB
(high ethanol intake) and UChA groups (low ethanol intake). The retinol concentration in
plasma was even lower in UChB compared to UChA group. However, the retinol
concentration in prostate tissue was not significantly different between the groups.
Concentration of atAR increased in plasma of UChB group, and was 96% higher in the
UChA group. The prostate, atAR increased in the UChB group, while in UChA group no

statistical difference. There was no statistical difference in proliferation cell and apoptosis
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in the dorsal and lateral prostate lobes between the groups. The expression of RARa in the
dorsal and lateral prostate of UCh rats was not altered as a function of ethanol consumption.
Already RARP and-y showed increased signal in the dorsal prostate UChB group. We
conclude that ethanol alters the concentration of retinol and atAR in plasma. This change is
directly proportional to the amount of ethanol consumed. In the prostate, retinol is not
altered by ethanol. The high ethanol intake alters the concentration of atAR in dorsolateral
prostate and the expression of RARP and RARy in the dorsal prostate. Alteration in
expression of RAR can increase sensitivity to the action of the atAR in prostate. Ethanol

does not alter cell proliferation and apoptosis in the dorsolateral prostate.

Key words: retinol, retinoic acid, retinoic acid receptors, prostate, ethanol.
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Introducio Geral
Alcoolismo e Sistema genital masculino

O alcoolismo € um dos tipos mais prevalentes de dependéncia de droga no mundo
(Rehm et al., 2006). A ingestao de 4lcool, por periodo de tempo prolongado, causa danos
no organismo que vao desde problemas hepéticos até o desenvolvimento de cinceres. Cerca
de 3,6% de todos os canceres ocorrem em func¢do do consumo cronico de etanol (Rehm et
al., 2004). Alguns fatores como, genéticos e a quantidade de etanol ingerida podem
modular e determinar os danos nos 6rgaos ou a carcinogénese.

Alguns mecanismos moleculares sdo propostos para a contribui¢io do etanol na
carcinogé€nese como, o aumento da geracdo de radicais livres e acetaldeido (AA) que tem
efeito mutagénico e carcinogénico; a induc¢ao do citocromo microssomal P4502E1 (CYP);
ativacdo de enzimas que atuam em diferentes pro-carcinogénicos e geram radicais livres
que podem danificar diretamente o DNA e; a interferéncia no metabolismo do retinol
(vitamina A) e do 4cido retindico (Poschl & Seitz, 2004; Wang, 2005; Seitz & Stickel,
2007).

O consumo excessivo de etanol compromete imediatamente o sistema nervoso
central, mas ao longo prazo, também prejudica outros sistemas como o digestorio, urindrio
e genital masculino e feminino (Marks & Wright, 1978; Martinez et al., 2001 a,b; Edenberg
et al., 2005; Chuffa et al., 2009). No figado, o consumo de alcool provoca reducio da
oxidagdo dos acidos graxos, da glicogénese e da albumina (Thompson, 1978). O aumento
de acetato, gerado pela oxidacao do etanol, modifica o metabolismo dos dcidos graxos pela
inibicao da lipdlise, causando esteatose hepética (Hirata & Hirata, 1991; Lieber & De Carli,

1991).
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Nos 6rgdos do sistema reprodutor masculino, a ingestdo cronica de etanol provoca
alteracdoes morfologicas e fisioldgicas (Galvao-Teles et al., 1973; Van Thiel et al., 1979;
Martinez et al., 2000; Montico et al., 2010). No testiculo, o etanol age tanto como toxina
direta, alterando a producdo de testosterona, como indireta, interferindo no eixo-
hipotdlamo-hip6fisdrio-gonadal (Van Thiel, 1983; Saxena et al., 1990; Tadic et al., 2000).
Além disso, as células germinativas também sdo afetadas, desencadeando aumento do
processo apoptético, causando danos a espermatogénese e a infertilidade (Zhu et al., 2000).

Estudos sobre os efeitos do consumo cronico de etanol na morfofisiologia da
prostata de ratos relataram atrofia do epitélio (Martinez et al., 2001), interrupcdo da
homeostase estroma-epitélio, presenca de neoplasia intra-epitelial prostdtica, seguido de
hipertrofia e presenga de células inflamatérias (Candido et al., 2007). Em camundongos, o
consumo de etanol também resultou em atrofia do epitélio da préstata ventral, além de levar
a desorganizacdo do complexo de Golgi e presenca de estruturas ligadas a membrana
celular, provavelmente material citoplasmatico e acimulo de corpos densos (Cagnon et al.,
2001). A andlise ultra-estrutural dos lobos dorsais e laterais da prdstata de ratos Wistar
submetidos a ingestdo cronica de aguardente de cana de acicar resultou em atrofia
progressiva do epitélio glandular, reducdo das cisternas do reticulo endoplasmdtico e
ruptura dos microvilos (Cagnon et al., 1998; Garcia et al., 1999).

Embora sejam claros os efeitos nocivos do consumo de etanol na prostata, as
conseqiiéncias de sua toxicidade sdo complexas, sendo que duvidas persistem quanto a
morfofisiologia do estroma e sua interacdo com as células epiteliais em resposta ao

alcoolismo crénico (Candido et al., 2007).
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O modelo experimental

Para estudar os danos causados pelo etanol no organismo, pesquisadores tém
investigado roedores com preferéncias ao consumo de etanol (Spanagel, 2000). Li et al.
(1987) relataram a existéncia de trés pares de variedades de roedores que consomem etanol,
contudo, os Unicos considerados como linhagens puras, por se manterem permanentemente
sob cruzamentos inbreeding, sao as UChA e B.

As variedades de ratos UCh (UCh = Universidade do Chile), UChA (consumo baixo
de etanol) e UChB (consumo alto de etanol) possuem predisposi¢ao genética para ingerir
voluntariamente etanol a 10% e foram selecionadas, a partir de ratos Wistar, por cerca de
70 geracdes (Mardones, 1993; Quintanilla et al., 2007). Assim, os modelos UCh sao
considerados adequados para explicar aspectos genéticos, bioquimicos, fisioldégicos e
morfolégicos relacionados ao consumo abusivo de bebidas alcodlicas por humanos

(Martinez et al., 2000; Candido et al., 2007).

Prostata, retinol e acido retinéico

A proéstata é uma glandula sexual acesséria masculina localizada na base da bexiga
urindria, ao redor da uretra. No homem, a préstata € compacta (alobular) apresentando trés
zonas: central, periférica e de transicdo. No rato, € multilobulada, dividida em quatro pares
de 16bulos: anterior, dorsal, ventral e lateral (Roy-Burman et al., 2004). Nos ultimos anos, o
interesse dos pesquisadores pela prostata tem aumentado por ser um 6rgao frequentemente
afetado por diferentes patologias como a inflamacdo, a hiperplasia prostatica benigna e o

cancer (Guess, 2001; Mao et al., 2004). Os carcinomas acometem frequentemente a zona
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periférica da prostata, local considerado andlogo ao lobo dorsolateral da prdstata de
roedores (Burman-Roy et al., 2004; Vykhovanets et al., 2007).

A prostata € composta de células epiteliais e estroma. O epitélio da prostata é
constituido de trés tipos celulares: basal, secretor (luminal) e neuroendécrino (NE). As
células do epitélio prostitico possuem propriedades de reserva (stem cell), de secrecao de
proteinas, neuropeptidios e substancias que conferem ao final da secrecdo da prdstata um
liquido de aspecto leitoso, essencial para a mobilidade e fertilidade dos espermatozdides e
de fundamental importancia no processo reprodutivo (Aumiiller, 1989; Vittoria et al., 1990;
Hazem et al., 2002). O estroma prostatico € formado por um complexo arranjo de células e
componentes da matriz extracelular (MEC) associados a fatores de crescimento, moléculas
regulatdrias e enzimas remodeladoras (Narbaitz, 1975; Labat-Robert et al., 1990).

O retinol (vitamina A) € obtido pelos animais através da dieta. Sua obteng¢ao pode
ocorrer por meio de duas formas precursoras, a forma de pré-vitamina A (carotendides) ou
a vitamina A pré-formada (estearato ou palmitato), que posteriormente sao convertidas para
retinol. Além disso, diversos alimentos industrializados sdo enriquecidos com vitamina A
(Olson, 2001).

O retinol pode ter vdrios destinos no organismo, podendo ser transportado para
diversos tecidos, ser levado ao figado para ser armazenado ou sofrer processo de oxidacao
gerando metabdlitos polares (MacDonald & Ong, 1988; Napoli, 1996). Para que o retinol
seja transportado para outros tecidos ele precisa ligar-se a proteina ligante de retinol
plasmaética (retinol binding proteins — RBP), a qual o leva até 6rgdos alvo para sua acgio,
reconhecendo células especificas com receptor de superficie para RBP, STRA6 (Napolj,

1996; Kane et al., 2009).
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No ambiente intracelular, o retinol pode ser oxidado a 4cido retindico ou estocado
sob a forma de ésteres de retinol em gotas de gordura (Miano & Berch, 2000). Para que o
retinol seja oxidado, ele € vinculado a proteina citoplasmaética ligante de retinol (CRBP)
que o entrega a enzimas especificas (Napoli, 1996). A oxidacdo do retinol gera 4cido
retindico e ocorre por um processo de duas etapas. O retinol € primeiro oxidado a retinal,
através das enzimas dlcool/retinol desidrogenases (ADH/Rdh) e, em seguida, o retinal é
oxidado a &cido retindico, por enzimas aldeido/retinaldeido desidrogenases (ALDH/Raldh)
(Duester, 2001). A oxidacdo do retinol gera primeiramente dois metabdlitos, o all-trans-
acido retindico (atAR) e o 9-cis-acido retindico, contudo o atAR é descrito como o
principal metabdlito e o mais abundante.

O atAR pode modular a expressdo gé€nica e controlar vias biolégicas como
proliferacdo e crescimento celular, diferenciacdo epitelial e apoptose (Aboseif et al., 1997).
A modulagdo da expressdo génica pelo atAR pode ocorrer através dos receptores de acido
retindico (RARs), mecanismo “classico” de acdo do arAR, ou pela indugcdo de fatores
citoplasmaticos, mecanismo denominado de “ndo-classico” (Aggarwal et al., 2006; Fields,
et al., 2007). Existem trés subtipos de RAR (a, B e y), que sdo codificados por trés
diferentes genes, aos quais o atAR pode ligar-se (Fields et al., 2007). A ligacdo do atAR
com os RARs faz com que o receptor se ligue a regides do DNA responsivas ao 4cido
retindico denominadas RARE (retinoic acid response elements), e module a expressao
génica (Zou et al., 2007; Fields et al., 2007).

O retinol e o 4acido retindico, conhecidos coletivamente como “retindides”, sao
importantes para os 0rgdos do sistema reprodutor, por isso, atualmente sdo descritos como

esterdides, junto com androgenos e estrégenos (Prins et al., 2006; Fields et al., 2007; Prins
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& Putz, 2008). Tem sido descrito que a manutengdo da homeostase do epitélio dos ductos
genitais, da vesicula seminal e do testiculo e ainda a espermatogénese, dependem dos
retindides (Huang et al., 1983; Ghyselinck et al., 1999). Adicionalmente, o dcido retindico
tem importante papel na diferenciacdo das células do epitélio da prostata (Lasnitzki &
Goodman, 1974) e no desenvolvimento e manutencdo da homeostase da glandula no adulto
(Prins & Putz, 2008; Vezina et al., 2008). A deficiéncia de retinol causa danos aos 6rgios
reprodutores dos machos, resultando em anormalidades da espermatogénese, reduzidos
niveis de testosterona e regressdo prostdtica associada com queratinizacdo do epitélio e
metaplasia escamosa (Reichman et al., 1990; Richter et al., 2002).

A diminuicao da concentra¢do do retinol no plasma durante o cancer de prdstata
(CaP), sugere que hd uma tendéncia significativa de risco de CaP com a diminuicao dos
niveis séricos de retinol (Reichman et al., 1990; Mao et al., 2004). A expressdo dos RAR
na préstata parece ser influenciada pela quantidade de retindides (Pasquali et al., 1996;
Pasquali et al., 1999). Concentracdes baixas do dcido retindico foram relatados no CaP
(Pasquali et al., 1996), além disso, auséncia de expressao do RARP foram descritos (Lotan
et al., 2000).

Haé também evidéncias de que a atividade do RAR possa estar ligada a patologias da
préstata, uma vez que os RARa, B e y apresentam alteracdes na distribuicdo celular durante
a doenca prostatica benigna e o cancer de prostata em humanos e em modelos de ratos com

cancer de prostata (Richter et al., 1999; Richter et al., 2002).
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Etanol, retinol e acido retinéico

O etanol, depois de ser absorvido pelo trato gastro-intestinal, é transportado através
da circulagdo portal ao figado onde € oxidado. No hepatdcito, ha trés vias metabdlicas com
a capacidade de oxidar o etanol: o sistema da enzima &lcool desidrogenase (ADH) na
matriz citoplasmadtica; o sistema microssomal de oxidacdo do etanol (MEOS) no reticulo
endoplasmadtico liso e o da catalase nos peroxissomos. A via metabdlica da enzima dlcool
desidrogenase (ADH) é a responsdvel pela maior parte do processo de oxidacdo do etanol
(Lieber & De Carli, 1991, Lieber, 1993).

As enzimas que metabolizam o etanol a acetaldeido e o acetaldeido a dcido acético,
sdo membros da familia das enzimas dlcool (ADH) e aldeido desidrogenases (ALDH) que
oxidam o retinol a retinal e o retinal a 4cido retindico, respectivamente (Duester, 2000;
Wang, 2005). Em fun¢@o dessa interacao metabdlica, tem sido proposto que a presenga do
etanol diminui a velocidade da reagcdo para formagdo de retinal a partir de retinol, limitando
a sintese de dcido retindico, através da inibicdo competitiva da oxidacdo do retinol
(Duester, 1999). Contudo, o consumo cronico de etanol pode interferir no metabolismo e na
concentragao do retinol e do dcido retindico nos tecidos por outros mecanismos como, pela
alteracdo de enzimas que participam na absor¢ao do retinol nas células, pelo aumento da
degradacdo do retinol no figado, pelo aumento da mobilizacdo do retinol do figado para
outros Orgdos e pela inibi¢cdo ou ativacdo das enzimas envolvidas na oxidagdo e no
catabolismo do acido retindico (Leo & Lieber, 1999; Seitz, 2000; Liu et al., 2001; Kane et
al., 2009). Adicionalmente, as alteragdes na concentracdo do retinol e do 4cido retindico
pelo etanol podem depender do tecido analisado, da quantidade de etanol e do tempo de

exposicao (Kane et al., 2009).
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A exposicao ao etanol diminui a concentracio do 4cido retindico no figado de ratos.
Esse evento correlaciona-se ao aumento da proliferacdo dos hepatdcitos e predispdem
instabilidade gendmica e desenvolvimento da carcinogénese (Wang et al., 1998; Chung et
al., 2001).

Foram observados problemas na espermatogénese de ratos expostos ao etanol em
funcdo da diminuicdo da vitamina A (retinol) (Van Thiel et al., 1974). Concentracdes
aumentadas do atrAR foram observadas no hipocampo, testiculo e soro apds exposicao
cronica ao etanol (Kane et al, 2009). O etanol também aumentou a capacidade dos
astrocitos de sintetizarem atAR in vitro e os niveis do atAR no cerebelo, in vivo
(McCaffery et al., 2004).

Os 6rgaos requerem o dcido retindico para se desenvolverem, por isso, algumas
regides sao sensiveis ao seu excesso, que atua como teratégeno (McCaffery et al., 2003). O
consumo de etanol durante a gestagdo pode levar ao aparecimento da Sindrome Alcodlica
Fetal (SAF), caracterizada por anormalidades faciais, crescimento retardado, dificuldades
intelectuais e problemas comportamentais (Krulewitch, 2005). Tem sido descrito
semelhangas entre as anormalidades observadas na SAF com as anormalidades resultantes
da teratogenicidade do 4cido retindico provocada por sua alta concentracdo (Duester, 1992;
Zachman & Grummer, 1998). No entanto, alguns pesquisadores tém mostrado que o etanol
diminui os niveis de 4cido retindico durante o desenvolvimento e que este evento pode ser
fator importante para a SAF (Grummer et al., 1993; Deltour et al., 1996).

A perda da homeostase do 4cido retindico pode contribuir para alteragdes induzidas
pelo etanol no desenvolvimento, na fun¢do cognitiva € no aumento do risco de cancer

(Bagnardi et al., 2001; Warren & Foudin, 2001). Além disso, a homeostase do atAR é
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importante jia que suas funcdes podem ser reguladas de forma dependente de sua

concentracdo (De Luca, 1991).

Justificativa

Na literatura cientifica especializada ha interesse em pesquisas que avaliem os
efeitos do consumo cronico de etanol sobre a concentracdo do retinol e do 4cido retindico
nos tecidos. O etanol interfere no metabolismo do retinol e do arAR, podendo alterar suas
concentragdes, dependendo do tecido analisado, da quantidade de etanol e do tempo de
exposicdo (Kane et al., 2009). O atAR modula a expressdo génica e controla vias
biolégicas como a proliferacdo e a apoptose (Aboseif et al., 1997). Tais eventos podem ser
regulados dependendo da concentracio do atAR (De Luca, 1991). O retinol e o 4cido
retindico sd@o importantes para a homeostase da prostata de ratos adultos. Portanto, estudos
sobre os efeitos do etanol na concentragdo dos retindides na préstata poderiam contribuir
para discussao e formacao das teorias envolvidas sobre os efeitos do etanol no metabolismo
do retinol e do atAR e trazer novas perspectivas a respeito dos prejuizos causados pelo

consumo de etanol na préstata, sendo pertinentes.

Objetivos
e Avaliar a concentracdo do retinol e do atAR no plasma e no lobo dorsolateral da
prostata de ratos adultos UCh (bebedores voluntérios cronicos de etanol a 10%);

e Avaliar os receptores nucleares RARa, B e y no epitélio da prostata;
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e Avaliar se hd correlacdo da concentracdo do atAR com os indices de proliferacao

celular e de apoptose.

Artigo

O presente trabalho originou um artigo que foi submetido ao peridédico “The Journal
of Nutrition”, o qual se intitula “O etanol altera a concentracdo do all-trans-acido retindico
e os receptores de dcido retindico (RAR) na préstata de ratos adultos”, e que serd

apresentado a seguir.
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Resumo

O etanol altera a concentragdo do retinol e do all-trans-acido retindico (atAR) em
alguns tecidos. O retinol e 0 atAR sdo importantes para a proliferacdo celular, diferenciacao
e manuten¢do da homeostase da prostata. Alteracdes na concentracdo do retinol, do 4cido
retindico e na expressdo dos RAR durante patologias da prdstata, sugerem que essa via tem
efeitos sobre doencas prostéticas (Richter et al., 2002; Pasquali et al., 1996; 1999). Nosso
objetivo foi analisar se o etanol altera o retinol, o 4dcido retindico e seus receptores € o
indice de proliferacdo celular e de apoptose no lobo dorsolateral da prdstata de ratos
adultos. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=10/grupo): UChA
(ingestdo voluntéria de etanol a 10% (v/v), UChACo (controle — auséncia da ingestdo de
etanol), UChB (ingestdo voluntaria de etanol a 10% (v/v) e UChBCo (controle — auséncia
da ingestdo de etanol). Apds 150 dias de experimentacdo, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo e o sangue do tronco e os lobos dorsolaterais das prdstatas foram coletados
e processados para analisar a concentracao do retinol e do atAR no plasma e na préstata por
HPLC e a proliferacdo celular (Ki-67), apoptose (Tunel) e os receptores do acido retindico
(anti-RARa, -B € —y) por meio de microscopia de luz. O etanol diminuiu a concentragdao do
retinol no plasma dos grupos UChB e UChA, sendo menor no UChB. A concentracdo do
retinol no tecido prostatico ndo teve diferenca significativa. O atAR aumentou no plasma e
na prostata do grupo UChB. O RARa distribuiu-se pelo epitélio da prostata dorsolateral dos
ratos UCh ndo alterando o sinal positivo entre os grupos. O RARPB aumentou a expressio na
prostata dorsal do UChB. O RARY foi observado apenas na prostata dorsal, sendo maior no
UChB. Nao houve diferenga significativa no indice da proliferagdo celular e apoptose na

prostata dorsolateral. Conclui-se que o etanol altera a concentrag@o do retinol e do atAR no
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plasma de forma diretamente proporcional a quantidade de etanol consumida. Enquanto que
na préstata, a concentra¢do do retinol ndo € alterada pelo etanol. O consumo alto de etanol
aumenta a concentracdo do atAR na préstata dorsolateral e a expressdo dos RARf e y na
prostata dorsal. Os indices de proliferacdao celular e apoptose da prdstata ndo se alteram

com o consumo de etanol e ndo apresentam correlacdo com a concentragdao do arAR.

Palavras chave: retinol, dcido retindico, receptor de acido retindico, prostata, etanol.
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Introducao

O alcoolismo é um dos tipos mais freqiientes de dependéncia de droga no mundo
(Rehm et al., 2006). O consumo excessivo de etanol lesa imediatamente o sistema nervoso
central, mas em longo prazo, também altera os sistemas genital masculino e feminino
(Martinez et al., 2001 a,b; Chuffa er al., 2009). A ingestdo cronica de etanol provoca
alteracdes morfofisioldgicas na préstata, que sido caracterizadas por atrofia do epitélio
(Martinez et al., 2001), interrup¢do da homeostase estroma-epitélio e presenca de células
inflamatérias (Candido et al., 2007).

O etanol interfere no metabolismo e na concentragdo do retinol (vitamina A) e de
seu metabdlito, 4cido retindico, no plasma, figado, hipocampo e testiculo (Leo & Lieber,
1982; Kane et al., 2009). O etanol diminui a concentragdo do 4cido retindico no figado e
aumenta a proliferacdo celular promovendo instabilidade gendmica e neoplasia (Wang et
al., 1998). Deste modo, interferéncia do etanol no metabolismo do retinol e do &cido
retindico pode contribuir para a carcinogénese relacionada ao etanol (Seitz & Stickel, 2007;
Wang et al., 2005).

A oxidacdo do retinol gera primariamente dois dcidos, o all-trans-acido retindico
(atAR) e o 9-cis-acido retindico. No entanto, o atAR € a forma mais abundante e a tnica
detectdvel em condi¢Ges normais da vitamina A (Heyman et al., 1992; Dong & Zile, 1995).
Eventos celulares como proliferacio, diferenciagdo e apoptose, sdo controlados pelo atAR
por meio da ativacdo de seus receptores (RARa, -f e -y) (Kastner et al., 1995; Fields, et al.,
2007).

O retinol e o 4cido retindico, contribuem para a diferenciacdo e manutencdo da

homeostase da prostata (Lasnitzki & Goodman, 1974; Prins & Putz, 2008) e regulam a
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proliferacdo das células epiteliais da prostata em humano (Peehl et al., 1993). Alteracdes na
concentragcdo do retinol, do 4cido retindico e na expressdao dos RAR durante a hiperplasia
prostética benigna (HPB) e o cancer de prdstata, sugerem que alteragdes nessa via tem
efeitos sobre as patologias dessa glandula (Richter et al., 2002; Pasquali et al., 1996; 1999).

Nosso objetivo foi avaliar se o consumo alto e baixo de etanol altera a concentracao
do retinol e do atAR no plasma e na prostata, a expressdo dos RAR e o indice da
proliferacdo celular e apoptose. Além disso, avaliar se ha correlacdo da concentracdo do

atAR com a proliferacdo celular e apoptose.

Materiais e métodos
Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 20 ratos machos UChA e 20 ratos machos UChB, pesando entre
280-350g (~ 90 dias de idade), obtidos do Departamento de Anatomia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu (IBB/UNESP - Univ Estadual Paulista). A variedade UCh
(Universidade do Chile) foi selecionada, a partir de ratos Wistar, para o consumo voluntério
baixo (UChA — 0,5 a 1,9 ml/100 g peso corpdreo/dia) e alto (UChB — 2,0 a 6,0 ml/100 g
peso corpdreo/dia) de solugdo de etanol a 10% (v/v) (Mardones & Segovia-Riquelmi,
1983). Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=10/grupo): UChA
(consumo de etanol), UChACo (controle — auséncia do consumo de etanol), UChB
(consumo de etanol) e UChBCo (controle — auséncia do consumo de etanol). Os ratos

foram mantidos individualmente em caixas de polipropileno em sala com temperatura (20 a

ZSOC) e ciclos de luz (12h-claro/12h-escuro) controlados. Todos os animais receberam, ad
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libitum, dieta sélida da marca Nuvital® (Nuvilab CR-1) e dgua filtrada. Os grupos UChA e
UChB receberam, adicionalmente, garrafa contendo solu¢cdo de etanol diluido a 10%
(10mL etanol/ 100mL 4gua filtrada). O protocolo experimental seguiu os principios éticos
em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA -

116/09).

Dieta liquida e solida

A ingestdo do etanol e o consumo da ra¢do foram acompanhados semanalmente. A
ingestdo liquida avaliou o perfil de consumo das variedades UCh durante o periodo
experimental. Baseado na quantidade de vitamina A, 25.500 Ul, da racdo Nuvilab CR-1,
calculou-se a quantidade do retinol consumido (1UI=0,3 ug all-trans-retinol) (Institute of

Medicine, 2000).

Preparacgdo do tecido para andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
imuno-histoquimica

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e o sangue do tronco e os lobos
dorsolaterais da prdstata foram coletados apds 60 dias de experimentacdo. O sangue foi
centrifugado a 2500 rpm por 15 minutos e o plasma pipetado e congelado a -20°C para
posterior andlise. Devido a sensibilidade do retinol e do atAR a luz, todas as etapas (coleta,
preparacdo da amostra e andlises de HPLC) foram realizadas em sala escura e equipadas
com luz amarela (Schmidt ef al., 2003). Os antimeros direitos dos lobos dorsolaterais foram
pesados em balanca analitica (OwaLabor, Oschatz, Germany) e as amostras dos tecidos

foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C para andlise da concentracao
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dos retindides por HPLC. Os antimeros esquerdos dos lobos dorsolaterais das prostatas
foram dissecados, separados em lobos dorsal e lateral, fixados em formaldeido 10% em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,2) e embebidos em parapldstico para andlise imuno-
histoquimica e ensaio de TUNEL. As sec¢Oes foram examinadas no microscopio Olympus

BX-41 e as imagens capturadas por camera digital DP-12 (Olympus, Inc., Japao).

Extracdo e quantificacdo do retinol e atAR por HPLC

Os antimeros direitos dos lobos dorsolaterais das prdstatas (250 mg) foram
homogeneizados em dgua deionizada e purificada (Millipore, Billerica, MA, USA) (1:1,
w/w), utilizando homogeneizador de tecido (Ika, Staufen, Germany) (Schmidt et al., 2003).
O retinol foi extraido do plasma e da prostata (Arnaud et al., 1991). A extracao do atAR foi
realizada segundo Kane et al. (2005). As amostras foram extraidas trés vezes e os
sobrenadantes foram retirados e evaporados no Speed Vac (Savant, Chandler, AZ, USA).
As amostras contendo o retinol e o arAR foram ressuspensas em 100 uL de
acetonitrila/diclorometano/metanol  (70:20:10 v/v) e 100 uL de acetonitrila,
respectivamente, e injetadas no HPLC (Varian 9012/9050). As amostras do retinol foram
injetadas em coluna analitica C18, fase reversa, 5 um (Chrompack Varian) e eluidas em
fluxo de 1,2 ml/min. As amostras do atAR foram carregadas em coluna de fase reversa, 3
pm (Supersil ODS) e eluidas em fluxo de 0,5 ml/min. A concentracdo do retinol e do atAR
foi mensurada usando padrdes conhecidos e a drea do pico foi detectada em 325 e 340 nm,

respectivamente.
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Imuno-histoquimica

Secgdes dos lobos dorsais e laterais (4 um) de cinco animais de cada grupo
experimental foram colocadas em laminas preparadas com silano para a recuperacdo do
antigeno. A exposi¢do do epitopo das proteinas RARs foi realizada em forno microondas
(tampao citrato de sédio, pH 6,0), em séries de 3x5 minutos, enquanto que a proteina Ki67
foi recuperada em panela de pressdo, durante 30 minutos. Os anticorpos primdrios anti-
RARa diluido 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-RAR},
isoformas B1 e B2 (nucleares) e B4 (citoplasmatica) diluido 1:150 (Abcam, Inc., Cambridge,
MA, USA), anti-RARYy diluido 1:750 (Imuny Biotechnology, Paulinia, SP, Brasil) e anti-
Ki67 diluido 1:100 (Novocastra, Newcastle, UK) foram colocados sobre as seccdes e
incubados em camara imida a 4°C durante a noite. Os anticorpos primdrios anti-RARa, 3 e
y foram detectados com polimero conjugado a peroxidase (Novocastra, Norwell, MA,
USA). O anticorpo anti-ki67 foi detectado com anticorpo secundario biotinilado (Dako,
Denmark, Copenhagem) seguido por incubagdo com o complexo avidina-biotina-
peroxidase (Vector Laboratory, Burlingame, CA, USA). As seccdes foram reveladas com
3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloreto (Sigma, USA) e contra-coradas com hematoxilina

de Harris. Os controles negativos ndo usaram 0s anticorpos primarios.

Detecgao in situ da apoptose através do TUNEL

A deteccdo das células em apoptose foi baseada na reacdo in situ da enzima
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) com o nucleotidio biotinilado para detec¢do
de fragmentacdo do DNA (TUNEL). Utilizou-se o Kit FragEL™ DNA (Calbiochem, La

Jolla, CA, USA), segundo instru¢des do fabricante. As ldminas foram contra-coradas com
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hematoxilina de Harris e montadas com Permount. Os controles negativos nido foram

incubados com a enzima TdT.

Andlise estatistica

As andlises de HPLC, Ki-67 e TUNEL foram realizadas com a ANOVA, para um
fator, seguidas pelo teste de Tukey. As proteinas RARa, -p e -y foram analisadas com o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdes multiplas de
Dunn. As diferencas foram consideradas significativas com P<0,05. O programa da andlise
estatistica foi o InsTat , versdo 3.0 (GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA) e o SigmaPlot,

versdo 11.0, para o desenho gréfico (Systat Software, Inc., Canadd, USA).

Resultados
Dieta liquida e soélida

O consumo de etanol e o retinol ingerido da racdo foram mensurados durante o
periodo experimental (Tabela 1). A média de ingestao de etanol do grupo UChB foi de 4,0
g/kg/dia e do UChA de 1,3 g/kg/dia. A quantidade do retinol consumido pelos grupos nio

apresentou diferenca significativa (P>0,05) (Tabela 1).

Concentragdo do retinol e do atAR no plasma e na prostata
O consumo alto de etanol diminuiu a concentracio do retinol no plasma 1,8 vezes e
ndo alterou na prostata (Fig. 1A). O consumo baixo de etanol diminuiu 1,3 vezes a

concentracdo do retinol no plasma e ndo alterou na prostata (Fig. 1B). O consumo alto de
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etanol diminuiu a concentracdo do retinol no plasma duas vezes comparado ao consumo
baixo.

O consumo alto de etanol aumentou duas vezes a concentracdo do artAR no plasma
e 2,4 vezes na prostata (Fig. 2A). O consumo baixo de etanol ndo alterou a concentracdo do

atAR no plasma e na prostata (Fig. 2B).

Analise dos receptores de dcido retindico (RARa, -f e -y)

Os RARa e RARP foram localizados nos lobos dorsais e laterais da prostata de
todos os grupos experimentais, enquanto que o RARy foi encontrado apenas nos lobos
dorsais. A tabela 2 apresenta a porcentagem de positividade dos RAR (a, - e -y) na
prostata dos grupos experimentais. O RARa ndo apresentou diferenca significativa,
localizando-se no nicleo das células luminais e basais da préstata dorsal e lateral (Fig. 3, a-
d e Fig. 4, a-d).

O RARP presente no nicleo e no citoplasma das células luminais e basais da
prostata dorsal (Fig. 3, e-h) e no citoplasma e no nicleo das células basais da lateral (Fig.
4, e-h). O RARp na prostata dorsal e lateral foi menor do que o RARa. O consumo alto de
etanol aumentou o0 RARP na proéstata dorsal comparado ao UChBCo ¢ UChA (Tabela 2).

O RARYy observado no ntcleo e no citoplasma das células luminais e basais do lobo
dorsal e ausente no lateral (Fig. 3, i-1 e Fig. 4, i-1). O consumo alto de etanol aumentou o
RARy na préstata dorsal comparado ao controle (Tabela 2). Nao houve diferenca

significativa do RARy nos grupos UChA (Tabela 2).
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Proliferacao celular e apoptose
O indice da proliferacdo celular (Fig. 5) e da apoptose (Fig. 6) ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos. Os indices de proliferacdo celular e de apoptose da

prostata dos grupos experimentais estdo apresentados na Figura 7.

Discussao

A quantidade de etanol ingerida pelos grupos UChA e UChB mantiveram-se dentro
do padrio de ingestdo das variedades (Quintanilla et al., 2006). Os grupos experimentais
ndo apresentaram diferenca no consumo de retinol, portanto, o resultado da concentracdo
do retinol e do seu metabdlito, arAR, nao foi conseqiiéncia do consumo. Nossos resultados
sugerem que o etanol diminua a concentracdo do retinol no plasma proporcionalmente a
quantidade de etanol ingerida. O aumento da mobiliza¢do dos ésteres de retinol, forma de
estocagem do retinol, do figado para a circulagdo e posterior distribui¢dao do retinol a outros
tecidos ou o aumento do metabolismo do retinol, gerando metabdlitos polares, podem
resultar na diminuicdo do retinol no plasma apds exposicao cronica ao etanol (Sato &
Lieber, 1981; Grummer & Erdman, 1983).

O consumo crdnico de etanol pode aumentar o retinol em alguns tecidos (Leo et al.,
1986; Mobarhan et al., 1991). O aumento na expressdao do STRA6 e da CRBPI foi sugerido
como mecanismo para o aumento do retinol no hipocampo apds exposi¢ao ao etanol (Kane
et al., 2009). Do mesmo modo, o aumento da concentracdo do retinol na préstata durante a
hiperplasia prostatica benigna (HPB) comparada a prdstata normal e ao cancer de prostata
parece ocorrer devido a alta concentragdo da CRBP (Pasquali et al., 1996). No entanto, ndo

encontramos alteragdo na concentragdo do retinol na prdstata apés o consumo de etanol,
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sugerindo que o etanol ndo altera a expressdo das proteinas envolvidas na homeostase do
retinol nessa glandula.

Nossos resultados demonstram que o consumo alto de etanol aumenta a
concentracdao do atAR no plasma, o qual possivelmente tenha ocorrido devido ao aumento
do metabolismo do retinol (Grummer & Erdman, 1983; Kane et al., 2009). A concentragao
do atAR também aumenta na préstata com o consumo alto de etanol, neste caso, sugerimos
que o etanol esteja interferindo no catabolismo ou na sintese do arAR através das enzimas
Raldhl e/ou CYP. O aumento da atividade da Raldhl pode contribuir para o aumento do
atAR estimulado pelo etanol cronico (Kane et al., 2009). As enzimas do citocromo P450
(CYP26A1, CYP26B1 e CYP2C39) catabolizam o atAR. Em alguns locais, o etanol induz
as enzimas envolvidas no catabolismo do atAR fazendo com que ele retorne as
concentragdes normais (Kane et al., 2009). Por outro lado, supomos que o consumo baixo
de etanol ndo seja suficiente para alterar as enzimas envolvidas com a sintese e o
catabolismo do arAR no plasma e na prostata.

O atAR modula a expressdo génica e controla o crescimento celular, a diferenciacio
epitelial e a apoptose através dos RARs (Aboseif er al., 1997; Fields et al., 2007). A
expressao dos receptores do dcido retindico depende da quantidade de retindides na préstata
(Pasquali ez al., 1996, 1999). O consumo alto de etanol aumentou a concentragdao do arAR
na proéstata dorsolateral e o sinal positivo do RARP e do RARy na prostata dorsal, no
entanto, ndo alterou 0 RARa na prostata dorsal e lateral em nenhum dos grupos. De The et
al. (1989) e Jones et al. (1997) ndo encontraram diferencas na expressao dos RARa apos
tratamento com o 4cido retindico. O aumento na concentracdo do arAR pode estimular

diferentemente seus receptores, sendo o RARa mais resistente a sensibilizagdo.
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Os hormonios esterdides também regulam a expressio dos RARs (Prins et al.,
2002). Huang et al. (1997) notaram aumento na expressao dos RARa e -y na prdstata apds
a castracdo, prevenindo o aumento com a reposi¢do da testosterona. A exposicao ao etanol
diminui a concentragdo da testosterona em ratos Wistar (Salonen & Huhtaniemi, 1990) e
nas variedades UChA e UChB (Martinez ef al., 1999). Embora a diminuicao da testosterona
pareca aumentar a expressdo dos RARs, observou-se aumento dos RARP e -y apenas na
prostata do UChB. Portanto, a concentragdo do arAR e nao a testosterona tenha aumentado
os RARJ e -y, tornando a prdstata dorsal mais sensivel a agdo do arAR.

Alteracdes dos RARs podem indicar crescimento celular desregulado ou
transformacdo tumorigé€nica das células epiteliais da préstata (Richter er al., 2002). O
RARP ¢ ausente no cancer de prostata (Lotan et al., 2000), porém aumenta na HPB
(Richter et al., 2002). O RARy também aumenta na HBP, porém ndo se altera na neoplasia
intra-epitelial e nos tumores de baixo grau. Os RARs podem distinguir os tumores benignos
dos malignos (Richter et al., 2002).

As alteragdes dos RARP e -y na prostata dorsal do UChB sdo semelhantes as
observadas na HPB. Adicionalmente, como ocorreu durante o consumo alto de etanol, a
concentragao do dcido retindico também aumenta na HPB (Pasquali et al., 1996). Portanto,
as alteracdes dos RARP e -y e da concentracdo do atAR provocadas pelo consumo alto de
etanol na préstata sio semelhantes as mudancas observadas na HPB. E possivel que o
consumo alto de etanol e a HPB altere a homeostase prostdtica por uma mesma via ou vias
semelhantes, produzindo padrdes de resposta sobre a prostata.

A manutencdo da homeostase do arAR € importante, pois vias celulares como

proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose sdo influenciadas dependendo de sua
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concentracdo (De Luca, 1991). O 4cido retindico é importante para o desenvolvimento,
diferenciacdo (Lasnitzki & Goodman, 1974; Vezina et al., 2008) e manutencdo da
homeostase das células do epitélio da prostata no adulto (Prins & Putz, 2008). O consumo
de etanol diminui a concentragdo do arAR, resultando em aumento da proliferacio celular
no figado (Wang et al., 1998; Chung et al., 2001). Nossos resultados mostram que o
consumo alto de etanol aumenta a concentracdo do atAR na prdstata, porém sem alteragao
da proliferacdo celular. O aumento do arAR, possivelmente, ndo foi suficiente para
provocar a alterac@o da proliferacao celular.

Embora os indices da proliferacdo celular ndao tenham apresentado diferenca
significativa, o consumo alto de etanol apresenta maior indice da proliferacdao celular no
lobo dorsal da préstata. O etanol foi apontado como desencadeador da proliferagdo epitelial
focal na préstata ventral de ratos UChB (Candido et al., 2007). Além disso, o etanol e o
acetaldeido induzem a transcricdo da proteina ativadora da proliferacdo-1, in vitro,
resultando em aumento da proliferagdo celular (Casini et al., 1994). Sugerimos que o
consumo alto de etanol aumenta o indice da proliferacao celular no lobo dorsal, sendo mais
sensivel ao etanol do que a prostata lateral.

O consumo alto e baixo de etanol ndo alterou os indices de apoptose das células
epiteliais da prostata, semelhante a Cagnon et al. (2001). Adicionalmente, na ha relagdo
entre o aumento da concentracdo do atAR e o indice de apoptose. Por outro lado, o acido
retindico € apontado como agente quimioterdpico por induzir apoptose e a diferenciagdo
celular em tumores (Pahlman et al., 1984; Liu et al., 1996; Leithner et al., 2000). Altas
concentragdes de acido retindico sdo utilizadas para a indugdo da apoptose (Liu ef al., 1996;

Cafion et al., 2004; Cerniano et al., 2008). Sugerimos que o aumento da concentracdo do
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atAR ndo seja suficiente para interferir na regulacao da apoptose. Contudo, a alteracdo da
concentragdo do atAR e dos seus RARs durante o consumo alto de etanol merecem atencio
e devem ser alvo de futuras investigacoes.

Conclui-se que o etanol altera a concentracdo do retinol e do atAR no plasma de
forma diretamente proporcional a quantidade de etanol consumida. Enquanto que na
prostata, a concentragdo do retinol ndo € alterada pelo etanol. O consumo alto de etanol
aumenta a concentracdo do arAR na prostata dorsolateral e a expressao dos RARP e y na
prostata dorsal. Os indices de proliferacdo celular e apoptose da prdstata ndo se alteram

com o consumo de etanol e ndo apresentam correlagcdo com a concentragdo do arAR.
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Tabela 1. Consumo relativo de etanol e de ragdo (g/Kg/dia) e de retinol (ug/Kg/dia)'.

Dieta liquida e sélida’

Grupos Etanol Racdo Retinol

UChA 1,3+£0,11 82,1 +1,2 0,63 £ 0,05
UChA Co - 83,0 +3,1 0,63 £ 0,03
UChB 4,0+0,3 86,3 +5,8 0,66 £ 0,14
UChB Co - 73,327 0,57 £ 0,08

'Os dados sdo expressos em médiazEPM (n=10/grupo). Os resultados foram avaliados por ANOVA one-way,
seguidos pelo teste de Tukey para as diferencas entre as médias.
*0 consumo de ragdo e de retinol pelos grupos experimentais apresentaram P>0,05.
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Tabela 2. Indice dos receptores de 4cido retinéico (RAR) na préstata dos ratos UCh'.

Grupos

UChB UChBCo UChA UChACo

Receptor  PD (%) PL(%) PD(%) PL(%) PD(%) PL(%) PD (%) PL (%)

RAR0. 81+13 8511 8349  83+6 7549 8149  66x11 63424
RARP 26+7 1545 6+4"  13+4 7417 709 1845 1143
RARy 25+10 NL 5417 NL 166 NL 8+3 NL

'0Os dados sdo expressos em mean + SD (n=5/grupo). UChB (PD) X UChBCo (PD), UChB (PD) X UChA
(PD). “P < 0.01.
PD (prostata dorsal), PL (prdstata lateral) e NL (ndo localizado).
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Figura 1. Quantificaciao do retinol por HPLC em ratos UCh. Ratos UChB (A) e UChA
(B). Os valores sdo expressos em Média + EPM (n=10). *P < 0,05 e **P <

0,01.
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Figura 2. Quantificacao do all-trans-acido retinéico por HPLC em ratos UCh. Ratos
UChB (A) e UChA (B). Os valores sdao expressos em Média + EPM (n=10).

*P <0,05.
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Figura 3. Localizacao dos receptores do acido retinéico (a, p e y) no lobo dorsal da

prostata de ratos UCh. RARa (a-d), RARP (e-h) e RARY (i-1). Barras: 20 um.
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Figura 4. Localizacdo dos receptores do acido retinéico (a, p e y) no lobo lateral da
prostata de ratos UCh. RARa (a-d), RARP (e-h) localizado no nicleo e no
citoplasma das células basais (cabega de seta) e RARy (i-1) ausente. Barras: 20

pum.



55

Prostata Lateral
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Figura 5. Proliferacao celular nos lobos dorsais e laterais da prostata de ratos UCh.
Imunohistoquimica da proteina Ki-67 na prostata dorsal (a-d) e na lateral (e-h). Setas

indicam o sinal positivo da proteina. Barras: 20 um.
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Figura 6. Apoptose nos lobos dorsais e laterais da prostata de ratos UCh. Setas

indicam apoptose na préstata dorsal (a-d) e na lateral (e-h). Barras: 20 um.
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Conclusoes Finais

Conclui-se que o etanol altera a concentracdo do retinol e do atAR no plasma de
forma diretamente proporcional a quantidade de etanol consumida. Enquanto que na
prostata, a concentracdo do retinol nao € alterada pelo etanol. O consumo alto de etanol
aumenta a concentracdo do atAR na préstata dorsolateral e a expressdo dos RARp e y na
prostata dorsal. Os indices de proliferacdo celular e apoptose da prdstata ndo se alteram

com o consumo de etanol e ndo apresentam correlacdo com a concentracdo do arAR.
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