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RESUMO

O consumo de alcool produz alteracdes no processo de renovacdo do tecido epitelial
em diferentes por¢cbes do trato digestivo, o que pode, em parte, explicar a sua
relacdo ao cancer de boca. O objetivo desse estudo observacional transversal
analitico foi avaliar o efeito de diferentes periodos de consumo crénico de alcool
sobre a atividade proliferativa e na expressdo de ALDH3AL no epitélio lingual. Vinte
e trés ratos Wistar, fémeas foram separados nos seguintes grupos: Controle (C),
n=6: animais que receberam agua durante 120 dias; Alcool 60 (A60), n=10: ratos
que consumiram alcool 40°GL por 60 dias e posteriormente agua por mais 60 dias;
Alcool 120 (A120), n=10: ratos submetidos ao consumo de alcool 40°GL por 120
dias. ApGs eutandsia, as linguas dos animais foram removidas cirurgicamente,
fixadas em formalina e processadas para inclusdo em blocos de parafina. Dois
cortes histologicos de 4 um foram obtidos a partir de cada bloco de parafina. Os
cortes foram dispostos em laminas silanizadas e submetidos a técnica
imunoistoquimica para marcacgao do Ki67 para avaliacdo da atividade proliferativa e
ALDH3Al1l para verificar a presenca de células tronco. A quantificacdo da
imunomarcacdo baseou-se na quantificacdo do percentual de células positivas em
100 células da camada basal e 100 células da camada suprabasal. Foram avaliados
os epitélios do dorso e do ventre de lingua. As quantificacbes foram realizadas por
um examinador treinado respeitando-se o cegamento. Foi detectado aumento do
namero de células Ki67-positivas (ANOVA/Tukey, p<0,05) nas diferentes camadas
do epitélio do ventre de lingua no mesmo tempo experimental. Observou-se
aumento da frequéncia (ANOVA/Tukey, p<0,05) de células ALDH3A1-positivas nas
diferentes camadas do epitélio do dorso e do ventre lingual dos animais que
consumiram alcool por 120 dias. Conclui-se que o consumo de &lcool por longo
prazo leva ao aumento da presenca de células ALDH3A1 positivas e ao aumento
proliferacdo celular no epitélio do ventre lingual, sendo estes eventos nao
associados entre si.

Palavras-chave: Etanol. Proliferacao de células. Metabolismo



ABSTRACT

Alcohol consumption causes changes in epithelial renewal in different portions of
digestive tract. This, in part, may explain its association with oral cancer. The aim of
the present transversal analytic study was to evaluate the effect of chronic alcohol
consumption at different periods on the proliferative behavior and ALDH3Al
expression in the epithelial tongue. Twenty-three female Wistar rats were separated
into the following groups: Control (C), n=6: animals that received water along 120
days; Alcohol 60 (A60), n=10: rats that consumed 40°GL alcohol for 60 days and
then water for 60 days; Alcohol 120 (A120), n=10: rats submitted to consume of
40°GL alcohol for 120 days. After that, rats were killed and their tongues were
surgically removed, fixed in formalin and paraffin embedded. Two 4um histological
sections were obtained from each block. Then, the sections were placed onto
silanized slides and submitted to immunohistochemical reaction to evaluate Ki-67
and ALDH3A1. Immunolabeling quantification was based in the percentage of the
positive cells in 100 epithelial cells from basal and suprabasal layers. Dorsal and
ventral tongue epithelium were assessed. The analysis was performed by one single
blinded examiner. It was observed an increase in the number of Ki67-positive cells in
the different layers of the ventral tongue epithelium after 120 days of alcohol
consumption (ANOVA/Tukey, p<0,05). ALDH3A1l expression increased in the
different layers of ventral and dorsal tongue epithelium in the rats exposed to 120
days of alcohol consumption. Observou-se aumento da frequéncia (ANOVA/Tukey,
p<0,05) de células ALDH3A1-positivas nas diferentes camadas do epitélio do dorso
e do ventre lingual dos animais que consumiram alcool por 120 dias.

Keywords: Ethanol. Cell proliferation. Metabolism



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

LISTA DE FIGURAS

Percentual de células imunomarcadas pela proteina Ki67 no ventre

lingual, camadas basal (A) e suprabasal (B).........cccccceeveiiiiiieeeennnnn..

Aspecto microscopico do epitélio do ventre lingual dos animais dos
grupos Controle (A) e A120 (B) submetidos a imunomarcacédo da

o101 (=Y [ g F= T [

Graficos representando o percentual de células imunomarcadas
pela proteina ALDH3Al1 nas camadas basal e suprabasal do

epitélio do dorso lINQUAL.............eeiiiiiiii e

Graficos representando o percentual de células imunomarcadas
pela proteina ALDH3A1 no ventre lingual, nas camadas basal e

SUPIADASAL....iiiii i

Aspecto microscopico do epitélio do ventre lingual dos animais dos
grupos Controle (A) e Al120 (B) submetido a imunomarcacéao da
Proteina ALDHSAL. ...ttt

16

17

17

18



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Peso inicial e ganho de peso ao longo do experimento



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ...ttt ettt sttt st et se s 8
2 OBJIETIVO ...ttt ettt en s en et et es st 11
3 METODOLOGIA. ....cooieieeeeeeeeeeeeeeees ettt s s s st eeseesaeseannn s 12
3.1 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA........coiiteeteeeeeeeeeee e 13
3.2 QUANTIFICACAO DO KiB7......c.cocueeieeeireeeeieeeeeeeeeeeseeieeeeieeess s s s, 13
3.3 QUANTIFICAGAO DO ALDH3BAL........cooviieeeiceieeeeeeesee e 14
3.4 ANALISE ESTATISTICA. ....oiieeeteee ettt 14
A RESULTADOS.....cooiieieeeeteieteeteeee e esetete e enseses sttt aeseessteaeseenenenenns 15
4.1 EXPRESSAO DO KiB7...c.ocveueeveeeeeeeeeeeeetee ettt en e enenn, 15
4.2 EXPRESSAO DO ALDHSBAL........ovvceeeeeeeeeeeeee et en e 16
B DISCUSSAOD. ..ot ettt ettt se et teeaene e eaeee s 18
B CONCLUSOES........o oottt e, 20

REFERENCIAS. ...oooeeeeeeeeeeeee e ettt 21



1 INTRODUCAO

O consumo de etanol (alcool) tem aumentado em varias populacbes
(ALMEIDA-FILHO et al., 2004; FERIGOLO et al.,, 2004). Diversos estudos
epidemioldgicos tém mostrado que o consumo de &alcool € um fator de risco
independente para o desenvolvimento de carcinoma espinocelular, o tipo de céncer
mais comum na cavidade oral (DE STEFANI et al., 1998; FIORETTI et al., 1999;
FRANCO et al.,, 1989; LA VECCHIA et al, 1986; LECLERC et al.,, 1987,
LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2004; WYNDER; BROSS;
FELDMAN, 1957). Esta relagédo é ainda mais evidente quando ha associacdo com o
hébito de fumar, o que é bastante comum e torna dificil o estudo do efeito do alcool
isoladamente (FRANCESCHI et al., 1990; FRANCO et al., 1989; LLEWELLYN et
al., 2004; MASHBERG; GARFINKEL; HARRIS, 1981; RICH; RADDEN, 1984;
ROTHMAN, 1978; WYNDER; MUSHINSKI; SPIVAK, 1977).

Contudo, o papel do alcool na carcinogénese bucal ainda é parcialmente
compreendido (OGDEN; WIGHT, 1998; OGDEN; WIGHT; RICE, 1999). Estudos in
vitro mostram que, a partir da aplicacédo tdpica, o alcool modifica a permeabilidade
da mucosa bucal, explicando, pelo menos em parte, o sinergismo entre alcool e
fumo. Segundo estes estudos bebidas com concentracdo alcodlica entre 15% e 25%
facilitariam a acdo de diferentes substancias, inclusive as carcinogénicas presentes
no fumo (DU et al., 2000; HOWIE et al., 2001; SQUIER; COX; HALL, 1986). Por um
mecanismo ainda desconhecido, o alcool parece impedir que as células epiteliais
organizem a barreira de permeabilidade, composta principalmente de lipidios. Esta
barreira tem a importante funcdo de impedir a desidratacdo e a penetracdo de
agentes externos (SQUIER; FINKELSTEIN; CATE, 2001; SQUIER; WERTZ, 1996).
Além disso, é provavel que a acao do fumo e do alcool sobre 0s outros sistemas,

como o imunolégico, tenha uma contribui¢cdo consideravel.

Alguns estudos analisaram a influéncia do consumo de alcool na morfologia e
no processo de renovacgao celular do epitélio bucal. A maioria deles concorda que o
consumo crénico de alcool provoca uma diminui¢do da sua espessura (MAIER et al.,
1994; MASCRES; JOLY, 1981; SANFELICE; PADILHA; SANT'ANA, 2003;
VALENTINE et al., 1985). Segundo Ogden, Wight e Rice (1999) essa reducao de
espessura seria 0 resultado do aumento da descamacao celular, embora outros

estudos tenham afirmado que esta decorre da reducdo do volume das células



epiteliais (MARTINEZ et al.,, 2000; MARTINEZ; MARTINEZ; WATANABE, 1998;
VALENTINE et al., 1985).

Com relacdo ao processo de renovacdo do epitélio, tem sido demonstrado
aumento da proliferacdo celular decorrente do consumo crénico de alcool (MAIER et
al., 1994; HOMMAN et al., 1997; MAITO et al., 2003; CARRARD et al., 2004). Em
contraste, outros autores relacionaram-no com um aumento da autélise ou morte
celular (MARTINEZ et al., 2000; MARTINEZ et al., 1998; MASCRES; JOLY, 1981;
SLOMIANY et al.,, 1998). Embora aparentemente conflitantes, esses resultados
podem indicar que o aumento da proliferacéo celular nas camadas mais profundas
do tecido epitelial seja uma resposta adaptativa ao aumento da morte celular nas
camadas mais externas, a fim de que seja mantida a homeostase (CARRARD et al.,
2004). Conclui-se, dessa forma, que o aumento da proliferacdo celular estaria
atuando de maneira compensatéria para manter a integridade do tecido epitelial.
Esse aumento do ritmo de proliferagcdo poderia favorecer a maior ocorréncia de
mutacfes e danos cumulativos, aumentando o risco para o desenvolvimento do

cancer.

Apesar de o consumo de alcool poder influenciar a mucosa bucal por meio de
diferentes mecanismos, ainda ndo esta claro na literatura até que ponto o alcool
isoladamente pode ser responsavel pelo desenvolvimento de cancer de boca.
Mesmo que uma possivel explicagdo para o aumento de risco de desenvolvimento
de carcinomas espinocelulares de boca em individuos expostos ao alcool e ao
tabaco seja dada pelos estudos de permeabilidade, ainda ha davidas sobre o quanto
cada um dos possiveis mecanismos envolvidos pode contribuir. Esse tema é
bastante complexo, pois esses mecanismos se inter-relacionam, sendo dificil

estabelecer o real impacto de cada um deles isoladamente.

A mucosa bucal ndo € local preferencial para a degradacdo do alcool, mas
alguma quantidade é absorvida e metabolizada em nivel tecidual durante a
degluticdo. Através da principal rota de degradacgdo, o alcool € convertido pela
enzima alcool-desidrogenase (ADH) em acetaldeido, e este em acetato pela enzima
aldeido-desidrogenase (ALDH). Posteriormente, o acetato chega até diferentes
partes do organismo, onde pode ser utilizado para produzir energia ou outras
moléculas Uuteis pela rota de degradacdo comum a da glicose. Usualmente, o

acetaldeido ndo provoca danos, pois é rapidamente convertido em acetato. Contudo,
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em determinadas situacdes, como consumo excessivo ou degradacao deficiente, &
possivel que este metabdlito seja acumulado. Em tese esta situacdo seria
preocupante, pois o acetaldeido é um metabdlito toxico capaz de provocar quebra
da dupla fita de DNA e de formar complexos (adutos) com diferentes moléculas,
principalmente com proteinas, comprometendo as fun¢bes celulares (BIRD;
DRAPER; BASRUR, 1982; DELLARCO, 1988).

Recentemente, alguns estudos tém sugerido que, além da degradacdo do
alcool, a ALDH, particularmente os subtipos ALDH1Al1 e ALDH3A1, participam de
outras fungbes como protecdo e diferenciacdo celulares, podendo, inclusive, ser
considerada um marcador de células tronco (ALLAHVERDIYEV et al., 2012;
DOUVILLE; BEAULIEU; BALICKI, 2009; MUZIO et al., 2012). J4 foram identificadas
19 isoformas da desta enzima, com diferentes localizacdes e funcdes. Dentre estas,
podemos destacar: protecdo celular, e degradacao de xenobiéticos (MUZIO, 2012,
LINDAHL, 1992). A ALDH, em particular o subtipo ALDH3AL1 foi demonstrada em
diferentes tecidos extra-hepaticos, por exemplo, epitélio do estbmago, do esoéfago,
mama, glandulas salivares e da pele (MA; ALLAN, 2011). Contudo, apenas um
estudo avaliou a presenca desta proteina no epitélio bucal (DONG et al., 1996).
onde o silenciamento do RNA da ALDH3AL1 suprimiu a capacidade proliferativa do
epitélio (KATO et al., 2013). Kato et al. (2013) sugerem que a expressao
citoplasmatica desta enzima indica acdo antioxidante, como o observado no epitélio
da cornea de mamiferos (ESTEY et al., 2007; MARCHITTI et al., 2011).

Pappa et al. (2003), identificaram a ALDH3A1 na coérnea, onde atua como
enzima antioxidante e absorve radiacdo UV. Essa enzima também foi localizada ao
longo da progressdo de tumores gastricos, com aumento progressivo da sua
expressao entre tecido normal, displasico e neoplasico. Paralelo a isso, também foi
encontrada uma diminui¢cdo da expresséo de E-caderina e aumento da expressao de
vimentina, sugerindo uma possivel participacdo na transicdo epitélio-mesénquima
(WU, 2016).

Diante do que foi exposto, € possivel que a modulacdo da ALDH3A1l no

epitélio bucal possa explicar o aumento da proliferacédo neste tecido.
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2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo observacional transversal analitico foi avaliar o efeito
de diferentes periodos de consumo crénico de alcool sobre a atividade proliferativa e

na expressao de ALDH3AL1 no epitélio lingual.
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3 METODOLOGIA

O estudo foi do tipo experimental, controlado e cego. Vinte e seis ratos
(Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia da linhagem Wistar), fémeas, com
aproximadamente 3 meses de idade, pesando entre 190 e 260g e mantidos em
biotério convencional com temperatura controlada (24+1°C), umidade relativa entre
50% e 60%, ventilacdo adequada e com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais
foram alimentados com racdo balanceada padrédo para roedores (Nuvilab/CR1,
Nuvital Nutrientes LTDA, Colombo, Parana, Brasil) ao longo de todo estudo. O
estudo foi avaliado e aprovado pela Comité de Pequisa com Uso de Animais local

(protocolo numero 190/05).

Previamente ao inicio do estudo, os animais foram pesados e estratificados
por peso conforme grupo experimental. Cada animal recebeu uma marcagdo em seu
rabo (numerag&o) com caneta permanente e as caixas foram identificadas de acordo

com o grupo experimental. Os animais foram divididos em 3 grupos conforme segue:

-Grupo 1 (Controle), n=6: &gua ad libitum durante 120 dias.
-Grupo 2 (ALC 60), n=10: alcool (40% v/v) ad libitum na agua de

abastecimento durante 60 dias e agua por 60 dias.

-Grupo 3 (ALC 120), n=10: &lcool (40% v/v) ad libitum na &gua de

abastecimento durante 120 dias.

A concentracao de alcool 40% foi escolhida por ser a concentracdo presente
na “cachaca”, tipo bebida mais consumida pela populacdo brasileira (NEVES,;
BORGES; VILELA, 1989). Durante a primeira semana, a concentracao de alcool foi
aumentada gradualmente de 5 para 40% (MCMILLEN et al., 2005). Ap6s 60 dias,
esta solucdo foi gradualmente substituido por agua ao longo de uma semana.
Depois de 120 dias, os animais foram submetidos a eutanasia por asfixia em camara
de CO,, e tiveram as suas linguas removidas cirurgicamente. O método utilizado foi
asfixia em camara de CO, em sala diferente da utilizada para manutencdo dos
animais. Trés animais foram perdidos ao longo do experimento, sendo 2 do grupo
controle e 1 do ALC120.
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3.1 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Cortes histolégicos de 4um, em laminas silanizadas, foram desparafinizados
em estufa a 60°C por 12 horas, seguidas por banhos em xilol e hidratacdo em alcool.
As laminas foram imersas em solucdo de peréxido de hidrogénio a 0,3% em metanol
para blogueio da peroxidase enddgena. A seguir, os cortes foram submetidos a
recuperacdo antigénica e entdo incubados com os anticorpos primarios anti-Ki-67
(MIB1, DAKO, Solucdo de baixo pH em estufa por 18h, 1:50, overnight), anti-
ALDH3A1(ab76976, Abcam, Solucdo de recuperacdo pH 6.0 por 20 min, 1:200,
overnight) com reatividade para ratos. Posteriormente, os cortes foram incubados
com o diaminobenzidina (DakoCytomation, Carpinteria, CA, 133USA) e
contracorados com hematoxilina de Mayer. Os controles positivos foram,
respectivamente carcinoma espinocelular e eséfago. Os controles negativos foram
obtidos pela substituicdo dos anticorpos primarios por albumina sérica bovina (BSA)
a 1% diluida em tampé&o TRIS-HCI, pH 7,4.

Imagens de todos os campos microscopicos de cada lamina foram capturadas
com o auxilio de uma camera (QColor5, Coolet,RTV,Olympus Latin America, Inc.,
Miami, Florida, USA) conectada a um microscépio de luz transmitida convencional
(modelo CX 41, Olympus Latin America, Miami, Florida, USA) acoplado a um
computador (Dimension 5150, Dell, Porto Alegre, RS,Brasil). Foram consideradas
positivas todas as células marcadas em marrom, independente da sua intensidade.
As avaliacbes imunoistoquimicas foram realizadas por 1 examinador treinado e

cego.

3.2 QUANTIFICACAO DO KI-67

Para cada lamina marcada com Ki-67 foi registrado o percentual de células
positivas na camada basal e na camada suprabasal, sendo analisadas 100 células
por camada, compreendendo a aproximadamente 10 campos microscopicos de
400x de magnificagcdo (FRACALOSSI et al., 2011). Foram consideradas da camada
basal as células em contato com a membrana basal. A camada suprabasal foi
composta pelas duas ou trés camadas de células acima da camada basal, exceto as
células da camada superficial (GONZALEZ-MOLES et al., 2000).
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3.3 QUANTIFICACAO DO ALDH3A1

A avaliacdo da imunomarcacdo com ALDH3ALl foi realizada nos mesmos
epitélios (dorso e ventre lingual), com 0os mesmos numeros e camadas descritas
acima para o Ki-67. As marcacdes para citoplasma e para nucleo foram avaliadas
independentemente. Os diferentes sitios (dorso e ventre lingual) foram escolhidos
por representarem, respectivamente, regides com baixo e alto risco para o

desenvolvimento do cancer de boca.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo dos dados relacionados a cada um dos marcadores foi avaliada
a partir da aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk. Como os dados mostraram
distribuicdo normal (p>0,05), utilizou-se o teste da Andlise da Variancia (ANOVA)
para comparacdo dos grupos. Quando a diferenca entre 0s grupos foi
estatisticamente significativa (p<0,05) o teste de Tukey foi empregado para

comparacdes multiplas. As analises foram realizadas no programa PASW 18.0.
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4 RESULTADOS

O peso dos animais ao final do estudo e o ganho de peso ao longo do
experimento, usado para controle do estado organico dos animais, ndo mostrou

diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1 - Peso inicial e ganho de peso ao longo do experimento.

Peso () Ganho de peso (%)
Média DP p Média DP p
Controle (C) 247,25 17,97 0,33 8,80 3,19 0,72
Alcool — 60 dias (A60) 238,10 22,65 5,00 1,84
Alcool — 120 dias (A120) 228,67 18,95 2,77 9,80

4.1 EXPRESSAO DO KI67

No epitélio do dorso lingual, em ambas as camadas (basal e suprabasal), ndo
houve diferencas na proliferacédo celular entre os grupos(ANOVA, p= 0,89 e p= 0,06
respectivamente). A proliferacdo celular aumentou apés 120 dias de consumo de
alcool quando comparado ao grupo controle, tanto na camada basal quanto na
camada suprabasal do epitélio do ventre lingual (Figura 1). Imagens representativas
destes grupos sao apresentadas na Figuras 2A e 2B.

Figura 1 - Percentual de células imunomarcadas pela proteina Ki67 no ventre
lingual, camadas basal (A) e suprabasal (B).

Camada basal — Ki67 Camada suprabasal — Ki67

1001 100
= 801 = 80
< 37,08 S

0

2 o] 248 AB ae:d) 2 60
g g
8 9 95A 8 40 11.38 AB 12.71B
3 (3.8) = S (5,99) (6,07)

204 Q 20 i

I_—l—_l L
0 . 3 . — -
Controle A60 A120 ° Controle A60 A120
p=0,01 (ANOVA) p=0,04 (ANOVA/Tukey)

Fonte: da autora, 2017.



16

Figura 2 - Aspecto microscoépico do epitélio do ventre lingual dos animais dos grupos
Controle (A) e A120 (B) submetidos a imunomarcacédo da proteina Ki67.

Fonte: da autora, 2017.

4.2 EXPRESSAO DA ALDH3A1

N&o observou-se marcacao citoplasmatica nas células epiteliais em nenhum
dos grupos. Tanto no epitélio do dorso quanto no epitélio do ventre lingual, houve
maior frequéncia de células com imunomarcacdo nuclear no grupo Al120 nas
camadas basal e suprabasal em comparagdo aos outros grupos (FIGURAS 3 E 4).
Imagens representativas sdo apresentadas na Figura 5.

Figura 3 - Graficos representando o percentual de células imunomarcadas pela

proteina ALDH3A1 nas camadas basal e suprabasal do epitélio do dorso lingual.

Dorso da lingua - Camada basal Dorso da lingua - Camada suprabasal
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2 2
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p<0.01(ANOVA). Médias acompanhadas por letras iguais p<0.01(ANOVA). Médias acompanhadas por letras iguais
nao diferem entre si nao diferem entre si

Fonte: da autora, 2017.



Figura 4 - Gréficos representando o percentual de células imunomarcadas pela proteina
ALDH3AL1 no ventre lingual, nas camadas basal e suprabasal.
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Fonte: da autora, 2017.

Figura 5 - Aspecto microscépico do epitélio do ventre lingual dos animais dos grupos
Controle (A) e A120 (B) submetido a imunomarcacdo da enzima ALDH3AL.

o P SR
” -
I - - ﬁ> s ] . i ﬁ‘ - - >
°- o — e B =5 ” - > —
< i e & > |
: e N gs e i & (] ”'Al'a B
el @ 7 - 27 o9 4, 0"
5 S T ’\f & = | . 7 . . & . ,’ ‘@
v > O 83" Sl | L8 Pl MAL Yog’ ¥ " 2.0
£ o7 P &% @ 9! " <l
D ~® & ;':‘"‘-' P \:re‘f‘ L N - l"“ .l' ‘/’ ’./l“ e
§ 5o € NE®; - " v Yo
et (3ot WD B
o A . E) ) ' i /] L L.
\M W S ;Qt,_ef‘ &I.‘s‘ s ’ » "l o ol '\ -
, ’ . v "_' --’i,l ‘(:‘ 4 4 - 4 .
: *® I: .’ér \“::"‘ (4 ‘~"" a-‘ ) > e 4 ”‘\ " . ‘s
TP e o AR - v \
o ',"' :";i\, X e 3o ¢ o S ”’o\( "f'_"
’.";.,;’ . ARy Lo (NS ,.‘ "5 ;‘ : / 4'- A A
oy P DA |
PR GG e N g N W
S SEFT N LSS ot P X B3 ¢ 1 20um

Fonte: da autora, 2017.

17



18

5 DISCUSSAO

Ainda alcool seja reconhecidamente um fator de risco independente para o
cancer de boca (FRANCO et al., 1989; FIORETTI et al., 1999; LLEWELLYN et al.,
2004), os mecanismos para explicar essa relacdo ainda ndo foram completamente
elucidados (CARRARD et al., 2008). Uma das hipoteses mais aceitas, € a de que o
acumulo de acetaldeido, metabdlito toxico capaz de provocar a quebra da dupla fita
de DNA e de formar adutos com diferentes macromoléculas (BIRD et al., 1982;
DELLARCO, 1989; SUMAN et al., 2016) possa estar envolvido. Diante disso, avaliar
o metabolismo do alcool poderia ser uma forma de entender os seus efeitos nos
diferentes tecidos. Estudos anteriores ja haviam evidenciado a presenca do
ALDH3A1 em outras partes do trato gastrointestinal (MA; ALLAN, 2011; MUZIO et
al., 2012), mas apenas um estudo havia demonstrado a expressao da enzima ALDH
no epitélio lingual e gengival (DONG et al., 1996). Isso mostra tanto que o alcool
pode ser metabolizado fora do figado, quanto a possibilidade de modulacdo de
enzimas relacionadas a sua degradacao.

Este estudo € o primeiro a investigar a influéncia de diferentes tempos de
consumo de alcool na expressdo da ALDH e sua possivel repercussdo no
comportamento proliferativo deste tecido. A ALDH3A1 é considerada uma enzima de
fase Il no metabolismo do alcool, pois sua funcdo € degradar o acetaldeido
produzido apés a oxidacdo do etanol (alcool) pela alcool-desidrogenase (ADH). Os
resultados do presente estudo mostraram diminuicdo da expresséo da ALDH aos 60
dias de tratamento com alcool e aumento aos 120 dias. Isso poderia ser explicado
por uma acao toxica sobre a enzima, o que ja havia sido demonstrado com relacéo a
enzima superéxido-dismutase em um estudo anterior com 0 mesmo material
(CARRARD et al., 2013). Em relacdo a esse aspecto, € importante lembrar que o
consumo de alcool aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio, levando
ao estresse oxidativo no figado (HALLIWELL, 1991; WU; CEDERBAUM, 2003). Por
outro lado, aos 120 dias, houve o aumento da expressao da enzima, o que pode ser
interpretado como mecanismo adaptativo de protecdo para evitar o acumulo de
acetaldeido.

A maior parte dos estudos enfoca na expresséao citoplasmatica do ALDH (WU

et al., 2012; MA, 2011), a qual ndo foi identificada no presente estudo. Poucos
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estudos (PAPPA et al.,, 2005; BLACK; VASILIOU, 2009; MA, 2011) mencionam
marcacao nuclear e sugerem que a mesma possa estar relacionada a regulacéo do
ciclo celular (PAPPA et al., 2005). Outra hipotese € que a translocacdo do ALDH
para o nucleo esteja relacionada a regulacdo de genes relacionados a mecanismos
de protecédo celular. Considerando que o seu substrato (acetaldeido) é mutagénico,
estes genes poderiam ser os relacionados ao reparo de DNA. Estudos futuros
deveriam enfocar na investigacdo desta hipotese, pois, com base nos resultados
obtidos pelo presente estudo, ndo se pode assegurar que todo o acetaldeido foi

degradado.

O aumento progressivo da proliferacdo celular observado no epitélio do ventre
lingual j& havia sido demonstrado em estudos anteriores do nosso grupo (CARRARD
et al., 2004; CARRARD et al., 2013; MAITO et al.,, 2003). Este estudo teve como
foco o epitélio lingual, pois € um dos sitios mais acometidos pelo cancer bucal
(TURATI, et al. 2010). E sabido que o aumento da proliferacdo celular € um dos
eventos observados ao longo da carcinogénse bucal (HILDEBRAND et al., 2010).
Diversos estudos mostram que a ALDH3A1 pode ser uma das vias para estimular
proliferacéo celular (MUZIO et al., 2012; MOREB et al., 2008; CANUTO et al., 2001,
PAPPA et al., 2005). Contudo, essa via ndo parece estar envolvida neste contexto,
pois observou-se aumento da proliferacdo celular apenas no epitélio do ventre,
enquanto a ALDH3A1 mostrou aumento tanto no epitélio do dorso quanto no ventre
de lingua. De qualquer forma, o aumento da proliferacéo celular pode ser o primeiro
passo na carcinogénese bucal, tendo em vista que células que apresentam turnover
mais rapido sdo mais suscetiveis a erros de duplicacdo do DNA (MELNICK et al.,
1993; TOMATIS, 1993). Este efeito do alcool pode ser uma resposta adaptativa que
induz aumento da descamacdo ou o inicio da carcinogénese, provavelmente

relacionada ao acumulo de acetaldeido, o que ndo pode ser avaliado neste estudo.
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6 CONCLUSOES

O consumo cronico de alcool induz aumento da proliferacdo celular e da
expressdo da ALDH3Al1 no epitélio lingual, mas estes eventos ndo estdo
relacionados entre si. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito do

consumo de alcool sobre dano de DNA e nos seus mecanismos de reparo.
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