A formacdao da linha de pesquisa

Acéo do etanol sobre a biologia (sistemas organicos) animal

(Action of ethanol on animal biology: organic systems)

Meu nucleo tematico da atividade de pesquisa, com desenvolvimento
sistematico de trabalhos com objetos e metodologias comuns, envolveu
desde minha formacdo académica, 1985-1988, e na pos-graduacédo, 1989-
1993, a acdo do etanol sobre sistemas organicos de roedores. Focarei sobre
as conclusoes, tentando construir minha linha de pesquisa durante os mais
de trinta anos com 0 apoio dos jovens iniciantes (iniciacdo cientifica),
mestres, doutores e pos-doutores que colaboraram nessa trajetoria. Essa obra
tem o objetivo de contribuir na orientacdo e formacdo de cientistas que

trabalham nos laboratérios universitarios.

A reproducéo € uma etapa de nossas vidas, sendo fenémeno bioldgico,
mas também comportamental, apresentando multiplos fatores de controle,
principalmente neuroenddcrinos. Durante o ciclo da vida, jovens e velhos
sdo distintos e os adultos, com a producdo de gametas masculinos e
femininos, podem, se houver sucesso na fertilizacdo e desenvolvimento,
deixar descendentes que perpetuardo as especies. A reproducdo envolve
estruturas e mecanismos gerais, porém ha particularidades das espécies
marcadas durante a evolucgdo. Dentre os animais utilizados em pesquisa: 90%

séo roedores, ratos e camundongos, 5% outros animais e 1% primatas.

As glandulas sexuais acessorias permitem ao espermatozoide

viabilidade para possibilitar o encontro com o oOvulo. A préstata é



responsavel por ampla variedade de elementos que participam desse
processo. Nosso trabalho do lobo ventral da préstata de ratos com etanol
crénico (Martinez et al., 1993; 2001), permitiu concluir que as células
epiteliais da prostata mostraram degeneracdo frente a acdo do etanol. Ha
evidéncias que a geracdo de radicais de superoxidos esteja envolvida nos
mecanismos de lesdo as células epiteliais da prostata (Novelli et al., 1997).
Os danos celulares encontrados foram nucleos irregulares (picndticos),
cisternas do reticulo endoplasmatico granular (REG) dilatadas, lisossomos e
diminuicdo dos microvilos na microscopia eletronica de transmissédo (MET)
(Martinez et al., 2006), neoplasias intraepiteliais, estroma hipertrofiado e
presenca de células inflamatdrias (Candido et al., 2007) e em camundongos
C57BI/6J atrofia do epitélio secretor (Cagnon et al., 2001). O etanol aumenta
0 numero de mastdcitos totais e degranulados na prostata e epididimo,
podendo levar a inflamacdo (Mendes et al., 2001). O etanol altera as
concentracdes de retinol plasmatico proporcionalmente a quantidade
consumida. Além disso, o elevado consumo de etanol aumenta a
concentracdo do acido retindico trans (ATRA) no plasma e tecido da
préstata. O consumo de etanol e 0 aumento do ATRA néo foram associados
a proliferacdo celular e a apoptose na prostata (Fontanelli et al., 2013). O
etanol e a testosterona modulam de forma diferente as citocinas no plasma e
na prostata (Mendes et al., 2014). O etanol modula a sintese e o catabolismo
do ATRA na prostata de forma dependente da concentracdo (Fioruci-
Fontanelli et al., 2015).

A testosterona foi capaz de inverter os danos causados pelo consumo
de etanol no microambiente da prostata e torna-se alvo a ser investigado para
as doencas relacionadas com o etanol (Mendes et al., 2015). A ingestéo
cronica de etanol prejudica o equilibrio fisiolégico da rotacdo da matriz

extracelular da prostata, atraves da desregulacdo das metaloproteinases
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(MMPs), o que pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
prostaticas. Além disso, como essas proteinas sdo componentes da secrecdo
prostatica, o impacto negativo da ingestdo cronica de etanol na fertilidade
pode também envolver a reducdo de MMPs e metaloproteinases

denominadas TIMPs no liquido seminal (Fioruci-Fontanelli et al., 2015).

As células epiteliais do lobo lateral da préstata apresentaram acimulo
de gotas de lipideo, dilatacdo das cisternas do REG e vesiculas de contorno
irregular com conteudo de baixa eletrodensidade (Martinez et al., 1998),
enguanto as do lobo dorsal atrofia do epitélio (Garcia et al., 1999). Quanto a
glandula de coagulacdo (Cagnon et al., 1996), as células epiteliais também
mostraram degeneracéo frente a acdo do etanol com aumento dos feixes de
fibras colagenas, fibrose e atrofia do epitélio (Montico et al., 2010). O etanol
diminuiu o peso das vesiculas seminais (Martinez et al., 2001) e do testiculo
de ratos, recuperando apds 240 dias de auséncia da droga (Martinez et al.,
1997). A ultraestrutura do epitelio secretor da vesicula seminal (Martinez et
al., 2008) frente ao etanol mostrou-se semelhante aos ratos castrados. O
etanol, além de provocar diminuicdo da testosterona, pode agir diretamente
sobre o epitélio, semelhante a acdo no figado (Flickinger, 1974), glandula
mamaria (Vilaro et al., 1987, 1989) e testiculo (Anderson et al., 1989). Ha
restabelecimento das alteragcGes provocadas, desde que nédo ultrapasse o

limite permitido ao tecido que pode variar (Martinez et al., 1997).

O etanol alterou o peso do epididimo e do testiculo, atrofiou o epitélio
da cauda do epididimo e vacuolizacdo e aumento das gotas de lipideo nas
células de Sertoli (Martinez et al., 2000). O etanol modula os androgenos,
modificando o padrdo da expressdo de aquaporinas (AQP-1 e 9) no
epididimo (Teixeira et al., 2000). Alteracbes das células germinativas
testiculares incluiram gotas lipidicas, espacos intracelulares, vacuolos e

vasos dilatados (Martinez et al., 2009). Os achados mostraram que a
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combinacdo de consumo de etanol e o exercicio fisico de resisténcia pode
prevenir danos testiculares (Goncalves et al., 2000). O ducto deferente
mostrou gotas lipidicas, nucleos apoptoticos e mitocéndrias com cristas
lesadas (Rissato et al., 2003).

Quando nosso foco se volta para a fémea, o epitélio do endométrio do
corno uterino se atrofiou com gotas de lipideo intensas, cisternas do REG
dilatadas e aumento das mitocondrias no citoplasma nos alcodlicos
(Martinez et al., 1999; 2001). A ingestdo cronica de etanol leva a alteragcoes
estruturais e moleculares no endométrio uterino, independentemente do
consumo de baixas ou altas doses, promovendo distdrbios reprodutivos
(Martinez et al., 1999). J& a camada epitelial da tuba uterina mostrou
acumulo de gotas lipidicas e lisossomos, cisternas do REG dilatadas e
vacuolizacdo (Martinez et al., 1999). Os ovarios apresentaram aumento no
numero de corpos luteos, foliculos atrésicos, gotas lipidicas e vacuolizacdo
(Laura et al., 2003) com duracéo do ciclo estral maior e persisténcia na fase
de estro (Chuffa et al., 2009).

Sugerimos que a melatonina é capaz de afetar a eficiéncia alimentar e,
inversamente, proteger 0s ovarios contra o estresse oxidativo decorrente do
consumo de etanol (Chuffa et al., 2011). O etanol e a melatonina exercem
efeitos opostos sobre o estradiol e a progesterona e regulam de forma
diferente a expressdo dos receptores de esteroides sexuais nos tecidos
reprodutivos femininos (Chuffa et al., 2013). Concluimos que a melatonina
reduz as massas ovarianas e a incidéncia de adenocarcinomas em ratos
desprovidos de etanol (Chuffa et al., 2013). Nossos resultados sugerem que
a melatonina atenua na via de sinalizacdo Her-2 em cancer de ovario de ratos
que ingerem etanol, fornecendo contribuicdo eficaz para o desenvolvimento
futuro de terapias colaborativas (Chuffa et al., 2014; 2016). Os achados

sugerem que a melatonina atenua na angiogénese em cancer de ovario no



modelo animal de consumo de etanol, proporcionando oportunidade
terapéutica complementar para quimioterapia concorrente (Zonta et al.,
2017).

O epitélio da uretra mostrou gotas lipidicas e espacos intercelulares
frente ao etanol (Pinheiro et al., 2007). O epitélio de transicdo da bexiga
urindria mostrou-se sensitivo ao etanol pelas alteragcdes dos componentes da
barreira urinaria-sanguinea, aumento da inflamacdao e da descamacéo (Mello
Jr.etal., 1997).

O plexo coridide do ventriculo lateral apresentou dilatagdo das
cisternas do REG, aumento dos espacos intercelulares, nucleos picnéticos e
vesiculas de contorno irregular com contetdo de baixa eletrodensidade
(Tirapelli et al., 1998).

As células epiteliais da mucosa palatina mostraram goticulas lipidicas,
nucleos alterados, nucleos na camada cOrnea e mitocondrias lesadas
(Martinez et al., 2011). A ingestdo cronica de etanol provoca hiperplasia da
mucosa palatina associada a perturbacdo da queratinizacdo, o que pode
aumentar a susceptibilidade do epitélio da mucosa ao efeito cancerigeno de

agentes como o etanol (Martinez et al., 2018).

Nossos resultados sugerem que os baixos cuidados maternos alteram
a corticosterona e o 17 beta-estradiol, desequilibrando o ciclo estral e a
foliculogénese e regulando diferentemente a expressédo da ER-a e ER- nos
ovarios de ratos adultos (Martinez et al., 2011). A separacdo materna alterou
as células de Purkinje no cerebelo de ratos UCh, aumento das gotas lipidicas,
reducdo do citoplasma celular nos ndcleos elétron densos e alteracdes na
bainha de mielina no cértex cerebelar. Nossos dados demonstraram que o
etanol induziu apoptose na Purkinje e nas células granulares do cerebelo

(Oliveira et al., 2014). O etanol induziu apoptose nas celulas da glia e



promoveu intensa mudanca na bainha de mielina do cerebelo, o que pode

causar perturbacdes funcionais (Martinez et al., 2015).

Considerando nossos resultados, concluimos que o etanol predispde
ao processo inflamatorio, enquanto a cafeina tem efeito neuro protetor sobre
o tecido cerebelar (Rossetto et al., 2019). A ingestdo de cafeina e etanol pode
produzir efeitos antagénicos com implicacdes de diferentes expressdes de
miRNASs gue podem ter acOes importantes sobre o sistema nervoso central.
Embora a cafeina apresente efeitos neuro protetores significativos, a ingestao
deve ser controlada, uma vez que ndo existe consenso em torno de limites e
doses seguras para os seres humanos. A melhor compreensdo do consumo
crénico de etanol e cafeina em simultaneo esta longe de estar estabelecida,
fornecendo amplas diregdes nessa linha de investigagdo. Os resultados
apresentados podem motivar novas analises com enfoque genetico,
procurando a susceptibilidade dos organismos a interacdo do etanol e da
cafeina (Martinez et al., 2019). A cafeina parece atenuar a inflamacao
induzida pelo etanol no cerebelo atraves da modulacdo Al e A2a,
desempenhando papel neuro protetor no contexto crénico do consumo de
etanol (Rossetto et al., 2021).

Houve interacdo da separacdo materna e etanol no figado com
aumento da massa hepatica, vasos peritubulares, nimero de células
estreladas, esteatose e morte celular, diminuicdo da necrose, didametros
capilares sinusoidais e proliferacdo celular. Houve também diminuicédo do
FSH, testosterona e 5 a-di-hidrotestosterona, e aumento da corticosterona e
do colesterol. Conclui-se que a alteracdo na estrutura hepatica ¢ dependente
da quantidade da ingestdo de etanol. Além disso, a interacdo do estresse e
drogas pode aumentar ou diminuir os seus efeitos no figado ou indiretamente
através dos eixos hipotalamico-hipofise-adrenal e hipotalamico-hipofise-
gonadal (Rosa-Toledo et al., 2015).



O elevado uso de etanol materno e paterno na pos-puberdade prejudica
0s parametros da descendéncia que néo recebeu etanol, induzindo alteracfes
no desenvolvimento e reproducdo (Fioravante et al., 2021). Concluimos que
0 uso baixo e elevado de etanol pds-pubere prejudica os parametros
reprodutivos a longo prazo, mesmo apos a retirada do etanol. Além disso, 0s

efeitos estdo relacionados com a dose (Fioravante et al., 2022).

Pudemos observar que as comunicac@es das conclusdes através das
publicacBes em revistas especializadas em anos constituiram pontos que
formaram a reta, linha do tempo, denominada linha de pesquisa da ac¢ao do
etanol sobre a biologia (sistemas organicos) animal. Os temas dos artigos se
relacionaram ao etanol e os investigadores formaram o grupo de pesquisa
que permitiram alcancar as conclusdes, verdades, que atingiram o publico
especializado, impactando as discussdes e validando os resultados. A
primeira comunicacgdo surgiu em 1993 e a ultima em 2022, sendo 30 anos,
possibilitando impacto junto a comunidade especializada atraves das revistas

especializadas e das comunicacGes em congressos e afins.

1993 2022__...

Fig. 1. Linha de pesquisa da acdo do etanol sobre a biologia animal.
Varios pontos com comunicagdes que juntos determinam a linha
(reta).

O grupo de pesquisa foi formado por alunos de graduacéo, que durante
seu curso realizaram a iniciacdo cientifica, alunos dos cursos de mestrado e
doutorado dos programas de pds-graduacéo e alunos de pos-doutorado que

apos a pos-graduacdo estiveram vinculados a linha de pesquisa. Importante



ressaltar que os projetos de pesquisa receberam, além do apoio estrutural da
universidade, investimentos de agéncias de fomento federais e estaduais na

forma de auxilios pesquisa e bolsas.

Dessa forma, essas sao as pecas fundamentais que possibilitam a
criacdo das linhas de pesquisa, pessoal competente, projetos desafiadores,
infraestrutura e investimentos adequados e lideranca presente. Sempre
haverd obstaculos na construcdo da linha, que em muitos momentos a
tornardo tortuosos, porém com foco, disciplina, dedicacdo e confianca os
objetivos serdo alcangados. Sempre devemos nos lembrar que o aprendizado
e 0 conhecimento nos mostram o aumento da nossa fronteira da ignorancia,
pois lidamos com as incertezas, ou seja, 0 desconhecido, que nos leva aos
frequentes fracassos, motores de nosso crescimento continuo. Com
persisténcia seremos capazes de lidar com a subjetividade, o conceitual, o
qualitativo versus objetividade, métricas e o quantitativo. Os métodos
empregados na construcédo da linha de pesquisa tém por requisitos a validade
(serem capazes de medir efetivamente o que se pretende medir), relevancia
(seus resultados devem ser significativos ao contexto), confiabilidade
(precisdo), replicabilidade (igualmente aplicaveis a situacdes congéneres) e

robustez (representativos de um conjunto consideravel de dados).

Esperamos ter colaborado na reflexdo dos nossos alunos e cientistas

na formacéo dessa crucial etapa da vida académica.
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