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RESUMO

A licitude do alcool, fatores culturais e sociais tém normalizado cada vez mais o0 consumo
de alcool por adolescentes. Os individuos do sexo masculino sdo a maioria entre 0s
bebedores ativos, sendo quase o dobro em relacdo as mulheres que consomem alcool no
Brasil. O alcoolismo é uma doenca cronica multifatorial caracterizada pelo consumo
continuo de alcool. Tal doenca traz diversos efeitos a satde fisica e mental especialmente
durante a adolescéncia, onde diversos processos fisioldgicos de maturacéo acontecem. O
presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da administracdo de melatonina
exdgena sobre receptores de androgeno, aspectos morfométricos, hormonais e
imunohistoquimicos nos testiculos de ratos jovens induzidos ao alcoolismo cronico.
Foram utilizados 30 ratos Wistar com 40 dias de idade, divididos nos seguintes grupos:
I: (controle): ratos sem tratamento com alcool; 11: ratos submetidos ao consumo crénico
de solucdo hidroalcodlica a 25%; I11: ratos submetidos ao consumo crénico de solucéo
hidroalcodlica a 25% e tratados simultaneamente com melatonina. A inducdo ao
alcoolismo foi feita utilizando o modelo de consumo semivoluntario de etanol, onde a
Unica dieta liquida disponivel é solucdo hidroalcoodlica a 25%. Os animais do grupo Il e
Il passaram por um periodo de adaptacdo de quatro semanas onde foi oferecida solucéo
hidroalcoolica em concentracdes crescentes de alcool (5, 10, 15 e 20%). Ao final do
periodo de adaptacdo, receberam solugdo hidroalcodlica a 25% durante o periodo 8
semanas. A melatonina foi administrada via intraperitoneal, numa dose de 10 mg/kg da
quinta semana a oitava semana do experimento apenas para o grupo Il1. Os testiculos dos
animais foram submetidos a andlises histopatologicas, hormonais, morfométricas e
imunohistoquimicas para receptor de andrégeno. As dosagens hormonais revelaram
reducdo significativa da testosterona sérica nos animais do grupo é&lcool, quando
comparado aos demais grupos experimentais. A analise histopatoldgica dos testiculos dos
animais do grupo Il apresentou desorganizacdo do epitélio seminifero adquirido um
aspecto de degeneracgdo tecidual, enquanto o grupo Il apresentou epitélio seminifero
integro com elementos celulares bem definidos. Houve reducdo do peso corporal, dos
testiculos e do indice organossomatico nos animais que receberam alcool em relacéo ao
controle e os que foram tratados com melatonina. Os receptores de andrégeno
apresentaram marcacdo positiva nas células do testiculo dos animais do grupo Ill, tal
como no controle. O grupo Il apresentou menor porcentagem de células marcadas em
comparagdo aos demais grupos, o0 que sugere o potencial protetor da melatonina contra
os efeitos deletérios do alcoolismo cronico nos testiculos de ratos adolescentes.
Concluimos que a administracdo de melatonina em etilistas cronicos adolescentes pode
auxiliar na manutencdo da saude dos testiculos, melhorando pardmetros hormonais,
morfologicos, histopatologicos e a expresséo de receptores de androgenos.

PALVRAS-CHAVE: Alcoolismo; testiculos, melatonina, reproducéo, ratos Wistar.
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ABSTRACT

The legality of alcohol, cultural and social factors have increasingly normalized alcohol
consumption by adolescents. Males are the majority among active drinkers, almost twice
as many as women who consume alcohol in Brazil. Alcoholism is a multifactorial chronic
disease characterized by the continuous consumption of alcohol. This disease has several
effects on physical and mental health, especially during adolescence, where several
physiological processes of maturation take place. The present study aimed to analyze the
effects of exogenous melatonin administration on androgen receptors, morphometric,
hormonal and immunohistochemical aspects in the testes of young rats induced by
chronic alcoholism. Thirty 40-day-old Wistar rats were used, divided into the following
groups: I: (control): rats without alcohol treatment; II: rats submitted to chronic
consumption of 25% hydroalcoholic solution; I11: rats submitted to chronic consumption
of 25% hydroalcoholic solution and treated simultaneously with melatonin. Induction of
alcoholism was performed using the model of semi-voluntary ethanol consumption,
where the only available liquid diet is a 25% hydroalcoholic solution. The animals in
groups Il and I11 underwent an adaptation period of four weeks where they were offered
a hydroalcoholic solution in increasing concentrations of alcohol (5, 10, 15 and 20%). At
the end of the adaptation period, they received a 25% hydroalcoholic solution for 8 weeks.
Melatonin was administered intraperitoneally at a dose of 10 mg/kg from the fifth to
eighth week of the experiment only for group I11. The testes of the animals were submitted
to histopathological, hormonal, morphometric and immunohistochemical analysis for
androgen receptor. Hormonal dosages revealed a significant reduction in serum
testosterone in the animals in the alcohol group, when compared to the other experimental
groups. The histopathological analysis of the testes of the animals of group Il showed
disorganization of the seminiferous epithelium, acquired an aspect of tissue degeneration,
while group Il presented intact seminiferous epithelium with well-defined cellular
elements. There was a reduction in body weight, testes and organosomatic index in
animals that received alcohol compared to control and those treated with melatonin.
Androgen receptors showed positive labeling in testis cells of group I11 animals, as in the
control. Group Il had a lower percentage of labeled cells compared to the other groups,
which suggests the protective potential of melatonin against the deleterious effects of
chronic alcoholism in the testes of adolescent rats. We conclude that the administration
of melatonin in adolescent chronic alcoholics can help in the maintenance of testis health,
improving hormonal, morphological, histopathological parameters and the expression of
androgen receptors.

KEYWORDS: Alcoholism; testes, melatonin, reproduction, Wistar rats.
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Data de submissao: 09/07/2021

RESUMO: O alcoolismo é uma doenca crbnica multifatorial causada pelo consumo
continuo de alcool, sendo considerado um problema de saude publica emergente. As
alteracOes fisiologicas decorrentes desta enfermidade tém sua patogénese mediada pelo
estresse oxidativo. Suas moléculas tém a capacidade de promover danos estruturais a
diversos orgédos, podendo levar a morte celular, necrose e perca ou declinio de suas
funcGes. A melatonina, hormoénio produzido pela glandula pineal possui alto poder
antioxidante e tem sido investigada terapeuticamente no tratamento de diversas doencas
cronicas. Ela ainda possui importante acdo imunomoduladora e anti-inflamatoria, o que
auxilia no controle e atenuacao dos efeitos causados pelo estresse oxidativo a nivel celular
e tecidual. O presente trabalho teve por objetivo fazer uma revisao de literatura sobre o
potencial terapéutico da melatonina nos tratamentos causados pelo consumo crénico de
alcool. Para isso, foi utilizado trabalhos nas plataformas PubMed, Scielo, Science Direct,
Scopu, Google Académico e Web of Science. Um total de 223 artigos foram selecionados
dessas bases de dados, as buscas foram realizadas utilizando os seguintes termos:
“alcoholism and melatonin”, “melatonin and ethanol”, melatonin and chronic ethanol
consumption”, “melatonin and ethanol exposure”, “melatonin and acute ethanol
ingestion”. A literatura atesta o potencial terapéutico da melatonina na reducao dos danos

causados em varios 6rgdos e sistemas. No entanto a auséncia de desenhos experimentais
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homogéneos e de estudos mais detalhados da relagdo melatonina-alcoolismo-6rgéo
mostra a necessidade de mais investigacao sobre a tematica.

PALAVRAS-CHAVE: Alcoolismo;Antioxidantes;Melatonina;Estresse Oxidativo.

ABSTRACT: Alcoholism is a multifactorial chronic disease caused by the continuous
consumption of alcohol, being considered an emerging public health problem. The
pathogenesis of physiological changes resulting from this disease is mediated by
oxidative stress. Its molecules have the ability to promote structural damage to various
organs, which can lead to cell death, necrosis and loss or decline of their functions.
Melatonin, a hormone produced by the pineal gland, has a high antioxidant power and
has been investigated therapeutically in the treatment of several chronic diseases. It also
has an important immunomodulatory and anti-inflammatory action, which helps to
control and mitigate the effects caused by oxidative stress at the cellular and tissue level.
This study aimed to review the literature on the therapeutic potential of melatonin in
treatments caused by chronic alcohol consumption. For this, works on the platforms
PubMed, Scielo, Science Direct, Scopu, Academic Google and Web of Science were
used. A total of 223 articles were selected from these databases, searches were performed
using the following terms: “alcoholism and melatonin”, “melatonin and ethanol”,
melatonin and chronic ethanol consumption”, “melatonin and ethanol exposure”,
“melatonin and acute ethanol ingestion”. The literature attests to the therapeutic potential
of melatonin in reducing damage caused to various organs and systems. However, the
absence of homogeneous experimental designs and more detailed studies of the
relationship between melatonin-alcoholism-organ shows the need for further

investigation on the subject.
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KEYWORDS: Alcoholism;Antioxidants; Melatonin; Oxidative Stress.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo foi realizado uma revisdo de literatura, para isso, foi utilizado
trabalhos nas plataformas PubMed, Scielo, Science Direct, Scopu, Google Académico e
Web of Science. Tais trabalhos foram incluidos de acordo com o cumprimento dos
critérios de elegibilidade. Um total de 223 artigos foram selecionados dessas bases de
dados, as buscas foram realizadas utilizando os seguintes termos: “alcoholism and

2 13

melatonin”, “melatonin and ethanol”, melatonin and chronic ethanol consumption”,
“melatonin and ethanol exposure”, “melatonin and acute ethanol ingestion”. Termos
relacionados ao tipo de estudo foram adicionados posteriormente como “rats”, “mice”.

Nenhuma restricao de linguagem ou de tempo foi aplicada. Toda estratégia de busca foi

revisada com o auxilio do Peer Review of Electronic Search Strategies (PRESS).
1. INTRODUCAO

Alcoolismo é uma doenca cronica multifatorial causada pelo consumo continuo
de alcool sendo considerado um problema de saude publica emergente (WORLD
HEALTH ASSOCIATION, 2018). Tal condicdo atinge pessoas em diferentes classes
sociais, idade e género, causando consequéncias sociais, morais, psicoldgicas,
econbmicas e fisiologicas, aumentando o0s niveis de morbidade e mortalidade
mundialmente. (LE BERRE, 2017; REHM; IMTIAZ, 2016). Além disso, tal distarbio
estd relacionado com diversas alteracdes no sistema gastrointestinal, cardiovascular,

reprodutor, nervoso e imunolégico. (POLSKY, 2017; KIM, 2019).
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As alteragdes fisiologicas tém sua patogénese mediada pelo estresse oxidativo
(DAS, 2007). Esse quadro é mediado pela formacéo de moléculas reativas de oxigénio
(ROS) durante o metabolismo do etanol, que gera um metabdlito secundério téxico, o
acetaldeido (CEDERBAUM, 2019). Essas moléculas promovem danos a diversas
estruturas como proteinas e lipideos e ainda promovem a mobiliza¢éo de citocinas pro
inflamatorias, podendo levar a morte celular, necrose e perca ou declinio da funcéo do
6rgdo (GOULART, 2015; ZHU, 2019).

Tratamento com antioxidantes tem demonstrado efeitos protetores e reversivos
causados pelo alcoolismo nos diferentes 6rgdos (AL-QURAISHY, 2017; BJORKHAUG,
2020; CANTACORPS, 2020; WANG, 2020). A melatonina é o principal horménio da
glandula pineal (TAMURA, 2014), ela atua principalmente no controle do ciclo
circadiano, mas também tem papel em diversos sistemas organicos, possuindo alto poder
antioxidante (LEIBOWITZ, 2008; NDUHIRABANDI, 2011; RAHMAN, 2017; ALVES,
2020).

Diante disso, o presente trabalho traz uma revisdo sistematica da literatura sobre o
potencial terapéutico da melatonina nos tratamentos dos efeitos deletérios causados pelo
alcoolismo.

2. MELATONINA E CONSUMO DE ALCOOL DURANTE A GESTACAO:

EFEITOS NA PROLE

Filhotes nascidos de mées que consumiram alcool na gestacdo apresentam
capacidade motora reduzida, e alteracbes comportamentais e cognitivas. A capacidade
motora de filhotes de maes que consumiram alcool durante a gestacdo e tratadas com
melatonina foi significantemente maior que a dos filhotes que nascidos de maes sem

tratamento nos estudos de Bagheri et al. (2015). A densidade de células de Purkinje
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apresentou numeros muito préximos entre grupos controle, tratados apenas com
melatonina e etilista mais tratamento com melatonina. O grupo etanol sem tratamento
apresentou uma significante diminuicdo quando comparado aos demais grupos. Além
disso, a administracdo desse horménio melhorou os numeros das defesas antioxidantes
mensuradas atraves da avaliacdo dos niveis da enzima superoxido dismutase quando
comparada com o grupo etanol sem tratamento, além da diminuicdo dos indices de
peroxidacao lipidicas.

Coelho e colaboradores (2018) mostraram que a melatonina administrada durante
a gestacdo em maes alcodlatras pode prevenir contra prejuizos genéticos e citotoxicidade
causadas pelo alcoolismo na prole. Através de ensaio cometa e teste de micronicleo, os
autores conseguiram mensurar os danos causados pelo alcoolismo no cérebro, figado e
células sanguineas da prole O trabalho traz resultados diferentes para doses de 10mg/kg
e 15mg/kg de melatonina e também entre machos e fémeas.

Nos filhotes machos, o alcoolismo ndo formou micronucleos estatisticamente
significantes nas células sanguineas. Apenas o tratamento com a dose de 15 mg/kg
diminuiu as porcentagens e frequéncia de dano ao material genética analisado através de
ensaio cometa nesse tipo celular. A melatonina em ambas as doses também promoveu
melhorias significativas no figado quando comparada com o grupo etanol sem tratamento,
mas nenhuma dose trouxe resultados protetivos no cérebro dos filhotes machos. J& nas
fémeas, as duas doses de melatonina trouxeram resultados positivos nas células do

cerebro e sangue, mas néo do figado.

3.1 EFEITOS DA MELATONINA NO FIGADO DE ETILISTAS
Ullah et al. (2020), Mishra, Paul, Swarnakar (2011) e Hu et al. (2009) mostraram

melhoria dos aspectos funcionais hepaticos em animais que consumiram alcool e foram
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tratados com melatonina quando comparado aos que consumiram alcool e ndo tiveram
tratamentos. Os niveis de enzimas hepéticas (ALT, AST, TGP) se apresentaram proximos
do controle, o que indica uma reducdo da lesdo hepética causada pelo alcool. Os mesmos
trabalhos juntamente com o de Kurhaluk et al. (2017) relataram o potencial antioxidante
da melatonina, através da reducdo de marcadores de estresse oxidativo como
malondialdeido (MDA\) e niveis de peroxidagdo lipidica (LPO), os quais apresentaram
melhoria dos nUmeros nos grupos que consumiram &lcool mais tratamento com
melatonina em comparagdo com 0s que consumiram apenas alcool.

Alteracdes na forma, tamanho, natureza eosindfila ou basoéfila no ndcleo e
vacuolizacdo foram encontradas nas células hepéticas do grupo que recebeu apenas
alcool. A histologia do figado se manteve preservada, semelhante ao grupo controle no
grupo alcool com melatonina em compara¢do com 0 grupo que recebeu apenas alcool
(Ullah et al., 2020). O mesmo trabalho mostra a diminuicdo de fatores apoptéticos,
citocinas pro inflamatdrias e o aumento de enzimas antioxidantes no tecido hepético do
grupo que recebeu alcool e tratamento com melatonina quando comparado ao grupo que
recebeu apenas alcool. Hu et al. (2009) e Kurhaluk et al. (2017) também mostraram
aumento de enzimas antioxidantes nos mesmos grupos.

Mishra et al. (2011) mostrou que animais que consumiram alcool tiveram
alteragBes na matriz extracelular do tecido hepético, mediadas principalmente pelas
enzimas metaloproteinases. Essas enzimas refletem o nivel elevado de citocinas pro
inflamatdrios, o que retratam o acontecimento de um processo degradativo naquele
tecido. A expressdo das metaloproteinases mostrou-se elevada nesse grupo. O tratamento

com melatonina em animais que consumiram alcool reduziu ndo sé o nivel das citocinas
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pré inflamatdrias como regulou a expressao das metaloproteinases. Essa comprovacao foi
feita através de técnicas histolégicas, bioquimicas e moleculares.
3.2 EFEITOS DA MELATONINA NO CEREBRO DE ETILISTAS

O consumo de alcool pode afetar o desenvolvimento saudavel do cérebro,
diminuindo o peso total e do prosencéfalo, cerebelo e tronco cerebral separadamente
(GRISEL; CHEN, 2009). Essa diminuicao do 6rgao nao apresenta relagdo com o peso do
corpo, o que descaracterizaria microcefalia. O tratamento com melatonina ndo trouxe
alteracdes significantes quando comparado com o grupo etilista. A densidade das células
de purkinje também foi reduzida e sem altera¢cdes quando presente o tratamento com
melatonina nos animais que consumiram &lcool, assim como no estudo de Edwards e
colaboradores (2002).

Testes para avaliar a capacidade de aprendizado e memoria foram realizados por
Dwivedi et al. (2018) e mostraram que em animais que receberam alcool mais tratamento
com melatonina tiveram nimeros mais parecidos com o do controle quando comparados
com o grupo alcool sem tratamento. Baydas e Tuzcu (2005) relataram que o tratamento
com melatonina melhora a memoria e o aprendizado com mais impacto em ratos idosos
em relacdo a ratos jovens. O estudo também mostrou regulacdo na expressdo dos genes
relacionados ao funcionamento do hipocampo de animais alcoolistas tratados com
melatonina em comparagdo com animais alcoolistas sem tratamento, 0s quais
apresentaram alem de alteracdo na expressdo génica alteracdo na atividade de enzimas
como a acetilcolinesterase.

O tratamento com melatonina em animais que consumiram alcool também
mostrou diminuir o estresse oxidativo e aumentar as defesas antioxidantes no cérebro.

Niveis de LPO e MDA diminuiram em animais tratados com alcool e melatonina em
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comparagao com os que receberam apenas alcool, ndo sé numa contagem total do cérebro
quanto no hipocampo, cértex e cerebelo separadamente (BAYDAS; TUZCU, 2005; EL-
SOKKARY et al., 1999). J& as defesas antioxidantes (niveis de glutationa) aumentaram
nos animais tratados com melatonina em comparagdo com ndo tratados (BAYDAS;
TUZCU, 2005).
3.3 EFEITOS DA MELATONINA NO RIM DE ETILISTAS

Os niveis de MDA diminuiram e superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
aumentaram em animais que receberam melatonina como tratamento para efeitos do
consumo de alcool quando comparado aos que nio receberam tratamento (SONMEZ et
al., 2012). J& Kurhaluk e Tkachenko (2020) ndo encontrou diferenca estatistica na
producdo de SOD quando comparados os tratamentos, embora corrobore nos niveis de
CAT, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) em um nivel menor.

Niveis de oxido nitrico foram encontrados reduzidos em animais etilistas sem
tratamento, quando comparados aos grupos controle e alcool mais tratamento com
melatonina. Corpusculos polares atrofiados, dilatacdo e congestdo de vasos peritubulares,
corpusculo renal com espaco de Bowman escurecido foram observados nos grupos alcool
e alcool com melatonina (SONMEZ et al., 2012).
3.4 EFEITOS DA MELATONINA NO CORAC}AO DE ETILISTAS

Imunorreatividade para 6xido nitrico foi menor no tecido cardiaco de animais
etilistas tratados com melatonina quando comparados com os etilistas ndo tratados. A
distribuicdo dessa reatividade foi heterogénea em ambos 0s grupos e ndo houve diferenca
quando comparada com o controle. O grupo etilista sem tratamento mostrou alteracdes
no tecido como sinais de hemorragia, infiltragdo de células mononucleadas, obstrugéo de

vasos, eosinofilia no citoplasma de algumas células e degradacdo de cardiomidcitos.
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Congestdo e hemorragia também foram visto no grupo etilista tratado com melatonina,
enquanto a infiltragdo de células mononucleadas nio foi evidente ((SONMEZ et al.,
2009)

Niveis de MDA, CAT e SOD encontraram-se elevados no grupo de animais
etilistas sem tratamento quando comparado com o controle. O tratamento com melatonina
ndo teve alteracdes significativas. J4 os niveis de LPO tiveram redugdo significativa com
0 tratamento, tanto no coragdo como também no pulmio (SONMEZ et al., 2009;
SOKKARY et al.,1999)

3.5 PERFIL HEMATOLOGICO, CONSUMO DE ALCOOL E TRATAMENTO
COM MELATONINA

Animais que receberam tratamento apenas com alcool apresentaram uma
contagem elevada de células brancas do sangue, especialmente neutréfilos. Tratamento
com melatonina reduziu a contagem celular quando comparado com o grupo tratado
apenas com alcool, especialmente neutrofilos e linfocitos e aumentou a distribuicdo da
largura das células vermelhas e o volume corpuscular principal (KURHALUK et al.,
2017).

3.6 MELATONINA, MEMBRANAS BIOLOGICAS E CONSUMO DE ALCOOL

A atividade da NA+K+ATPase mostrou-se reduzida entre 24% e 40% em animais
que consumiram alcool. Quando tratados com melatonina, os nimeros ndo diferiram do

grupo controle (ONER et al., 2002)

3.7 EFEITOS DA MELATONINA NOS OVARIOS DE ETILISTAS
Alteraces anormais no ciclo estral de ratas nos grupos alcoolatras e alcodlatras

tratados com melatonina foram detectadas, especialmente prolongamentos do diestro e
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metaestro. Nenhum ciclo anovulatorio foi relatado. O peso dos ovérios e das tubas
uterinas diminuiu tanto nos grupos tratados com melatonina quanto nos alcoo6latras que
n&o receberam tratamentos quando comparados com o controle (CHUFFA et al., 2013).

A atividade da catalase também ndo apresentou diferenca estatistica.

3. DISCUSSAO

O relatorio global sobre alcool e saude (OMS, 2018) diz que 44,8% da populacao
¢ bebedora ativa, com uma média de consumo per capta de 6,4 litros. O etanol
rapidamente atravessa as membranas e por isso consegue facilmente atingir diversos
Orgdos e sistema dos organismos (ARAUJO-FILHO, et al., 2007). As alteracBes
fisioldgicas mais comuns incluem distdrbios de sono, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, alteracdes pulmonares, cardiovasculares e imunologicas. Em gestante,
o alcool ocasiona efeitos teratogénico, e ma formacdo placentaria e congénitas
(QUEIROZ, 2016).

A melatonina exerce um papel importante como antioxidante, estimulando as
defesas oxidativas e atuando como sequestradora de radicais livres (ALVES et al., 2020).
Além disso, o horménio é modulador de atividades metabdlicas, reprodutivas e
imunoldgicas, especialmente por sua acdo anti-inflamatéria (FAVERO et al., 2017). A
utilizacdo da melatonina em diversas doengas cronicas, sozinha e em associacédo, e de
carater inflamatorio vem sido estudada e j& apresenta resultados positivos e promissores
acerca da sua utilizagdo como recurso terapéutico e/ou preventivo (DE ALBUQUERQUE
et al., 2020).

Poucos estudos associam a melatonina no tratamento das diversas patologias
relacionadas ao alcoolismo ou até mesmo sua utilizacdo de forma preventiva. O fato do

alcool ser uma droga licita na maioria dos paises e de seu consumo ser considerado natural
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e “saudavel” em diversas esferas pode ser um dos fatores que levam ao ndo
desenvolvimento de estratégias fortes e eficazes de redugdo de danos (PORTO et al.,
2018). Diante disso, é reforcada a importancia e necessidade de estudos da melatonina no
auxilio na mitigacdo dos efeitos decorrentes do consumo do &lcool que pode,
consequentemente, refletir também nos efeitos sociais, financeiros, politicos,
psicoldgicos e todos os outros afetados pelo etilismo (VALENTIM, 2017).

Alguns trabalhos lidos no processo de busca avaliaram o efeito do consumo de
alcool na producdo de melatonina didria e morfologia da pineal (MARTINEZ-
SALVADOR et al., 2018). Etilistas cronicos frequentemente tem distarbios de sono, o
que aumenta também o padrdo de consumo de &lcool e favorece o enfraquecimento de
outros sistemas (MEYREL et al., 2020). Isso aponta um potencial multialvo na utilizagé&o
da melatonina, pois a mesma € o principal horménio responsavel no ciclo circadiano e
poderia ajudar na correcdo dos problemas de sono além de exercer sua funcgdo

antioxidante e anti-inflamatéria (KURHALUK; TKACHENKO, 2020).

Poucos trabalhos utilizam a melatonina no tratamento de distirbios de sono em
etilistas, embora exista uma quantidade relevante de trabalhos que elucidam o padrdo de
secrecdo do hormonio na mesma populacdo (ARNEDT et al., 2007). Nenhum estudo
avaliou, a0 mesmo tempo, os padrdes de sono e antioxidantes mediante tratamento de

melatonina em alcodlatras.

Embora com resultados parecidos os resultados dos trabalhos incluidos na reviséo,
(salvo as excegdes), os desenhos experimentais, incluindo dose e concentracdo do etanol,
periodo de exposicao, e dose de melatonina foram bastante heterogéneos entre 0s estudos.

O protocolo de exposicdo ao alcool, tal como dose e periodo podem ser pardmetros
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influentes nos mecanismos de estudo da patogénese do consumo de alcool em diferentes
intensidades. Tomando conta de que a forma que o &lcool afeta o organismo também
depende de outros fatores (genéticos, ambientais, etc.), a revisdo abre uma discussao
sobre a possivel necessidade (ou ndo) de um protocolo experimental homogéneo para que
se possa comparar de fato diferentes tipos de resultado, com diferentes doses e formas de
exposicdo, de um ponto de vista mais imparcial.

A embasar a possivel necessidade de uma homogeneizacdo, alguns resultados
encontrados na revisdo séo controversos e outros tem influéncia negativa. Sonmez et al
(2012) mostrou que os niveis de SOD diminuiram nos rins de animais etilistas que
receberam melatonina comparados com os etilistas sem tratamento, enquanto Kurhaluk
et al (2017) ndo encontrou alteracdes nesse parametro no mesmo 6rgdo, mas encontrou
ao analisar os niveis de CAT, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Ja
Chuffa et al (2011) mostrou que a melatonina influenciou negativamente os parametros
bioguimicos e morfoldgico do ovario de ratas induzidas ao alcoolismo crénico quando
comparadas com o controle, o que choca com as informacdes de Tamura et al (2014) e
De Albuquerque et al (2020) acerca das influencias da melatonina no sistema reprodutor
feminino com e sem a presenca de patologias associadas. Tais alteragdes refletem a
auséncia de um delineamento experimental unificado e fidedigno ao modelo de
patogénese do problema estudado, o que ndo permite que se encontrem as lacunas no
processo de tratamento e que se elucidem seus mecanismos fisiologicos, bioquimicos, e
moleculares que podem ajudar no tratamento de outras doengas.

4. CONCLUSAO

A melatonina desempenha um potencial protetor e terapéutico no tratamento de

efeitos decorrentes do consumo de alcool em diversos 6rgéos, processos e estruturas.
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Contudo, a auséncia de desenhos experimentais homogéneos impede que se tenha
conhecimento total da forma que o horménio interage com os diversos 6rgaos, moléculas
e tecidos em paralelo com a exposi¢do ao etanol. Isso também dificulta a associacdo da
melatonina com outros farmacos e moléculas que possuem seu potencial comprovado, e
impedindo assim em parte 0 progresso na inovagéo terapéutica no tratamento e prevencao
de uma problematica real e atual, protegida culturalmente nos mais diversos paises. Tais
estudos, realizados a partir de um desenho experimental que permita responder as
perguntas dos mais diversos campos da salde os quais o consumo de alcool dialoga,
especialmente utilizando melatonina com todo seu potencial, podem e devem se tornar
uteis e promover mais qualidade de vida, respeitando os aspectos fisioldgicos, sociais e

culturais incluidos no processo.
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Objetivo Geral
Analisar os efeitos da administracdo de melatonina exdgena sobre aspectos
morfométricos, hormonais e receptores de andrégeno nos testiculos de ratos jovens
induzidos ao alcoolismo crénico.
Objetivos Especificos
o Dosar os niveis sericos de Testosterona;
« Auvaliar os efeitos do consumo de etanol na histofisiologia dos testiculos associado
ou ndo a administracdo de melatonina exdgena;
o Analisar histopatolégicamente e morfométricamente os testiculos;
« Verificar o indice organossomatico dos testiculos;

« Realizar Imunohistoquimica para receptor de andrégeno nos testiculos.
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1. INTRODUCAO

O alcoolismo é uma sindrome multifatorial causada pelo consumo regular e
excessivo de etanol (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Tal transtorno causa
perturbacdes morais, sociais, econdmicas e fisioldgicas e atinge pessoas de diferentes
classes sociais, idade e género (REIS; RODRIGUES, 2003). Segundo a World Health
Organization (2018), no Brasil a quantidade de homens consumidores de alcool é
aproximadamente o dobro das mulheres. O consumo de alcool estd associado a
infertilidade, impoténcia sexual, perda de memoria, distarbios de sono, psicoses,
convulsBes, além de favorecer o surgimento de neoplasias e causar prejuizos no

funcionamento de diversos 6rgéos e sistemas (ZAHR ET AL., 2011).

Entre os adolescentes, o alcool é a substancia psicotropica utilizada em maior
quantidade e frequéncia (JACKSON, 2005). O Levantamento Nacional sobre os Padrdes
de Consumo de Alcool na Populagio Brasileira (2007) mostra que os adolescentes
costumam ter seu primeiro contato com o alcool por volta dos 13 anos, se tornando um
bebedor ativo por volta dos 15. A pesquisa também mostrou que os individuos do sexo

masculino costumam beber quantidades maiores de alcool e com mais frequéncia.

Segundo o IV Levantamento Nacional sobre o Consumo de Drogas Psicotropicas
entre Estudantes do Ensino Fundamental e Médio das Redes Publicas e Privadas de
Ensino nas 27 Capitais Brasileiras (2010), 59,3% dos adolescentes entre 10 e 18 anos ja
consumiu alcool na vida. 21% relatou consumir alcool mensalmente. As consequéncias
do consumo entre adolescentes vao de problemas morais e sociais, risco de homicidio,
suicidio, acidentes de transito, problemas no estudo, pratica de sexo sem preservacdo ou
consentimento e problemas fisioldgicos causados pelos componentes do &lcool
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004; JACKSON, 2005).

A molécula de etanol atravessa facilmente as membranas bioldgicas por ser apolar
e pequena, conseguindo atingir diferentes tipos celulares rapidamente (ARAUJO-FILHO,
2007). O seu metabolismo gera uma molécula secundaria que é toxica para o0 organismo,
0 acetaldeido, e também induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(HECKMANN, 2009). Essas moléculas sdo instaveis e altamente reativas, causando

danos a diversas estruturas celulares como membranas, organelas e acidos nucléicos (DE
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SOUSA COELHO, 2018). A elevada producdo de EROS causa um desbalango em
relacdo as defesas do organismo, levando a um quadro de estresse oxidativo, que é a
principal via de patogénese do alcoolismo. (MIRA E MANDO, 1993; JIN, 2013).

O quadro de estresse oxidativo e o consumo de alcool por si s6 podem afetar
diretamente a reproducao, interferindo na producéo de testosterona e na espermatogénese
(TALEBI, 2011). O etanol causa intoxicacao nos testiculos e alteracdes na motilidade e
estrutura dos espermatozoides, podendo causar hipogonadismo e atrofia testicular, além
de impoténcia sexual, perda das caracteristicas sexuais secundarias, altera¢es nos corpos
cavernosos e na microcirculacdo do pénis (WRIGHT, 1991; EMANUELE, 2001). O
acetaldeido também tem a capacidade de reduzir os niveis de producéao e liberacdo de
testosterona, interferindo nas vias metabolicas responsaveis pela sua producdo
(EMANUELE, 2001).

Produzida pela glandula pineal, o0 horménio melatonina (MEL) tem sua producgéo
inibida pela luz e estimulada pelo escuro (ALVES, 2020). A MEL apresenta capacidade
antioxidante elevada gracgas a sua capacidade de capturar e neutralizar radicais livres,
diminuindo sua quantidade no organismo e atenuando o quadro de estresse oxidativo
(SANCHEZ, 2015). Pesquisas anteriores tém mostrado o papel da melatonina (MEL)
como atenuadora do quadro de estresse oxidativo em etilistas cronicos (HU, 2009; DE
SOUSA COELHO, 2018; ULLAH, 2020) Pacientes etilistas apresentem niveis séricos e
urinarios de melatonina reduzidos, o que além de contribuir para o quadro de estresse
oxidativo, causa prejuizo em outras funcdes bioldgicas mediadas pela melatonina como
ciclo circadiano, imunidade e reproducdo (PERES, 2003; TALEBI, 2011).

Os efeitos da melatonina envolvendo o testiculo de ratos é pouco compreendido, e
até o presente momento nenhum estudo abordou os efeitos da sua administra¢éo associada
ao consumo cronico de etanol. Dado o exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial da administracdo da melatonina exdgena na atenuacdo dos efeitos
deletérios do alcoolismo crénico no testiculo de ratos adolescentes em niveis

morfoldgicos, hormonais e histopatoldgicos e sobre os receptores de androgeno.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos albinos Rattus norvegicus albinus, com 40 dias
de idade, com 150 £30g, linhagem Wistar, procedentes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE. O experimento foi submetido ao Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) e aprovado sob a licenca nimero 5264070720. Todos os procedimentos
experimentais seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA). Os animais foram mantidos sob condigdes ideais
de iluminacédo (ciclo 12 horas claro e 12 hora escuro), temperatura (22°C) e umidade
(55%), e divididos nos grupos experimentais: 1: (controle): ratos sem tratamento com
alcool; I1: ratos submetidos ao consumo crénico de solucdo hidroalcodlica a 25%; 111:
ratos submetidos ao consumo crénico de solucdo hidroalcodlica a 25% e tratados

simultaneamente com melatonina.

2.2 Inducéo do alcoolismo e tratamento com melatonina

O alcoolismo foi induzido utilizando-se a metodologia de consumo
semivoluntario de etanol, onde a Gnica dieta liquida disponivel para os animais dos grupos
Il e Il foi solucdo hidroalcdolica a 25% (MARCHINI, 2018; POMINI, 2019;
DULINSKAS e RUKSENAS, 2020; WANG et al, 2020). Com exce¢do do grupo |
(controle), os animais passaram por um periodo de 4 semanas de adaptacdo onde foram
introduzidas doses de solucdo hidroalcodlica em concentragdes crescentes (5%, 10%,
15% e 20%). Em seguida os animais passaram a receber etanol a 25% durante o periodo
de 8 semanas. A administracdo de melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma

Chemical Co., St. Louis, USA) foi feita na dose de 10mg/kg. Para tanto, foi dissolvida
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em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8mL NaCl a 0,9% e aplicada via intraperitoneal
sempre no periodo do inicio da noite a partir da semana cinco do experimento apenas nos

animais do grupo I11.

LINHA DO TEMPO: INDUCAO AO ALCOOLISMO

10% (e/w) 15% (v/) 20% (v

PERIODO DE ADAPTACAO

PERIODO DE CONSUMO DE ETANOL

APLICACAO DE MELATONINA

Figura 1: Linha do tempo da indugdo ao alcoolismo utilizando o modelo de consumo
semivoluntario de etanol.
2.3 Dosagem hormonal

Foram realizadas trés coletas de sangue (Semana 01 do periodo de adaptacéo,
semana 01 e semana 08 do periodo de consumo de etanol) para todos 0s grupos
experimentais. Os animais dos grupos experimentais foram imobilizados em contensor e
o0 sangue (1ml) coletado por puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G). O
sangue retirado foi colocado em tubos com gel separador e mantidos a temperatura
ambiente. Para obtencdo do soro as amostras foram submetidas a centrifugacéo
refrigerada (-4 °C) com a velocidade de 3.000 rpm durante 10 minutos. ApGs
centrifugacdo, o soro foi acondicionado em microtubos e congelados a -20 °C até o

momento das dosagens (TEIXEIRA ET AL., 2004). Os niveis séricos de testosterona
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foram dosados utilizando-se 0 método Enzyme Linked Immunosorbet Assay (ELISA),

através de KIT's comerciais. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.

2.4 Histopatologia

Para coleta dos testiculos os animais, apds um periodo de 8 semanas de consumo
de etanol, os animais foram anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular. Fragmentos dos érgdos foram fixados em
formol tamponado e processados para inclusdo em parafina. Posteriormente os cortes
foram submetidos a coloracdo H. E. para histologia e morfometria. Na analise
morfométricas dos testiculos foram determinadas o ndmero de espermatogonias,
espermatocitos, espermatides, células de Sertoli e células de Leydig, além da area tubular
e intertubular. As laminas foram observadas em uma ocular de 10x, contendo no interior

um reticulo de WEIBEL com 25 pontos.

2.5 Indice organossomatico

Os animais foram pesados diariamente. Os testiculos foram pesados com auxilio de
balanca analitica e o indice organossomatico foi calculado pela razdo entre o peso de cada
Orgao e o peso corporeo de cada animal (ZHANG ET AL., 2014), para detectar aumento
ou atrofia das génadas (VAN DYK ET AL., 2007) utilizando a seguinte formula:

Onde:

0= PO x100
PC

10: indice organossomético;
PO: Peso do 0rgao;

PC: peso corporal.
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2.6 Morfometria

Para morfometria testicular foram obtidas fotomicrografias das laminas
histologicas com auxilio de uma camera de video Sonye, acoplada ao microscépio
Olympuse Bx50, onde o diametro tubular e a altura do epitélio seminifero foram medidos
utilizando o software Image J. Trinta tabulos seminiferos redondos foram medidos para
cada animal (n=5/grupo). O comprimento total dos tubulos seminiferos (em metros) por
g de testiculo foi obtido pela formula: TL = VST / nRz, onde TL = comprimento do tubulo
seminifero; VST = volume do tubulo seminifero e R = didmetro do tbulo seminifero / 2
(Monteiro et al., 2012; Penitente Filho et al., 2014). Para a contagem das células de Sertoli
e células de Leydig, utilizou-se a objetiva de 10x contendo no interior o reticulo de
WEIBEL. Onde foram determinados percentuais dos pontos que incidiram sobre essas

células de acordo com metodologia descrita por Neves et al. (2002).

2.7 Imunohistoguimica (receptor de andrégeno)

Foi utilizado o anticorpo AR (441): SC-7305 (Santa Cruz Biotechnology) para o
receptor androgénico, na propor¢do de diluicdo de 1: 100. As laminas foram
desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcoois, respectivamente. A recuperacdo do
antigeno sera realizada através de uma solucdo tampao de citrato (pH 6 para AR) a alta
temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi inibida por uma
solucéo de perdxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo inespecifica antigeno-
anticorpo foi bloqueada pela incubacdo das laminas em PBS e albumina de soro bovino
a 5% (BSA) por 1 hora. O anticorpo foi diluido em PBS 5% por 1 hora. Posteriormente,
as secdes foram tratadas com Histofines (Cod. 414191F, - Nichirei Biosciences, Toquio,

Japdao) por 30 min. As observacdes foram realizadas atraves de um precipitado marrom
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apos aplicagdo de 3,3-diaminobenzidina por 4 minutos e revestidos com hematoxilina. As
imagens foram capturadas por uma camera de video Sony acoplada ao microscépio
OLYMPUS BX-50, feitas com a objetiva 40X e submetidas ao aplicativo GIMP 2.0 para
quantificacdo usando o histograma RGB (vermelho-verde-azul), que se baseia na
intensidade da luminescéncia em que os tons de pixel da imagem variam de 0 a 255, e 0
tom O representa a (menos luminescéncia), enquanto o tom 255 representa a branco
absoluto (maior luminescéncia) (LEE et al., 2001; OBERHOLZER et al., 1996). Para o
receptor de andrdégenos, a contagem foi realizada usando um reticulo WEIBEL de 25
pontos, seguido por uma ocular de 10x. Foram utilizadas trés laminas por grupo onde
foram analisados 10 tubulos seminiferos, com uma objetiva de 10x. Foram contadas no
minimo 300 células do epitélio seminifero e transformadas em porcentagem de células

marcadas (WEIBEL, 1963).

2.8 Analise estatistica

Todos os dados morfométricos e imunohistoquimicos foram submetidos a Analise
de Variancia, quando significante esta foi complementada pelo teste de Comparacdes

Multiplas de Tukey e Kramer (P<0,05).
3. RESULTADOS
3.1 Dosagem Hormonal
As dosagens hormonais revelaram reducdo significativa da testosterona sérica nos

animais do grupo alcool, quando comparado aos demais grupos experimentais (Figura 1).

3.2 Histopatologia
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De acordo com a avaliacdo qualitativa da estrutura testicular dos animais dos grupos
controle (1) e &lcool + mel (111), ndo foram observadas alteracbes compativeis com
degeneracdo testicular, apresentando epitélio seminifero integro com elementos celulares
(espermatog6nias, espermatocitos, espermatides, espermatozoides e célula de Sertoli)
bem definidos. No entanto, os testiculos dos animais do grupo alcool (1), apresentaram
desorganizacdo do epitélio seminifero adquirido um aspecto de degeneracdo tecidual,

dificultando a observagao de alguns tipos celulares (Figura 2).
3.3 indice organossomatico e morfometria

Houve reducdo do peso corporal, dos testiculos e do indice organossomatico nos
animais que receberam alcool em relacdo ao controle e os que foram tratados com
melatonina. A morfometria testicular revelou nesses animais, reducdo do diametro
tubular, da altura do epitélio seminifero, do comprimento total tubular, nimero das

celulas de Sertoli e Leydig (Tabela 1).

3.4 Imunohistoquimica para receptor de andrégeno

O grupo alcool apresentou marcacdo reduzida para receptor de andrdégenos em
todo o epitélio seminifero. J& o grupo alcool + melatonina apresentou marcacao positiva
para receptor de andrégeno em todos os tipos celulares do epitélio seminifero, ndo
diferindo estatisticamente do grupo controle. Os resultados puderam ser confirmados pela
quantificacdo das células marcadas (figura 4)
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Figura 2. Niveis de testosterona nos animais dos grupos experimentais. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si teste de Comparag6es Multiplas

de Tukey e Kramer (P>0,05).
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Figura 3: Fotomicrografia dos testiculos dos animais dos grupos experimentais. A-B
controle; C-D Alcool e E-F Alcool + Mel. H.E. Cabeca de seta — célula de Sertoli; Setas
curtas — espermatides; Setas longas — espermatocitos; Espm — Espermatides; Esp —
Espermatozoides.
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1119
1120
1121

1122  Tabela 1. Médias dos dados morfométricos dos animais dos grupos experimentais

Controle Alcool Alcool + Mel P
Peso corporal (g) 369,00 = 278,06 + 332,25 + 0,0351
37,91a 34,54b 38,08a
Peso dos testiculos (g)* 165+0,14a  1,32+0,18b 1,50+0,17a  0,0111

indice organossomatico (%)  0,49+0,03a  0,41+0,01b 0,45+0,02b  0,0202

Diametro tubular (um) 332,21 +2,16a 298,11 + 329,78 + 4,54a  0,0105
3,45b

Altura do epitélio (um) 119,82 + 1,09a 105,29 + 117,50 +3,98a 0,0256
3,61b

Comprimento total tubular 12,33+0,52a 10,88+0,33b  11,90+0,98a 0,0312

(m)
Células de Sertoli 515+ 1,16a 3,09 £ 0,55b 423+0,12a  0,0010
Células de Leydig 3,38 £0,22a 2,11 +0,05b 3,10+£0,32a  0,0037

1123

1124  Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si teste de Comparagdes
1125  Multiplas de Tukey e Kramer (P>0,05). -valores correspondem a media dos testiculos direito e
1126  esquerdo.

1127

1128

1129
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1132 Figura 4: Imunohistoquimica para receptor de andrégeno nos testiculos dos animais dos
1133 grupos experimentais. A) Controle; B) Alcool e C) Alcool + Mel. D) Percentual de
1134  receptores. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

1135  anova one-way com post hoc de Tukey (p < 0,05).
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4. DISCUSSAO

A literatura mostra que todas as vias metabdlicas do etanol envolvem um aumento
na producdo de especies reativas de oxigenio, além de seu principal metabdlito
secundario,o acetoaldeildo ser toxico aos sistesmas bioldgicos (ZIMA, 2001; WU, 2006;
ALBANO, 2006). O quadro de estresse oxidativo é caracterizado pelo desbalanco entre
as defesas antioxidantes e a producdo de radicais livres e causa alteragdes na estrutura
testicular tanto no alcoolismo quanto em outras doengas como obesidade, diabetes e etc
(BARBOISA, 2010; PAZ, 2020; ALVES, 2020). O estado pro-oxidativo causado pelo
consumo de etanol favorece alteracfes na estrutura e no funcionamento dos testiculos
(AMANVERMEZ, 2005; CONDORELLLI, 2015).

Os animais do grupo Il apresentaram a estrutura testicular com desorganizacao
do epitélio seminifero e diminuicdo de alguns tipos celulares, caracterizando um aspecto
de degeneracéo testicular. Sabe-se que o quadro de estresse oxidativo gera uma resposta
inflamatoria prolongada em 6rgéos e tecidos mediada através da expressao de citocinas
pré inflamatoérias como 1l1-b, IL-6, e TNFa, o que causa morte celular e degeneracdo
tecidual, tais qual as caracteristicas histopatoldgicas encontradas nos animais do grupo 1l
(DUTA, 2021. Trabalhos como e Erdemir (2012) e Alves (2020)) também mostram
alteracdes nas caracteristicas teciduais testiculares em animais acometidos por doencas
que tem sua patogenese mediada por estresse oxidativo.

O grupo éalcool + melatonina manteve sua estrutura testicular integra, sem
caracteristicas de degeneracdo testicular, tal como o grupo controle em suas analises
histopatologicas. A administracdo de melatonina foi capaz de aumentar o didmetro dos
tibulos seminiferos em ratos expostos a radiacdo, tal como a retomada na producdo e
contagem de espermatozoides (HUSSEIN, 2006). A melatonina também foi capaz de
diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatérias no testiculo de ratos diabéticos, o que
diminuiu o dano causado aos tecidos pelo estresse oxidativo (ALVES, 2020). A
administracdo de melatonina exdgena também apresentou efeito protetor nas estruturas
testiculares de pacientes que sofreram tor¢éo testicular, que tem sua patogénese também
mediada por estresse oxidativo (PARLAKTAS, 2014) Além do seu efeito protetor, a
MEL estimula as defesas antioxidantes do organismo, o que explica a manutencdo das
estruturas teciduais no grupo que recebeu tratamento com melatonina e sua semelhanca
com as do grupo controle (REITER, 2000; ALVES, 2020)
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Os niveis séricos de testosterona dos animais do grupo alcool diminuiram em
comparacdo ao grupo controle e ao grupo tratado com melatonina. Gordon (1976)
mostrou a diminui¢do dos niveis séricos de testosterona em homens que consumiram
alcool durante um periodo de quatro semanas em comparacdo a homens que nao
consumiram. Os niveis séricos desse hormo6nio comegaram a cair apds o quinto dia de
consumo. Em ratos, estudos mostram a diminuicdo dos niveis séricos de testosterona
associado ao consumo de etanol (WRIGHT, 1991; APTER, 2003; APTER, 2006;
MARTINS, 2007; OREMUSU, 2015).

A baixa na producdo de testosterona pode acontecer por diversos fatores como
dano a estruturas testiculares e toxicidade do etanol, aumento do estresse oxidativo e
alta producéo de acetaldeido, molécula secundaria do metabolismo do etanol, que € capaz
de interferir diretamente na sintese da testosterona através da modulacdo de diferentes
vias metabolicas da producdo deste horménio. (EMANUELE, 2001; DOSUMU, 2012;
PRYA, 2014; GONCALVES, 2016).

Os animais do grupo Il mostraram niveis sericos de testosterona semelhantes ao
grupo |. Estudos mostram que a melatonina é capaz de proteger os testiculos de danos
ambientais como os causados pela toxicidade direta da molécula de etanol, seu metabolito
secundario (acetaldeido) e pelo quadro de estresse oxidativo (LI, 2015;
BHATTACHARYA, 2019). Animais que foram submetidos a luz constante apresentaram
diminuicdo de organelas que armazenam enzimas chaves para a sintese de testosterona
na célula de Leydig, indicando uma agdo direta da melatonina na producao de testosterona
(REDINS, 2002; MASON, 2010).

A sintese da testosterona acontece nas células de Leydig, localizada no instersticio
entre os tubulos seminiferos nos testiticulos (ZIRKIN,. 2018). A contagem direta das
células de Leydig mostrou-se reduzida no grupo Il, o que esta diretamente ligado a
diminuicdo dos niveis sericos de testosterona. Nos grupos | e Ill, tanto a contagem das
células de Leydig quanto os niveis de testosterona se mantiveram normais, o que reforga
a relacdo entre as alteragdes estruturais no testiculo e a producdo de testosterona
(PAJARINEN, 1994). O etanol mesmo sem ser metabolizado é considerado
gonadotoxico, afetando diretamente as células de leydig (VAN THIEL, 1983). A
progressao da exposi¢cdo ao etanol também altera seu tamanho, suas organelas e causa

uma disfuncdo no eixo hipotalamico-hipofisario, o que leva a diminuicdo dos niveis
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séricos de testosterona (SANTUCCI, 1983).

A baixa nos niveis de testosterona, diminuicao das celulas de sertoli no grupo Il
justifica a alteracdo do peso dos testiculos quando comparados com os grupos | e 1l nos
quais 0 peso dos 6rgaos se manteve dentro da normalidade. E comum (trés em cada quatro
alcodlatras) o quadro de atrofia testicular em pacientes etilistas, que causa outros efeitos
como impoténcia sexual, esterilidade, motilidade e contagem de espermatozoides
(BANNISTER, 1987; EL-SOKKARY, 2001). As celulas de Sertoli sdo as primeiras a
serem afetadas pelo consumo de etanol, visto que sao elas que mantém a barreira themato-
testicular (MRUK, 2011). Zhu (1997) mostrou que as alteracdes morfoldgicas nos
testiculos de individuos que consumiram alcool acontecem apds o rompimento dessa
barreira, o que atesta o papel das células de Sertoli na progressao dos danos causados pelo
consumo crénico de alcool e corrobora com os achados do grupo II.

A andlise imunohistoquimica mostrou uma expressao reduzida de receptores de
androgenos nos testiculos dos animais do grupo Il quando comparado ao grupo | e ao
grupo Il1, se apresentando de acordo com outros trabalhos na literatura (ALASMARI,
2018; KHALAF, 2019; ALVES, 2020). Esse resultado pode estar relacionado com o0s
niveis séricos de testosterona como mostra a literatura (SEIDMAN, 2001; ZAYA et al,
2012; ALVES, 2020). Outros trabalhos mostram alteracdo de diversas funcoes
fisioldégicas mediadas por horménios sexuais devido a diminuicdo dos receptores de
androgeno em animais que consumiram alcool, sendo essas alteracBes causadas por
estresse oxidativo e diminuicdo nos niveis de hormdnios andrégenos (VAN THIEL, 1979;
CHANG, 1995; VINGREN, 2004; LENZ, 2012).

5. CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos, podemos concluir que a melatonina apresenta
potencial protetor sobre as células dos testiculos de animais alcodlatras, em niveis
hormonais, morfométricos e histopatoldgicos. Além disso, a administracdo da
melatonina exdgena auxiliou na manutencao do peso dos 6rgédos, da espermatogénese e
na expressdo de receptores androgénicos em todos os tipos celulares do epitélio
seminifero, o que atesta sua funcdo terapéutica na diminuicdo dos efeitos deletérios
causados pelo alcoolismo. Embora apresente resultados positivos, € necessario um

aprofundamento sobre o tema.
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