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ÀƐ ƋƵaƚŽƌǌe ŚŽƌaƐ dŽ dŝa ϮϮ de ũƵŶhŽ de ϮϬϮϯ͕ ƌeƵŶŝƵͲƐe a CŽŵŝƐƐãŽ EǆaŵŝŶadŽƌa de TeƐe͕ ŝŶdŝcada ƉeůŽ CŽůeŐŝadŽ dŽ PƌŽŐƌaŵa͕
Ɖaƌa ũƵůŐaƌ͕  eŵ eǆaŵe ĮŶaů͕ Ž ƚƌabaůŚŽ ŝŶƟƚƵůadŽ͗ ΗO efeiƚŽ dŽ cŽŶƐƵŵŽ cƌƀŶicŽ de eƚaŶŽů Ŷa ŵedƵůa ſƐƐea eŵ Ƶŵa ƉeƌƐƉecƟǀa
ŵeƚabŽůƀŵicaΗ͕ ƌeƋƵŝƐŝƚŽ Ɖaƌa ŽbƚeŶçãŽ dŽ ŐƌaƵ de DŽƵƚŽƌa eŵ GeŶéƟca͘ AbƌŝŶdŽ a ƐeƐƐãŽ͕ Ž PƌeƐŝdeŶƚe da CŽŵŝƐƐãŽ͕ FƌedeƌicŽ
MaƌiaŶeƫ SŽƌiaŶi͕ aƉſƐ daƌ a cŽŶŚeceƌ aŽƐ ƉƌeƐeŶƚeƐ Ž ƚeŽƌ daƐ NŽƌŵaƐ ReŐƵůaŵeŶƚaƌeƐ dŽ TƌabaůŚŽ FŝŶaů͕ ƉaƐƐŽƵ a Ɖaůaǀƌa à
caŶdŝdaƚa͕ Ɖaƌa aƉƌeƐeŶƚaçãŽ de ƐeƵ ƚƌabaůŚŽ͘ SeŐƵŝƵͲƐe a aƌŐƵŝçãŽ ƉeůŽƐ EǆaŵŝŶadŽƌeƐ͕ cŽŵ a ƌeƐƉecƟǀa deĨeƐa da caŶdŝdaƚa͘
LŽŐŽ aƉſƐ͕ a CŽŵŝƐƐãŽ Ɛe ƌeƵŶŝƵ͕ Ɛeŵ a ƉƌeƐeŶça da caŶdŝdaƚa e dŽ ƉƷbůŝcŽ͕ Ɖaƌa ũƵůŐaŵeŶƚŽ e eǆƉedŝçãŽ de ƌeƐƵůƚadŽ ĮŶaů͘ FŽƌaŵ
aƚƌŝbƵşdaƐ aƐ ƐeŐƵŝŶƚeƐ ŝŶdŝcaçƁeƐ͗

 

PƌŽf͘ ͬPeƐƋ͘ IŶƐƟƚƵiçãŽ CPF IŶdicaçãŽ
FƌedeƌŝcŽ MaƌŝaŶeƫ SŽƌŝaŶŝ UFMG Ϯϰϵ͘ϰϴϲ͘ϰϮϴͲϯϱ APROVADA

VaƐcŽ AƌŝƐƚŽŶ de CaƌǀaůŚŽ AǌeǀedŽ UFMG Ϯϴϯ͘ϭϳϭ͘ϮϮϱͲϰϵ APROVADA
BƌeŶda Lee SŝŵaƐ PŽƌƚŽ UFMGͲDeƉaƌƚaŵeŶƚŽ de QƵşŵŝca Ϭϳϯ͘ϱϲϱ͘ϵϲϲͲϰϰ APROVADA
LƵcŝaŶa PádƵa TaǀaƌeƐ Haƌǀaƌd Medŝcaů ScŚŽŽů ϭϬϳ͘ϮϵϮ͘ϲϲϲͲϬϱ APROVADA

PedƌŽ MaŶŽeů  MeŶdeƐ de MŽƌaeƐ Vŝeŝƌa UNICAMP ϳϭϭ͘Ϭϴϲ͘ϬϮϭͲϯϰ APROVADA
 

 

PeůaƐ ŝŶdŝcaçƁeƐ͕ a caŶdŝdaƚa ĨŽŝ cŽŶƐŝdeƌada͗ APROVADA

O ƌeƐƵůƚadŽ ĮŶaů ĨŽŝ cŽŵƵŶŝcadŽ ƉƵbůŝcaŵeŶƚe à caŶdŝdaƚa ƉeůŽ PƌeƐŝdeŶƚe da CŽŵŝƐƐãŽ͘ Nada ŵaŝƐ ŚaǀeŶdŽ a ƚƌaƚaƌ͕  Ž PƌeƐŝdeŶƚe
eŶceƌƌŽƵ a ƌeƵŶŝãŽ e ůaǀƌŽƵ a ƉƌeƐeŶƚe ATA͕ ƋƵe Ɛeƌá aƐƐŝŶada ƉŽƌ ƚŽdŽƐ ŽƐ ŵeŵbƌŽƐ ƉaƌƟcŝƉaŶƚeƐ da CŽŵŝƐƐãŽ EǆaŵŝŶadŽƌa͘

BeůŽ HŽƌiǌŽŶƚe͕ ϮϮ de ũƵŶhŽ de ϮϬϮϯ͘

 

FƌedeƌŝcŽ MaƌŝaŶeƫ SŽƌŝaŶŝͲUFMG

VaƐcŽ AƌŝƐƚŽŶ de CaƌǀaůŚŽ AǌeǀedŽͲUFMG

BƌeŶda Lee SŝŵaƐ PŽƌƚŽͲUFMGͬDeƉaƌƚaŵeŶƚŽ de QƵşŵŝca

LƵcŝaŶa PádƵa TaǀaƌeƐͲ Haƌǀaƌd Medŝcaů ScŚŽŽů

PedƌŽ MaŶŽeů  MeŶdeƐ de MŽƌaeƐ VŝeŝƌaͲ UNICAMP

 

DŽcƵŵeŶƚŽ aƐƐŝŶadŽ eůeƚƌŽŶŝcaŵeŶƚe ƉŽƌ LƵciaŶa PadƵa TaǀaƌeƐ͕ UƐƵáƌiŽ EǆƚeƌŶŽ͕ eŵ ϮϮͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ àƐ ϮϬ͗ϯϵ͕ cŽŶĨŽƌŵe ŚŽƌáƌŝŽ
ŽĮcŝaů de BƌaƐşůŝa͕ cŽŵ ĨƵŶdaŵeŶƚŽ ŶŽ aƌƚ͘ ϱǑ dŽ DecƌeƚŽ ŶǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de ŶŽǀeŵbƌŽ de ϮϬϮϬ͘

DŽcƵŵeŶƚŽ aƐƐŝŶadŽ eůeƚƌŽŶŝcaŵeŶƚe ƉŽƌ VaƐcŽ AƌiƐƚŽŶ de CaƌǀaůhŽ AǌeǀedŽ͕ PƌŽfeƐƐŽƌ dŽ MagiƐƚéƌiŽ SƵƉeƌiŽƌ͕ eŵ
ϮϯͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ àƐ ϭϬ͗ϰϴ͕ cŽŶĨŽƌŵe ŚŽƌáƌŝŽ ŽĮcŝaů de BƌaƐşůŝa͕ cŽŵ ĨƵŶdaŵeŶƚŽ ŶŽ aƌƚ͘ ϱǑ dŽ DecƌeƚŽ ŶǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de ŶŽǀeŵbƌŽ
de ϮϬϮϬ͘
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DocƵmento assinado eletronicamente por Frederico Marianeƫ Soriani͕ Professor do Magistério Superior͕ em ϮϯͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ às
ϭϬ͗ϱϰ͕ conforme horário oficial de Brasília͕ com fƵndamento no art͘ ϱǑ do Decreto nǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de noǀembro de ϮϬϮϬ͘

DocƵmento assinado eletronicamente por Brenda Lee Simas Porto͕ Professora do Magistério Superior͕ em ϮϲͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ às Ϭϵ͗ϱϯ͕
conforme horário oficial de Brasília͕ com fƵndamento no art͘ ϱǑ do Decreto nǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de noǀembro de ϮϬϮϬ͘

DocƵmento assinado eletronicamente por Pedro Manoel Mendes de Moraes Vieira͕ Usuário Eǆterno͕ em ϬϰͬϬϳͬϮϬϮϯ͕ às ϭϲ͗ϬϬ͕
conforme horário oficial de Brasília͕ com fƵndamento no art͘ ϱǑ do Decreto nǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de noǀembro de ϮϬϮϬ͘

A aƵtenƟcidade deste docƵmento pode ser conferida no site hƩps͗ͬͬsei͘Ƶfmg͘brͬseiͬcontroladorͺeǆterno͘php͍
acaoсdocƵmentoͺconferirΘidͺorgaoͺacessoͺeǆternoсϬ͕ informando o código ǀerificador ϮϰϬϮϴϯϱ e o código CRC ϵAFϭDAϴϴ͘

 

Referência͗ Processo nǑ ϮϯϬϳϮ͘ϮϯϳϵϵϲͬϮϬϮϯͲϲϯ SEI nǑ ϮϰϬϮϴϯϱ
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FOLHA DE APROsAÇÃO

ΗO ĞĨĞŝƚŽ ĚŽ ĐŽŶƐƵŵŽ ĐƌƀŶŝĐŽ ĚĞ ĞƚĂŶŽů ŶĂ ŵĞĚƵůĂ ſƐƐĞĂ Ğŵ ƵŵĂ ƉĞƌƐƉĞĐƟǀĂ ŵĞƚĂďŽůƀŵŝĐĂΗ

 

 

TĄƐƐŝĂ TĂƟĂŶĞ PŽŶƚĞƐ PĞƌĞŝƌĂ

 

 

TeƐe aƉƌŽǀada Ɖeůa baŶca eǆaŵŝŶadŽƌa cŽŶƐƟƚƵşda ƉeůŽƐ PƌŽfeƐƐŽƌeƐ͗

 

 FƌedeƌŝcŽ MaƌŝaŶeƫ SŽƌŝaŶŝ

UFMG

 

VaƐcŽ AƌŝƐƚŽŶ de CaƌǀaůŚŽ AǌeǀedŽ

UFMG

 

BƌeŶda Lee SŝŵaƐ PŽƌƚŽ

UFMG

 

LƵcŝaŶa PádƵa TaǀaƌeƐ

Haƌǀaƌd Medŝcaů ScŚŽŽů

 

PedƌŽ MaŶŽeů  MeŶdeƐ de MŽƌaeƐ Vŝeŝƌa

UNICAMP

 

BeůŽ HŽƌŝǌŽŶƚe͕ ϮϮ de ũƵŶŚŽ de ϮϬϮϯ͘

DŽcƵŵeŶƚŽ aƐƐŝŶadŽ eůeƚƌŽŶŝcaŵeŶƚe ƉŽƌ LƵĐŝĂŶĂ PĂĚƵĂ TĂǀĂƌĞƐ͕ hƐƵĄƌŝŽ EǆƚĞƌŶŽ͕ eŵ ϮϮͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ àƐ
ϮϬ͗ϯϵ͕ cŽŶfŽƌŵe ŚŽƌáƌŝŽ Žficŝaů de BƌaƐşůŝa͕ cŽŵ fƵŶdaŵeŶƚŽ ŶŽ aƌƚ͘ ϱǑ dŽ DecƌeƚŽ ŶǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de
ŶŽǀeŵbƌŽ de ϮϬϮϬ͘

DŽcƵŵeŶƚŽ aƐƐŝŶadŽ eůeƚƌŽŶŝcaŵeŶƚe ƉŽƌ sĂƐĐŽ AƌŝƐƚŽŶ ĚĞ CĂƌǀĂůŚŽ AǌĞǀĞĚŽ͕ PƌŽĨĞƐƐŽƌ ĚŽ MĂŐŝƐƚĠƌŝŽ
SƵƉĞƌŝŽƌ͕ eŵ ϮϯͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ àƐ ϭϬ͗ϰϴ͕ cŽŶfŽƌŵe ŚŽƌáƌŝŽ Žficŝaů de BƌaƐşůŝa͕ cŽŵ fƵŶdaŵeŶƚŽ ŶŽ aƌƚ͘ ϱǑ dŽ
DecƌeƚŽ ŶǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de ŶŽǀeŵbƌŽ de ϮϬϮϬ͘
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DocƵmento assinado eletronicamente por FƌĞĚĞƌŝcŽ MaƌŝaŶĞƫ SŽƌŝaŶŝ͕ PƌŽĨĞƐƐŽƌ ĚŽ MaŐŝƐƚĠƌŝŽ
SƵƉĞƌŝŽƌ͕ em ϮϯͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ às ϭϬ͗ϱϰ͕ conforme horário oficial de Brasília͕ com fƵndamento no art͘ ϱǑ do
Decreto nǑ ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de noǀembro de ϮϬϮϬ͘

DocƵmento assinado eletronicamente por BƌĞŶĚa LĞĞ SŝŵaƐ PŽƌƚŽ͕ PƌŽĨĞƐƐŽƌa ĚŽ MaŐŝƐƚĠƌŝŽ SƵƉĞƌŝŽƌ͕
em ϮϲͬϬϲͬϮϬϮϯ͕ às Ϭϵ͗ϱϰ͕ conforme horário oficial de Brasília͕ com fƵndamento no art͘ ϱǑ do Decreto nǑ
ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de noǀembro de ϮϬϮϬ͘

DocƵmento assinado eletronicamente por PĞĚƌŽ MaŶŽĞů MĞŶĚĞƐ ĚĞ MŽƌaĞƐ VŝĞŝƌa͕ UƐƵáƌŝŽ EǆƚĞƌŶŽ͕
em ϬϰͬϬϳͬϮϬϮϯ͕ às ϭϲ͗ϬϬ͕ conforme horário oficial de Brasília͕ com fƵndamento no art͘ ϱǑ do Decreto nǑ
ϭϬ͘ϱϰϯ͕ de ϭϯ de noǀembro de ϮϬϮϬ͘

A aƵtenƟcidade deste docƵmento pode ser conferida no site
hƩps͗ͬͬsei͘Ƶfmg͘brͬseiͬcontroladorͺeǆterno͘php͍
acaoсdocƵmentoͺconferirΘidͺorgaoͺacessoͺeǆternoсϬ͕ informando o código ǀerificador ϮϰϬϮϴϲϰ e o
código CRC FAϭϱFDBϲ͘

RĞĨĞƌġŶcŝa͗ Processo nǑ ϮϯϬϳϮ͘ϮϯϳϵϵϲͬϮϬϮϯͲϲϯ SEI nǑ ϮϰϬϮϴϲϰ
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“Imagination is more important than knowledge. For knowledge is 

limited, whereas imagination embraces the entire world, stimulating 

progress, giving birth to evolution.” 

Albert Einstein 



 

RESUMO 

 

A hipótese deste estudo é que o metabolismo do etanol afeta vias metabólicas das 

células da medula óssea, resultando em alterações no conjunto de metabólitos que 

podem estar ligados à programação funcional do sistema imunológico. Para testar 

essa hipótese, utilizamos um modelo murino de consumo crônico de etanol e 

avaliamos o metaboloma das células presentes na medula óssea por meio de três 

abordagens: (i) cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) 

e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS), utilizando 

como solventes extratores (ii) metanol ou (iii) uma mistura de clorofórmio, metanol e 

água. A análise por GC-MS identificou 19 metabólitos, sendo que 5 deles 

apresentaram menor abundância no grupo tratado com etanol: nicotinamida, 

succinato, uracila, prolina e tirosina. Já a análise por LC-MS, utilizando metanol como 

solvente de extração, possibilitou a identificação de 519 molecular features, dos quais 

40 apresentaram diferenças significativas entre os grupos. Por sua vez, a análise 

utilizando a mistura de metanol, clorofórmio e água identificou 656 molecular features, 

sendo que 53 deles apresentaram diferenças significativas entre os grupos analisados. 

Diferentes classes químicas foram identificadas como aminoácidos, carboidratos e 

lipídios. De forma geral, os resultados obtidos demonstram que o consumo de etanol 

tem um impacto significativo no metabolismo lipídico da medula óssea. Houve uma 

inibição na degradação e ativação do metabolismo de ácidos graxos. Essas alterações 

resultaram em um aumento na abundância de glicerofosfolipídios, esfingolipídios e 

eicosanoides, que são componentes lipídicos com funções importantes na estrutura e 

sinalização celular, armazenamento de energia, bem como no processo inflamatório 

e na regulação funcional do sistema imunológico. Essas descobertas ressaltam a 

influência do consumo de etanol nos processos metabólicos envolvidos na resposta 

inflamatória e na modulação do sistema imunológico. 

 

Palavras chaves: alcoolismo, medula óssea, metaboloma, metabolismo de ácidos 

graxos, glicerofosfolipídios, esfingolipídios, eicosanoides, sistema imune. 
 



 

ABSTRACT 

The hypothesis of this study is that ethanol metabolism affects the metabolic pathways 

of bone marrow cells, resulting in alterations in the metabolite profile that may be linked 

to the functional programming of the immune system. To test this hypothesis, we 

utilized a murine model of chronic ethanol consumption and evaluated the bone 

marrow cell metabolome through three approaches: (i) gas chromatography-mass 

spectrometry (GC-MS) and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) using 

(ii) methanol or (iii) a mixture of chloroform, methanol, and water as extracting solvents. 

GC-MS analysis identified 19 metabolites, of which 5 showed lower abundance in the 

ethanol-treated group: nicotinamide, succinate, uracil, proline, and tyrosine. On the 

other hand, LC-MS analysis using methanol as the extraction solvent allowed the 

identification of 519 molecular features, of which 40 showed significant differences 

between the groups. Similarly, analysis using the mixture of methanol, chloroform, and 

water identified 656 molecular features, with 53 of them showing significant differences 

between the analyzed groups. Different chemical classes have been identified, such 

as amino acids, carbohydrates, and lipids. Overall, the results obtained demonstrated 

that ethanol consumption has a significant impact on lipid metabolism in the bone 

marrow. There was an inhibition in the degradation and activation of fatty acid 

metabolism. These changes resulted in an increase in the abundance of 

glycerophospholipids, sphingolipids, and eicosanoids, which are lipid components with 

important functions in cell structure and signaling, energy storage, as well as in the 

inflammatory process and functional regulation of the immune system. These findings 

highlight the influence of ethanol consumption on the metabolic processes involved in 

the inflammatory response and immune system modulation.Keywords: alcoholism, 

bone marrow, metabolome, fatty acid metabolism, glycerophospholipids, sphingolipids, 

eicosanoids, immune system. 

Keywords: alcoholism, bone marrow, metabolome, fatty acid metabolism, 

glycerophospholipids, sphingolipids, eicosanoids, immune system 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Alcoolismo 
 

O alcoolismo é uma doença reconhecida pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) e está incluída na 10ª edição da Classificação Internacional de Doenças (CID-

10). Ela é caracterizada por uma série de fatores comportamentais, cognitivos e 

fisiológicos que se desenvolvem como resultado do uso repetido de álcool. Esses 

fatores incluem um forte desejo de beber, dificuldade em controlar o consumo, uso 

continuado apesar das consequências negativas, priorização do consumo de álcool 

em detrimento de outras atividades e obrigações, aumento da tolerância e, às vezes, 

um estado de abstinência física que pode incluir sintomas como sudorese, tremores e 

ansiedade (ANDRADE, 2019). 

O alcoolismo é considerado uma doença progressiva, que se desenvolve 

lentamente e de forma silenciosa ao longo do tempo. O tratamento mais eficaz para o 

alcoolismo envolve uma combinação de terapia individual, terapia em grupo e 

envolvimento da família, como é o caso dos Alcoólicos Anônimos (AA). Além disso, 

existem medicamentos disponíveis, como a Naltrexona, Acamprosato e Dissulfiram, 

que podem ser utilizados para ajudar a diminuir o desejo de beber ou causar uma 

reação aversiva quando a pessoa consome álcool (NATIONAL INSTITUTE ON 

ALCOHOL AND ALCOHOLISM, 2013). 

Ao longo da história, a produção e o consumo de bebidas alcoólicas têm 

desempenhado um papel importante em diversas culturas, agregando valor cultural e 

econômico. Isso contribui para que o álcool seja uma das substâncias psicoativas 

mais utilizadas em todo o mundo (HAMMER et al., 2018). Segundo a Organização 

Mundial da Saúde, aproximadamente metade da população adulta global consome 

álcool regularmente. Como resultado, o alcoolismo está presente em todos os países 

do mundo, como mostrado no mapa do Instituto de Métricas e Avaliação em Saúde 

(IHME) (Figura 1). 
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Figura 1. Número total de pessoas com alcoolismo no mundo independe do sexo e idade. Fonte: 
Global Burden of Disease Collaborative Network. Global Burden of Disease Study 2019 (GBD 2019) 
Results. Seattle, United States: Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME),2023 

O uso excessivo de álcool tem impactos sociais e econômicos significativos. O 

consumo descontrolado aumenta o risco de acidentes, reduz a produtividade no local 

de trabalho e contribui para o aumento das taxas de criminalidade e violência (GRANT 

et al., 2015) . Os gastos públicos decorrentes do consumo abusivo de álcool, que 

incluem despesas relacionadas ao sistema de saúde, sistema judiciário e 

previdenciário, custam anualmente à sociedade brasileira aproximadamente 7,3% do 

Produto Interno Bruto (PIB) do país, o equivalente a R$ 2 bilhões. Deste total, 2,4%, 

o equivalente a R$ 40 milhões, é atribuído ao tratamento de condições clínicas 

provocadas pelo alcoolismo (HAMMER et al., 2018)  

No Brasil, a incidência do alcoolismo tem aumentado progressivamente desde 

a década de 1920, com uma leve queda em 2018 (Figura 2). Atualmente, estima-se 

que cerca de 7 milhões de pessoas sejam afetadas pela doença.  
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Figure 2. Número absoluto de pessoas com alcoolismo no Brasil, medido através de ambos 
sexos e todas idades, 1990- 2019. Fonte: Global Burden of Disease Collaborative Network. Global 
Burden of Disease Study 2019 (GBD 2019) Results. Seattle, United States: Institute for Health Metrics 
and Evaluation (IHME),2023 

A ampla disseminação do alcoolismo, juntamente com sua natureza 

progressiva e os aspectos culturais relacionados ao consumo de bebidas alcoólicas, 

contribuem para dessensibilização da população em relação à gravidade da doença. 

No entanto, é importante ressaltar que o alcoolismo é uma doença grave que pode 

levar à morte do paciente. De acordo com o Instituto de Métricas e Avaliação em 

Saúde (IHME), em 2019 o alcoolismo foi responsável por 3 milhões de mortes em todo 

o mundo e 7 mil mortes no Brasil.  

As mortes diretas devido ao alcoolismo estão relacionadas com doenças que 

se estabelecem no organismo do paciente em decorrência do efeito do álcool em 

diversos órgãos e tecidos. Essas doenças se estabelecem porque o consumo cronico 

de álcool, tem efeitos profundos no sistema imune promovendo reações inflamatórias, 

que contribuem para o dano tecidual em diversos órgãos levando assim ao 

estabelecimento de diferentes tipos de doenças como câncer e inflamações crônicas 

(WANG, 2015). 
 

1.2. Sistema Imune e Alcoolismo 
 

O Sistema Imunológico (SI) pode também ser entendido como uma rede 

interativa composta por órgãos linfoides, células, tecidos e moléculas que trabalham 
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em conjunto para proteger o corpo contra agentes infecciosos e danos. A 

programação funcional do sistema imunológico envolve três etapas fundamentais: 

identificação do patógeno e/ou dano tecidual, ativação dos mecanismos de defesa e 

combate à infecção e/ou lesão. (KELLIE; AL-MANSOUR, 2017).  

A identificação de agentes lesivos, sejam patogênicos ou não, ocorre também 

por meio da imunidade inata, que é um dos dois ramos em que o Sistema Imunológico 

(SI) didaticamente pode ser compreendido. Esse ramo proporciona ao organismo uma 

resposta imediata e rápida, ativada de maneira inespecífica por qualquer patógeno ou 

dano tecidual. As células imunes inatas, como as células natural killer (NK), neutrófilos, 

monócitos, macrófagos e células dendríticas (DCs), expressam receptores de 

reconhecimento de patógenos (PRRs) que reconhecem padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) e a danos teciduais (DAMPs) (ROBERTS, 2014). 

A interação dos receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) com os 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e a danos teciduais (DAMPs) 

ativa as células do sistema imunológico inato, desencadeando processos de 

fagocitose e a liberação de citocinas e quimiocinas, por exemplo. Essa resposta 

imediata resulta na indução de uma resposta inflamatória localizada e na mobilização 

de células imunes para o local da infecção. 

O sistema imunológico adaptativo, que é a segunda ramificação pela qual o 

sistema imunológico pode ser didaticamente compreendido, pode ser subdividido em 

imunidade mediada por células, realizada pelas células T, e imunidade humoral, 

realizada pelas células B. As células T que expressam o co-receptor de células T CD4 

são conhecidas como células T auxiliares e desempenham um papel crítico na 

ativação e maturação de monócitos, células T citotóxicas e células B. As células T que 

expressam o co-receptor de células T CD8 são conhecidas como células T citotóxicas 

e são responsáveis por eliminar células hospedeiras infectadas por patógenos 

intracelulares, bem como células tumorais. As células B amadurecem em células 

plasmáticas que produzem anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas 

(Ig), para eliminar microorganismos extracelulares e prevenir a propagação da 

infecção (ROBERTS, 2014).  

A inflamação é um processo desencadeado pela ativação do sistema 

imunológico em resposta a infecções ou lesões teciduais. Esse processo envolve a 

produção de mediadores inflamatórios, incluindo os eicosanoides, que são 
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mediadores lipídicos. Os eicosanoides desempenham um papel crucial na promoção 

das mudanças necessárias para a montagem da resposta imune, como a 

vasodilatação, aumento do fluxo sanguíneo e aumento da permeabilidade vascular, 

facilitando assim a migração de leucócitos para o local afetado. No entanto, quando a 

inflamação é ativada de forma excessiva ou persistente, pode levar a danos em órgãos 

e sistemas, resultando em uma condição de inflamação crônica. (LEUTI et al., 2020). 

O consumo de álcool afeta a programação funcional do sistema imunológico de 

forma dependente da dose. No caso do consumo agudo, que envolve o consumo de 

uma grande quantidade em um curto período de tempo, o álcool tende a inibir a 

resposta inflamatória. Por outro lado, no consumo crônico, que é caracterizado pelo 

uso repetitivo e compulsivo da substância, observa-se um perfil de resposta 

inflamatória exacerbado. (MOLINA et al., 2010; SARKAR; JUNG; WANG, 2015). 

Malacco e colaboradores (2020) demonstraram que o consumo crônico de 

etanol resulta em uma regulação negativa dos receptores CXCR2 em neutrófilos 

devido ao aumento de ligantes no fluxo sanguíneo. Isso resulta em um recrutamento 

reduzido de neutrófilos para o local da infecção. Além disso, observou-se que as 

células fagocíticas nos tecidos apresentam uma capacidade reduzida de fagocitar e 

eliminar o patógeno, resultando em uma carga fúngica aumentada nos pulmões de 

camundongos. (MALACCO et al., 2020). 

O consumo crônico de etanol também tem impacto negativo sobre a resposta 

imune adaptativa, especialmente no que diz respeito às células dendríticas. Essas 

células desempenham um papel crucial na apresentação de antígenos e no início da 

resposta imune adaptativa nos tecidos. Além disso, o etanol interfere no processo de 

diferenciação dessas células, comprometendo sua capacidade de adquirir um estado 

totalmente maduro e funcional. Isso resulta em uma deficiência na capacidade das 

células dendríticas de estimular outras células imunes, como linfócitos T e B, levando 

a uma resposta imune comprometida (SZABO; SAHA, 2015) . 

Outro efeito prejudicial do consumo crônico de etanol sobre as células 

dendríticas é a interferência em suas funções de englobamento de partículas 

extracelulares e limpeza de microrganismos no sítio infeccioso. Além disso, o 

consumo crônico de etanol também afeta a expressão de receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) nas células dendríticas, resultando em uma 
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redução na capacidade destas células de detectar e responder adequadamente aos 

patógenos (KANY; JANICOVA; RELJA, 2019) 

As células T CD4+ auxiliares auxiliam na ativação e diferenciação de outras 

células imunes. O consumo crônico de álcool tem sido associado a alterações nas 

células T CD4+, resultando em redução da produção de citocinas e diminuição da 

capacidade de auxiliar outras células imunes. Isso compromete a resposta imune 

adaptativa, afetando a capacidade de combater infecções e regular as respostas 

imunes (SARKAR; JUNG; WANG, 2015). 

As células T CD8+ citotóxicas têm a função de eliminar células infectadas por 

patógenos intracelulares e células tumorais. O consumo crônico de álcool afeta a 

atividade das células T CD8+, resultando em uma diminuição da resposta citotóxica e 

comprometimento da capacidade de eliminar células-alvo (SARKAR; JUNG; WANG, 

2015). Isso pode levar a uma resposta imune deficiente contra infecções intracelulares 

e ao crescimento de células tumorais.  

As células B são responsáveis pela produção de anticorpos, que 

desempenham um papel crucial na resposta imune humoral. O consumo crônico de 

álcool pode interferir na função das células B, afetando a produção de anticorpos e 

comprometendo a resposta imune humoral (PASALA; BARR; MESSAOUDI, 2015). 

Isso pode levar a uma menor capacidade de neutralizar patógenos e reduzir a eficácia 

da resposta imune contra infecções. 

De maneira geral a extensa literatura científica que investiga os efeitos do 

álcool nas diferentes células do sistema imunológico revela consistentemente o 

comprometimento das funções celulares, levando a uma reduzida capacidade de 

eliminar patógenos e maior propensão a danos teciduais. Esses efeitos culminam em 

um estado de inflamação persistente, mantendo um estímulo contínuo para a ativação 

do sistema imunológico. 
 

1.3. Metabolismo do etanol e seu efeito imunomodulador 
 

Os efeitos do consumo de álcool no organismo, incluindo no sistema imune, 

estão intimamente relacionados ao seu metabolismo. Compreender esse processo é 

fundamental para entender os mecanismos fisiopatológicos associados.  
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O metabolismo do etanol, tipo de álcool presente nas bebidas alcoólicas, ocorre 

por via oxidativa e não oxidativa. Na via oxidativa, as enzimas envolvidas são a álcool 

desidrogenase (ADH) e a aldeído desidrogenase (ALDH). Alternativamente, o álcool 

pode ser metabolizado pelas enzimas do complexo Citocromo P450 e pela via da 

Catalase Peroxissomal, conferindo um mecanismo alternativo, geralmente induzido 

pelo consumo crônico e em grandes quantidades(PAQUOT, 2019; ZAKHARI, 2006). 

Isso ocorre quando há o consumo diário de mais de 20 g de álcool puro ou consumo 

em mais de 20 dias seguidos, em qualquer quantidade (GUERRA et al., 2020). 

Existem diferentes variantes das enzimas ADH e ALDH, resultantes de 

polimorfismos genéticos. Essas variações afetam a cinética da reação, sendo um dos 

fatores genéticos relacionados à maior ou menor susceptibilidade do indivíduo ao 

desenvolvimento do alcoolismo e a doenças secundárias relacionadas ao consumo 

de álcool (ONG et al., 2018).  

A enzima ADH está presente no citoplasma das células e é responsável pela 

oxidação do etanol, resultando em acetaldeído. Essa etapa do metabolismo envolve 

o carreador de elétrons Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (NAD+), que é reduzido 

a NADH. A enzima ALDH também é responsável pela segunda etapa do metabolismo, 

que ocorre nas mitocôndrias e converte o primeiro subproduto, o acetaldeído, em 

acetato. Nessa etapa, ocorre a redução de NAD+ a NADH (figura 3) (ZAKHARI, 2006). 

 
Figura 3. Metabolismo do etanol. O álcool é metabolizado por três vias. A mais comum delas envolve 
as enzimas álcool desidrogenase (ADH) e aldeído desidrogenase (ALDH). ADH metaboliza o álcool em 
acetaldeído. A ALDH converte o acetaldeído em acetado. Ambas enzimas reduzem NAD+ à NADH. As 
enzimas do citocromo microssomal P450 2E1 (CYP2E1) e catalase também são capazes de converter 
o álcool em acetaldeído. No entanto, CYP2E1 é ativada apenas após ingestão de grandes quantidades 
de álcool, e catalase metaboliza apenas uma pequena fração do álcool no corpo. Fonte: Adaptado de 
https://cisa.org.br/sua-saude/informativos/artigo/item/47-metabolismo-do-alcool. 

Embora a primeira etapa do metabolismo do etanol seja mais lenta do que a 

segunda, reduzindo consideravelmente a disponibilidade do acetaldeído no 
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organismo, esse composto é altamente tóxico e pode danificar células e tecidos. O 

acetaldeído tem sido correlacionado com a maioria dos efeitos imunomoduladores do 

álcool. Isso porque ele forma adutos que modulam a expressão de genes que 

medeiam a resposta imune (LE DARÉ; LAGENTE; GICQUEL, 2019a). 

O estresse oxidativo resultante da redução de NAD+ para NADH que ocorre em 

ambas as etapas do metabolismo, os adutos de acetaldeído e a geração de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ROS) ativam o inflamassoma NRLP3, um componente do 

sistema imunológico inato e importante regulador da inflamação crônica. A ativação 

desse complexo proteico desempenha um papel fundamental no efeito pró-

inflamatório do consumo crônico de álcool (HYOCHOL AHN, PHD, MICHAEL 

WEAVER, PHD, DEBRA LYON, PHD, EUNYOUNG CHOI, RN, AND ROGER B. 

FILLINGIM, 2017) 

Além disso, o consumo crônico de etanol afeta os receptores purinérgicos, que 

também são capazes de ativar o inflamassoma NLRP3 (Gicquel et al. 2017). Os 

efeitos indiretos do acetaldeído na imunomodulação estão relacionados à formação 

de adutos que modulam a expressão de genes importantes para a síntese de citocinas 

que medeiam a resposta imune (LE DARÉ; LAGENTE; GICQUEL, 2019b). 

Embora a maioria dos efeitos imunomoduladores do álcool esteja relacionado 

direta ou indiretamente ao acetaldeído, a intensa produção de Espécies Reativas de 

Oxigênio (ROS) promove estresse oxidativo, danificando tecidos, estruturas celulares 

como membranas e o DNA (PAQUOT, 2019). 

Além disso, o acetato, produto resultante da oxidação do acetaldeído, embora 

seja oxidado a dióxido de carbono (CO2) e liberado pelos pulmões, não é um produto 

inerte. Ele pode ser convertido em Acetil-CoA, um metabólito intermediário que 

participa de vias bioquímicas fundamentais para suprir as demandas energéticas e 

biossintéticas das células  (NIAAA, 2002; ZAKHARI, 2012) afetando processos 

bioquímicos como a síntese de ácidos graxos (YOU; ARTEEL, 2019b).  

O efeito do etanol no metabolismo energético celular e seu impacto em vias 

como a fosforilação oxidativa, que já foram descritos em hepatócitos (YOU; ARTEEL, 

2019b), podem estar relacionados ao efeito do álcool no sistema imune, uma vez que 

o metabolismo celular tem sido associado à funcionalidade das células. 

Estudos realizados por Sadiku e colaboradores (2021) demonstraram que os 

neutrófilos produzem glicogênio para suprir suas demandas bioenergéticas, 
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garantindo assim a capacidade fagocítica e a eliminação do patógeno por meio do 

"killing". Em pacientes com inflamação crônica, os neutrófilos apresentam 

comprometimento da gliconeogênese, resultando em menor produção bioenergética 

e capacidade prejudicada de fagocitose e depuração do patógeno (SADIKU et al., 

2021). 

 Nos últimos anos, tem havido um crescimento significativo no conhecimento 

sobre como a função das células do sistema imune é mediada pelo metabolismo 

celular (MICHAELS; MADSEN, 2023; VAN DEN BOSSCHE; HORNG; RYAN, 2023). 

Essa área de conhecimento tem permitido uma melhor compreensão do mecanismo 

da resposta imune em uma perspectiva bioquímica (BULLUCK; HAUSENLOY, 2018). 

O metabolismo do etanol, que apresenta uma preferência pela oxidação em relação a 

outros substratos energéticos, resultando em uma diminuição na oxidação de lipídios 

(PAQUOT, 2019), pode impactar as vias metabólicas das células do sistema imune e 

comprometer sua programação funcional. 

 

1.4. Medula óssea e alcoolismo 
 

A medula óssea é um dos principais tecidos que compõe a rede interativa do 

sistema imune. É um tecido gelatinoso localizado no interior dos ossos, cuja função 

consiste na produção dos elementos figurados do sangue através de um processo 

complexo denominado hematopoiese (TRAVLOS, 2006).  

A hematopoiese se dá a partir da proliferação das células-tronco pluripotentes 

em células precursoras mieloides e linfóides (CFU-Gemm e CFU-L respectivamente). 

Estas por sua vez, a partir de uma série de estágios intermediários rigidamente 

regulados, se multiplicam, se diferenciam e amadurecem em centenas de milhares de 

outros tipos celulares agrupados em hemácias, leucócitos ou plaquetas, que podem 

ser liberadas na corrente sanguínea (Figura 4) (TRAVLOS, 2006). 

O desenvolvimento e maturação de todos elementos do sangue os quais são 

continuamente renovados e respondem prontamente a necessidade do organismo, 

fazem com que a medula óssea seja caracterizada por grande atividade proliferativa 

(GURKAN; AKKUS, 2008).  

Dados da literatura que datam desde 1960 vêm mostrando que o álcool causa 

uma redução no número de células precursoras mieloides e células precursoras 
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linfoides. Esse efeito vem sendo correlacionado com o fato de pacientes que sofrem 

de alcoolismo apresentarem quadros de anemia (POST; DESFORGES, 1968) 

 

 
Figura 4. Representação da progressão da maturação das múltiplas linhagens celulares 
presentes na medula óssea. CFU = unidade formadora de colônia; E = eritróide; Meg = megacariócito; 
Gemm = granulocítico, eritróide, monócito-macrófago e megacariocítico; GM = granulócitos/monócitos; 
G = granulócitos; M = monócito; Eo = eosinófilo; Baso = basófilo; L = linfócito. Fonte: Travlos GS. Normal 
structure, function, and histology of the bone marrow. Toxicol Pathol. 2006;34(5):548-65. 

O uso de álcool afeta a atividade da enzima ácido delta-aminolevulínico 

sintetase (ALA-S) (OHMORI et al., 1988). ALA-S é uma enzima mitocondrial que 

medeia uma etapa crítica na síntese de hemoglobina. A atividade reduzida dessa 

enzima resulta no acúmulo de ferritina nas hemácias as quais passam a ser 

denominadas de sideroblastos. Um a cada 3 pacientes alcoolistas contém 

sideroblastos na medula óssea (ANDREA; GRUNDY, 1988).  

O consumo crônico de álcool também prejudica a absorção de ácido fólico 

presente na dieta (HALSTED, 1980) o que implica na capacidade proliferativa das 

células precursoras, explicando parcialmente, a frequência aumentada de células 

precursoras disfuncionais, denominadas megaloblastos, na medula óssea e níveis 

reduzidos de ácido fólico nas hemácias (S., HAROLD BALLARD, 1997).  
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 Outro efeito intrigante do uso nocivo de álcool na medula óssea é a presença 

de vacúolos nas células precursoras mieloides. Apesar dessas observações terem 

sido feitas há mais de 50 anos ainda não está claro o mecanismo de vacuolização e 

como os vacúolos afetam as células e, consequentemente, a saúde de uma pessoa, 

porém sua presença em células precursoras mieloides é um indicador do efeito do 

consumo nocivo de álcool na medula óssea.  

O aparecimento de vacúolos nos precursores de células linfoides pode ocorrer 

independentemente do consumo de álcool. Mesmo em indivíduos não alcoolistas bem 

nutridos, que substituíram o álcool por carboidratos enquanto mantêm uma dieta rica 

em proteínas, vitaminas e incluindo suplementos de ácido fólico, foram observados 

vacúolos na medula óssea. No entanto, experimentos in vitro revelaram que os 

vacúolos podem ser induzidos na medula óssea humana normal quando incubada em 

um meio nutriente contendo uma concentração crítica de álcool (62,5 mg/dl). Esses 

achados sugerem que o aparecimento de vacúolos é uma resposta ao estresse 

nutricional, tanto causado pelo excesso de carboidratos quanto pela ingestão de álcool 

(QUAYE et al., 1992) 

Embora haja uma quantidade substancial de evidências sobre as complicações 

decorrentes do alcoolismo na medula óssea, como macrocitose, vacuolização dos 

precursores mieloides, eritropoiese megaloblástica e sideroblástica, trombocitopenia, 

redução da reserva de granulócitos da medula, hemólise e, em casos raros, hipoplasia 

da medula, o mecanismo pelo qual o metabolismo do etanol afeta a medula óssea 

ainda apresenta lacunas significativas (WICKRAMASINGLE; SLOVIER; SAUNDERS, 

1981) (LATVALA; PARKKILA; NIEMELÄ, 2004; ZAKHARI, 2006) (QUAYE et al., 1992), 

(POST; DESFORGES, 1968; QUAYE et al., 1992), (POST; DESFORGES, 1968), 

(POST; DESFORGES, 1968), (LIU, 1973), (DOUGLASS; TWOMEY, 1970; 

PAFFENBARGER et al., 1994; ZIEVE, 1966) (BALLARD, 1980). 

Há uma escassez de estudos mais recentes sobre o efeito do álcool na medula 

óssea. No entanto, informações relacionadas a essa temática pode ser obtida 

indiretamente em pesquisas que investigam o impacto do álcool na osteogênese.  

Esses trabalhos vêm mostrando que o consumo crônico de álcool prejudica a 

osteogênese devido a um efeito do álcool nas células-tronco mesenquimais da medula 

óssea (BMMSCs) levando essas células a um aumento na diferenciação adipogênica 
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e uma redução na diferenciação osteogênica gerando um aumento da adiposidade na 

medula óssea (CELLS, 2016; KAHLER-QUESADA et al., 2020; SOUSA et al., 2018).  

Considerando a importância desse tecido na produção de diferentes tipos 

celulares que compõem o sistema imunológico e o potencial efeito imunomodulador 

do etanol no metabolismo celular das células imunes, investigar o impacto do 

metabolismo do álcool no metaboloma da medula óssea pode contribuir para a 

formulação de hipóteses sobre os mecanismos pelos quais o consumo crônico de 

álcool compromete a programação funcional do sistema imunológico. 
 

1.5. Estudos metabolômicos  
 

A metabolômica é uma disciplina que permite a identificação e análise do 

conjunto de metabólitos presentes em um determinado tecido, estabelecendo 

relações com fenótipos e auxiliando na formulação de hipóteses sobre processos 

fisiopatológicos através da análise metabolômica, é possível obter um panorama 

abrangente das moléculas envolvidas nos processos metabólicos de um tecido 

específico, proporcionando insights valiosos sobre as vias bioquímicas afetadas e os 

potenciais efeitos fisiológicos resultantes (ATHERSUCH, 2018). 

Os estudos em metabolômica podem ser classificados em duas abordagens 

principais: direcionada (targeted metabolomics) ou não direcionada (untargeted 

metabolomics). Na abordagem direcionada, o objetivo é realizar uma análise 

quantitativa de um ou mais metabólitos específicos, que são selecionados 

previamente com base em sua relevância para uma classe química particular ou uma 

via metabólica específica. Por outro lado, a abordagem não direcionada da 

metabolômica tem como objetivo realizar uma análise qualitativa do maior número 

possível de metabólitos presentes em um sistema biológico em estudo. Nessa 

abordagem, não há uma pré-seleção dos metabólitos-alvo, mas sim uma exploração 

abrangente de diversas classes químicas de metabólitos. (Villas-Boas et al, 2007). 

A metabolômica untargeted é uma ferramenta poderosa para estudos 

exploratórios, nos quais o objetivo principal é levantar hipóteses que possam ser 

posteriormente testadas por meio de estudos metabolômicos targeted ou validações 

funcionais (DI MINNO et al., 2021). 
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Devido à grande variedade de estruturas e propriedades químicas dos 

metabólitos, bem como à rápida resposta do metabolismo celular a mudanças no 

microambiente, os estudos metabolômicos requerem um fluxo de trabalho meticuloso, 

levando em consideração o tipo de amostra a ser investigada e o objetivo do estudo. 

Isso é essencial para definir as plataformas analíticas e os parâmetros que serão 

utilizados (JEPPESEN; POWERS, 2023).  

As plataformas analíticas de separação mais comumente empregadas nos 

estudos metabolômicos são a cromatografia gasosa (GC, do inglês, gas 

chromatography) e a cromatografia líquida de alta eficiência (LC, do inglês, liquid 

chromatography) acopladas à espectrometria de massas (MS, do inglês, mass 

spectrometry). Essas técnicas fornecem informações sobre uma ampla variedade de 

classes químicas e, portanto, são amplamente utilizadas. Além disso, a eletroforese 

capilar acoplada ao espectrômetro de massas (CE-MS) e a ressonância magnética 

nuclear (NMR) também são empregadas (CANUTO et al., 2018). 

 A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) é 

utilizada para a separação e identificação de metabólitos voláteis ou volatilizáveis. 

Embora seja uma técnica robusta e reprodutível, a detecção de muitos metabólitos 

requer o processo de derivatização para torná-los voláteis. A derivatização é um 

processo que envolve manipulação considerável da amostra e períodos relativamente 

longos de incubação, o que pode introduzir erros devido à perda de metabólitos 

durante o processo. Para minimizar esse efeito, são utilizadas replicatas técnicas, mas 

isso limita o número de amostras que podem ser trabalhadas em conjunto (MOROS 

et al., 2017). Apesar disso, o GC-MS apresenta uma grande vantagem, pois já existem 

bibliotecas de espectros que facilitam a identificação dos metabólitos com base na 

combinação do tempo de retenção e do padrão de fragmentação obtido devido à 

ionização por elétrons (CANUTO et al., 2014).  

 A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS) também 

é uma técnica robusta, sensível e seletiva. É considerada uma abordagem abrangente 

em relação à classe de compostos a serem analisados, pois permite a utilização de 

uma variedade de fases estacionárias e modos de separação, como a eluição em fase 

reversa, interação hidrofílica e troca iônica. Além disso, é uma técnica de fácil 

operação que requer menos manipulação da amostra (CANUTO et al., 2018).  
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 A cromatografia por Eletroforese Capilar-Espectrometria de Massas (CE-MS) é 

uma técnica que permite a separação de compostos iônicos polares, com alta 

resolução e um tempo de análise curto. Uma vantagem dessa técnica é a possibilidade 

de realizar estudos metabolômicos em amostras biológicas relativamente pequenas, 

devido ao uso de volumes de injeção na ordem de nL. No entanto, essa técnica 

apresenta limitações em termos de sensibilidade e repetibilidade. A sensibilidade é 

prejudicada devido à diluição das amostras pelo uso de líquido auxiliar no 

acoplamento com MS. A CE-MS tem sido amplamente utilizada em 

complementaridade com LC-MS e GC-MS (CANUTO et al., 2018). 

 A Ressonância Magnética Nuclear (NMR) também é uma ferramenta eficiente 

em estudos metabolômicos, fornecendo informações sobre diversas classes químicas. 

A NMR apresenta como vantagem o fato de não exigir a manipulação da amostra, o 

que permite a análise de amostras biológicas intactas. Além disso, requer uma 

quantidade mínima de amostra e não inviabiliza o uso posterior da mesma. No entanto, 

a baixa sensibilidade e seletividade da NMR podem comprometer a identificação 

interpretação dos dados (CANUTO et al., 2018). 

Dada a variedade de metabólitos e as vantagens e limitações das diferentes 

plataformas, a análise em multiplataforma tem sido amplamente utilizada para obter a 

maior diversidade de metabólitos. Isso porque uma maior cobertura em termos de 

substâncias químicas detectadas possibilita um melhor entendimento biológico do 

organismo estudado (LU et al., 2017; VILLAS-BÔAS; BRUHEIM, 2007).   

 O alcoolismo tem sido objeto de estudos metabolômicos (HARRIGAN; 

MAGUIRE; BOROS, 2008). Em sua maioria o objetivo tem sido encontrar potenciais 

biomarcadores para diagnóstico, estadiamento e avaliação da gravidade doença 

hepática alcoólica (ALD), especialmente da hepatite alcoólica (ANDRÉS-IGLESIAS et 

al., 2014; MANNA et al., 2010) e tratamento da dependência (HINTON et al., 2017).  

No entanto, até o momento, não foram encontrados estudos na literatura que 

abordem o tema do alcoolismo e o sistema imunológico por meio de uma abordagem 

metabolômica. Neste estudo de caráter exploratório, utilizamos as técnicas de GC-MS 

e LC-MS em uma análise não direcionada, a fim de abranger o maior número possível 

de metabólitos nas células da medula óssea de camundongos tratados e não tratados 

com etanol. O fluxograma de trabalho utilizado neste estudo é apresentado na figura 

5. 

Etanol H2O 
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2. JUSTIFICATIVA 

 O consumo crônico de álcool compromete o sistema imunológico de indivíduos 

com alcoolismo, aumentando sua vulnerabilidade a infecções. Isso ocorre devido aos 

efeitos do etanol e seus metabólitos nas células do sistema imunológico. A medula 

óssea desempenha um papel crucial na produção de células imunológicas. A oxidação 

preferencial do etanol em relação a outras fontes de energia afeta o metabolismo 

celular. Uma vez que alterações metabólicas tem uma relação direta com a 

programação funcional das células do sistema imunológico, investigar como o 

metabolismo do etanol pode afetar a medula óssea em condições de consumo crônico 

de etanol pode ajudar a preencher lacunas no conhecimento sobre os mecanismos 

pelos quais o consumo crônico de álcool compromete a resposta imune em condições 

de alcoolismo. 

Figura 5. Fluxograma de trabalho da abordagem metabolômica. A obtenção das amostras 
constitui a primeira etapa do fluxograma. Nessa etapa as amostras foram obtidas a partir do pool 
celular da medula óssea de 3 camundongos C57Bl/6 machos. Foi realizado o queenching metabólico 
e os metabolitos foram extraídos. A segunda etapa do fluxograma consiste em aquisição dos dados, 
os quais foram obtidos por LC-MS e GC-MS e pré-processamento das amostras. A terceira e ultima 
etapa é composto pela análise estatística, identificação dos metabólitos e interpretação biológica.  
Criado com biorender.com 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar se o consumo crônico de etanol afeta o microambiente da medula óssea 

promovendo alterações no metaboloma deste tecido.  

3.2. Objetivos específicos  

 

o Avaliar os metabólitos presentes na medula óssea de camundongos tratados e não 

tratados com etanol por meio de GC-MS e LC-MS;  

o Identificar vias metabólicas relacionadas aos metabólitos identificados; 

o Propor hipóteses a respeito das vias metabólicas identificadas e a programação 

funcional da resposta imune 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Animais Experimentais  
 

O presente projeto foi submetido a avaliação pelo CEUA (Comissão de Ética 

no Uso de Animais) da UFMG sob o número do protocolo 337 / 2018. Os animais 

foram distribuídos em dois grupos. O grupo H2O, o qual recebeu água durante todo o 

tratamento e o grupo EtOH que recebeu o tratamento com etanol por 12 semanas. 

Cada grupo consistiu de 24 camundongos C57Bl/6 machos SPF (specific pathogen 

free). Eles foram mantidos em no máximo 4 animais por gaiola e em condições de 

temperatura e luz controladas. Foram acompanhados diariamente a disponibilidade 

de ração e água ou de ração e solução alcoólica.  
 

4.2. Modelo animal de tratamento crônico com etanol 
 

Foi seguido o modelo murino de consumo crônico de etanol (EtOH) 

padronizado por Yeligar e colaboradores (2012). Este modelo reproduz os níveis de 

álcool no sangue após o consumo crônico em indivíduos humanos. O álcool etílico foi 

disponibilizado exclusivamente para os animais em solução aquosa contendo EtOH 

durante 12 semanas. Os camundongos passaram por um período de aclimatação e 

adaptação à ingestão de EtOH. Foi disponibilizado exclusivamente a solução etanol a 

5% (v/v) na primeira semana, 10% (v/v) na segunda a 20% (v/v) por 10 semanas 

(Yeligar, Harris, Hart, & Brown, 2012). 

 

4.3. Obtenção das amostras  
 

As células provenientes da medula óssea após o tratamento dos animais foram 

obtidas através da lavagem do fêmur e tíbia seguida por lise das hemácias, quenching 

metabólico por resfriamento em banho de gelo seco e álcool comercial 70%, lavagem 

do pellet por 3 vezes com PBS 1X e contagem das células. Amostras contendo de 

1x107 células foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos, todo o sobrenadante foi 

retirado e o pellet de célula completamente seco foi armazenado em freezer -80 C 

para posterior extração dos metabólitos. 
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Para garantir que o parâmetro número de células não seja um viés 

metodológico para a abordagem metabolômica, primeiramente foi avaliado se o 

tratamento com etanol afeta o tamanho das células da medula óssea. Para isso, as 

células obtidas como descrito acima foram submetidas a análise de citometria de fluxo 

no citômetro FACScan e análise de tamanho e granulosidade FSC vs. SSC utilizando 

o software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, EUA). 
 

4.4. Extração dos metabólitos 
 

Foram utilizados dois solventes de extração: (i) Metanol absoluto e uma (ii) 

solução composta por metanol: clorofórmio: água 1:3:1 (v/v/v). Os resultados obtidos 

a partir da utilização de cada um dos solventes foram denominados de corrida 1 e 

corrida 2 respectivamente. As amostras foram levadas ao agitador tipo vórtex por 2 

minutos, quatro ciclos de congelamento e descongelamento utilizando nitrogênio 

líquido seguido por banho seco e centrifugação por 10 minutos, 16.000 g a 4ºC. Todo 

o sobrenadante foi transferido para um tubo tipo Eppendorf e completamente seco no 

concentrador a vácuo, SpeedVac a 35ºC. As amostras foram ressuspendidas em 400 

µL de metanol absoluto e analisadas.  

 

4.5. Análise cromatográfica  
 

As análises dos metabólitos extraídos a partir dos dois tipos de extração foram 

realizadas em um cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) (marca Agilent 

modelo Infinity 1260) acoplado ao espectrômetro de massas de alta resolução do tipo 

Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionização por electrospray 

(IES). Os parâmetros cromatográficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell C-18, 3 

mm de diâmetro interno, 10 cm de comprimento, partículas de 2,7 μm, a fase móvel: 

água acidificada com ácido fórmico (0,1% vv-1) (A) e metanol (B), com o gradiente: 

10% de B (0 min), 98% de B (0-10 min); 98% de B (10-17 min). Os parâmetros de 

ionização foram: pressão do nebulizador de 20 psi, gás secante a 8 L/min a uma 

temperatura de 220ºC e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5 kV. Amostras 

extraídas utilizando a solução de Metanol: Clorofórmio: água 1:3:1 (v/v/v) foram 

analisadas também por Cromatografia a Gás acoplado ao Espectrômetro de massa. 
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Os detalhes da metodologia utilizada para a análise metabolômica por GC-MS estão 

apresentadas na sessão de resultados no formato de artigo. A seguir estão 

apresentadas as etapas metodológicas para a abordagem por LC-MS. 

 

4.6. Tratamento dos dados 
 

Os dados brutos obtidos pela LC-MS foram convertidos para *.mzData no 

software ms convert. A extração da matriz e processamento dos dados foram 

realizados no software XCMS (versão 1.24.1). Inicialmente, realizou-se uma 

otimização dos parâmetros de processamento e extração da matriz de dados 

utilizando o pacote IPO (Isotopologue Parameter Optimization, versão 1.16.0) usando 

as amostras de controle de qualidade (QC do inglês quality controls) para encontrar 

as melhores condições de processamento através do software R studio versão 

2021.19.1 (2009-2021). Os parâmetros otimizados utilizando o método “centwave" 

foram: snthresh = 10 para ambas corridas prefilterpeaks= 3 para ambas corridas, 

largura do pico cromatográfico (min, máx) – peakwidth= 13.6 a 80 segundos para a 

corrida 1 e 11.65 a 89 para corrida 2, erro de massa = 22 ppm para corrida 1 e 28 para 

corrida 2, mzwid = 0,306 para corrida 1 e 0,0222 para corrida 2, profStep (binSize)= 

0768 para corrida 1 e 0.6964 para corrida 2, bw= 0.88 para ambas corridas,  minfrac= 

1 para ambas corridas, maxgroup=50. Na correção de tempo de retenção (retcor), o 

método utilizado foi o default do "obiwarp" e a faixa de tempo de análise  foi 10 minutos. 

O n amostral consistiu em 8 amostras por grupo, resultantes do pool de células 

provenientes de 3 animais. Cada amostra apresentava a média de intensidade do 

referido molecular features. Os dados foram exportados e convertidos em .CSV. 

Primeiramente, foi feita a transformação dos dados em log2 e em seguida a remoção 

dos valores ausentes (missing values) aplicando o filtro de 70% em pelos menos um 

dos grupos utilizando o software Perseus versão 1.6. As análises estatísticas foram 

realizadas MetaboAnalyst 5.0. Inicialmente os dados foram normalizados seguindo os 

parâmetros soma e escalonamento de pareto e então submetidos à Análise de 

Componentes Principais (PCA do inglês Principal Component Analysis) e analise 

discriminante por mínimo quadrados parciais (PLS-DA do inglês: Partial Least 

Squares-Discriminant Analysis) com predição de QCs. Molecular features 
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discriminantes foram selecionados nos modelos de PLS-DA através do gráfico de 

Variable Importance Projection (VIP), sendo selecionados aqueles com VIP score > 1.  

A busca pelos possíveis metabólitos para identificação dos molecular features 

estatisticamente significativos foi realizada através da busca dos m/z's médio em base 

de dados públicas como o Human Metabolome Database (HMDB), Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), PubChem e METLIN Metabolite and 

Chemical Entities Database, Chemical Entities Database of Biological Interest (ChEBI), 

e Lipid Maps através da plataforma CEU Mass Mediator utilizando modo positivo como 

modo de ionização, M+H, M+2H, M+Na, M+K, M+NH4 e M+H-H2O como possíveis 

aductos e erro de massa máximo 22 e 28ppm para corrida 1 e corrida 2 

respectivamente.  
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5. RESULTADOS  

5.1. Capitulo 1 – Análise metabolômica de células da medula óssea de 
camundongos tratados e não tratados com etanol por Cromatografia a 
Gás acoplada ao Espectrômetro de Massas. 
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5.2. Capitulo 2. Análise metabolômica por LC-MS utilizando metanol como 

solvente de extração.  

5.2.1. O consumo crônico de etanol altera o perfil metabolômico da 
medula impactando o metabolismo de ácidos graxos e o 
metabolismo do ácido araquidônico. 

 

Após realizar o pré-processamento dos dados, obtivemos um total de 519 

molecular features por meio da LC-MS, utilizando metanol como solvente de extração. 

Para avaliar a qualidade da análise instrumental, foram realizados os modelos PCA 

(Análise de Componentes Principais) e PLS-DA (Análise de Componentes Principais 

para a Discriminação Linear) utilizando as amostras de controle de qualidade (QC, do 

inglês quality control). 

Na Figura 6A, pode-se observar o modelo PCA, onde as amostras de controle 

de qualidade estão agrupadas em uma área bem definida. Isso indica a robustez e 

estabilidade dos procedimentos analíticos utilizados. Além disso, na Figura 6B, foi 
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realizado o modelo supervisionado PLS-DA que também demonstra um agrupamento 

adequado das amostras de controle de qualidade. 

Esses resultados confirmam a confiabilidade dos métodos analíticos 

empregados e a consistência dos resultados obtidos, proporcionando uma base sólida 

para a análise dos dados metabolômicos. 

 
Figura 6 Modelos multivariados dos molecular features nas amostras celulares provenientes da 
medula óssea analisadas por LC-MS utilizando metanol como solvente de extração.  (A) Modelo PCA 
e (B) Modelo PLS-DA. Ambos modelos foram construídos com conjunto de dados obtidos com controles 
de qualidade (QC) – círculo verde, grupo controle (H2O) - círculo azul, grupo experimental (EtOH) – 
círculo vermelho (Accuracy= 0.31667 R2= 0.91185 e Q2= -0.29865) 

Após a remoção dos QCs, a análise multivariada PLS-DA revelou uma 

separação clara entre os grupos, confirmando o efeito da administração crônica de 

álcool no metaboloma da medula óssea dos camundongos (Figura 7A). Um total de 

99 molecular features contribuíram para explicar essa separação dos grupos, e 

dessas, 41 foram selecionadas para identificação. A seleção desses molecular 

features foi realizada considerando sua significância em análises univariadas e 

multivariadas. 

Esses 41 possíveis metabólitos, que foram considerados os mais relevantes 

para distinguir os grupos, estão apresentados no gráfico de Variable Importance 

Projection (VIP>2) (Figura 7B) bem como na tabela 1 em anexo onde estão, também, 

apresentados os valores de VIP score para cada metabólito. A magnitude do efeito do 

tratamento na abundância desses metabólitos pode ser visualizada no heatmap 

(Figura 7C), onde é possível observar dois grandes agrupamentos de compostos, 
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contendo 24 molecular features com maior abundância no grupo tratado com etanol e 

17 com menor abundância. Além disso, pequenos agrupamentos podem ser 

observados devido à variação no padrão de abundância dentro dos grupos (Figura 

6C). 
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Figura 7. Análise estatística de separação dos grupos e o padrão de abundância de 41 molecular 
features obtidos por meio do LC-MS utilizando solução de metanol como solvente de extração. 
A) Gráfico do PLS-DA construído para duas comparações (tratamento vs. controle) - circulo vermelho 
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e verde respectivamente (parâmetros do modelo R2 = 1,0 e Q2 = 0,28579). Os modelos foram gerados 
após o pré-processamento dos dados, transformação em log2, normalização pela soma e 
escalonamento em pareto (B) VIP score contendo os metabólitos discriminantes entre os grupos 
estudados que foram selecionados para identificação. O VIP escore >1 é considerado significativo. A 
escala de vermelho a azul indica abundância relativa de metabólitos no grupo tratado em comparação 
com o grupo controle. Vermelho representa maior abundância e azul menor. C) Heatmap construído 
com molecular features significativamente alterados na análise multivariada e multivariada. Os 
dendrogramas no topo e na vertical foram construídos com os seguintes parâmetros:  distância – 
Euclidean e agrupamento Ward. A intensidade dos metabólitos é classificada por meio de uma escala 
de intensidade, que variam de -3 a 3, sendo os mais intensos com coloração avermelhada e os menos 
intensos com coloração mais azulada. Todas as análises foram realizadas na plataforma Metaboanalyst. 

 

A identificação dos 41 molecular features permitiu classificá-los em 6 classes 

químicas distintas: ácidos graxos, glicerofosfolipídios, aminoácidos e derivados, 

derivados de glutationa, carboidratos e vitaminas. Dentre essas molecular features, 

24 metabólitos foram identificados e calculou-se o Fold Change (FC) para esses 

compostos. Esses dados bem como o valor de VIP score para cada composto estão 

apresentados na tabela 1.  

Devido à variação no padrão de abundância dos compostos dentro dos grupos, 

conforme observado no heatmap, o FC foi calculado utilizando a mediana da 

intensidade do sinal do composto, seguido de normalização por log2. Essa abordagem 

permite avaliar as alterações relativas na abundância dos metabólitos entre os grupos 

tratados com etanol e o controle, fornecendo informações sobre as mudanças 

significativas causadas pela administração crônica de álcool (Figura 8).  
 

Tabela 1. Metabólitos identificados através da Cromatografia Liquida acoplada a 

espectrometria de massas utilizando e metanol como solvente de extração. 

Código mz médio Identificação putativa Classe FC (E/A) VIP 
SCORE 

M886T7 886,1481 trans-2-Hexenoil-CoA Ácidos Graxos 0,76611 2,76 

M351T3 351,2498 Ácido Araquidônico Ácidos Graxos 1,5294 2,49 

M575T3 575,4333 Lipoamida Ácidos Graxos 0,612 2,04 

M206T3 206,0638 5-HETE Ácidos Graxos -1,069 2,2 

M331T3 331,2555 Ácido -6-Eicosinóico Ácidos Graxos -0,95237 1,98 

M398T3_2 398,3067 N-linoleoil  Ácidos Graxos -0,69772 1,91 

M400T5 400,343 Palmitoilcarnitina Ácidos Graxos -0,81297 1,1 

M449T5 449,2893 lisophosphatidilinositol 22:6 Glicerofosfolipídios 1,2145 2,63 

M433T6 433,21 1-(1Z-hexadecenil)-glicero-3-phosphato Glicerofosfolipídios 1,0053 2,43 

M816T3 815,5817 Fosfatidilglicerol Glicerofosfolipídios 0,88955 2,16 

M490T5 490,2806 1-tetradecanoil-sn-glicero-3-
phosphocholine Glicerofosfolipídios 0,68878 2,03 
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M437T7_2 437,2705 ácido lisofosfatídico Glicerofosfolipídios 0,96029 1,78 

M421T7 421,2526 triacilglicerol Glicerofosfolipídios 0,43982 1,25 

M646T6 607,4213 1,2-didodecanoil-sn-glycero-3-phospho-
N,N-dimethilethanolamine Glicerofosfolipídios 0,46189 1,4476 

M469T6_2 469,2439 Éter metílico de formilmetionil-leucil-
fenilalanina 

Aminoácidos e 
derivados 1,0059 2,67 

M411T5 411,0947 Phe-Val-OH Aminoácidos e 
derivados 0,8219 2,07 

M120T1 120,0807 Feniletonolamina Aminoácidos e 
derivados 0,8974 1,81 

M365T0 365,1058 Asn Cys Glu Aminoácidos e 
derivados 0,63345 1,77 

M565T8 565,1988 5-S-glutationil-L Glutationa e 
derivados 0,66538 2,07 

M430T10_1 430,0909 Sulfametoxazol N1-glucuronídeo Glutationa e 
derivados -0,78792 1,99 

M611T9_2 611,1871 Glutationa dissulfeto de amida Glutationa e 
derivados 0,5351 1,82 

M512T6 512,13 Ácido fólico  Carboidrato e 
vitaminas 1,341 2,75 

M365T5 365,1364 Glucose-1,3-mannose oligosaccharide Carboidrato e 
vitaminas 1,0769 1,44 

M414T5 414,0927 Não identificado Não identificado 0,95572 2,75 

M530T4 529,8631 Não identificado Não identificado 0,97301 2,47 

M619T9 619,138093 Não identificado Não identificado 1,7126 2,4 

M719T10 719,2113 Não identificado Não identificado -1,2851 2,35 

M454T7 454,4459 Não identificado Não identificado -1,1105 2,29 

M119T0 119,0893 Não identificado Não identificado 0,93756 2,28 

M763T8 763,2019 Não identificado Não identificado -0,85191 2,14 

M703T6 703,2158 Não identificado Não identificado -0,73122 2,06 

M770T10 770,1041 Não identificado Não identificado 1,3567 2,02 

M661T8 661,1837 Não identificado Não identificado 0,67728 1,99 

M651T10_1 651,1467 Não identificado Não identificado -1,0396 1,99 

M364T10_1 363,5521 Não identificado Não identificado -1,0961 1,9 

M720T7 720,2279 Não identificado Não identificado -1,1998 1,81 

M499T6 499,129 Não identificado Não identificado 0,55034 1,81 

M632T4_1 631,9755 Não identificado Não identificado -0,85874 1,53 

M303T4_1 302,5661 Não identificado Não identificado -0,66752 1,39 

M370T3_1 369,7198 Não identificado Não identificado -0,57868 1,15 

*FC: fold change, calculado a partir da razão entre mediana da abundancia do grupo etanol e o grupo 

controle. 
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Figura 8. Metabólitos identificados pela análise de LC-MS utilizando metanol como solvente de 
extração e os respectivos Fold Change (FC). Os compostos foram categorizados de acordo com a 
classe química no banco de dados Pubchem e lipidmaps. Valores nos gráficos de -2 a 2 representam 
o log2 do FC calculado a partir da mediana da intensidade do sinal para cada composto de cada amostra 
do grupo Etanol (E) em razão a mediana da intensidade do sinal para cada composto de cada amostra 
do grupo controle (A). Vermelho representam o FC do grupo Etanol e azul do grupo controle. 
Compostos não identificados estão apresentados através do mz médio. 

 
Com o objetivo de identificar os efeitos biológicos resultantes da administração 

crônica de etanol por meio da identificação dos metabólitos alterados, foi realizada a 

Análise de Enriquecimento do Conjunto de Metabólitos (MSEA, Metabolite Set 

Enrichment Analysis) utilizando a plataforma MetaboAnalyst. Essa análise avalia a 

presença de metabólitos na lista fornecida, denominados como Hits observados, em 
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relação ao número esperado de metabólitos envolvidos em uma determinada via (Hits 

esperados), com base em uma base de dados de referência. A base de dados 

selecionada foi a Metabolic Pathway Associated Metabolite Sets (SMPDB). 

A análise de enriquecimento geral utiliza o teste hipergeométrico para avaliar 

se um conjunto específico de metabólitos está representado de forma significativa em 

relação ao acaso dentro da lista de compostos fornecida. Essa análise revelou o 

metabolismo de ácidos graxos como uma via enriquecida, indicando que sua 

perturbação não ocorre por acaso (Figura 9A). 

Além disso, buscando compreender melhor os efeitos biológicos decorrentes 

do consumo crônico de etanol no metaboloma da medula óssea, foi conduzida uma 

análise de Impacto de Via. Essa análise, que utiliza o teste exato de Fisher e o teste 

hipergeométrico, leva em consideração a taxa de enriquecimento da via e a posição 

dos metabólitos enriquecedores dentro dela. A análise topológica foi realizada para 

avaliar o índice de impacto da via, utilizando o parâmetro da Centralidade de 

Intermediação Relativa. Como resultado, três vias foram identificadas como 

estatisticamente impactadas: Metabolismo do Ácido Araquidônico, Degradação de 

Ácidos Graxos e Metabolismo de Folato (Figura 9B). No entanto, apenas o 

metabolismo do ácido araquidônico mostrou-se relevante para a interpretação 

biológica devido ao baixo impacto observado nas demais vias. 
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Figura 9. Análise de enriquecimento e impacto de vias. A) Gráfico de pontos da visão geral da 
análise de enriquecimento. A taxa do enriquecimento é calculada pela razão entre Hits / Expected, onde 
hits = hits observados; esperado = acertos esperados. As vias foram baseadas no banco de dados 
Small Molecule Pathway Database (SMPD) tendo como parâmetro vias metabólicas normais humanas. 
B) Vias impactadas pela administração crônica de etanol. Cores dos círculos variando de amarelo a 
vermelho representam a significância do teste onde vermelho representam vias estatisticamente 
significativas. O tamanho do círculo representa a intensidade do impacto sendo que tamanhos maiores 
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representam maior impacto.  Eixo x refere-se a um score de impacto na via, eixo y valores de p. 
(log10(p)>1,3 é significativo). Análises realizadas no programa MetaboAnalyst.  
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5.3. Capítulo 3. Análise metabolômica por LC-MS utilizando metanol 

clorofórmio e água 

5.3.1. A administração crônica de etanol impacta o metabolismo de 
glicerofosfolipídios, esfingolipídios e do ácido araquidônico  

 

Após o pré-processamento dos dados obtidos por LC-MS utilizando a mistura 

metanol: clorofórmio: água 1:3:1 (v/v/v), identificamos um total de 657 molecular 

features. Dentre eles, 217 contribuíram para explicar a separação dos grupos 

analisados. Desses, 54 apresentaram significância estatística tanto na análise 

univariada quanto na análise multivariada, o que os tornou alvos para identificação 

posterior. 

A fim de avaliar a qualidade das corridas, realizamos a análise utilizando os 

modelos PCA (Figura 10A) e PLS-DA (Figura 10B). Verificamos que os controles de 

qualidade (QCs) apresentaram um agrupamento consistente em uma região bem 

definida, confirmando a robustez e estabilidade dos procedimentos analíticos 

realizados nesta segunda corrida. 

 
Figura 10. Modelos multivariados de metabólitos identificados nas amostras celulares 
analisadas por LC-MS utilizando solução de metanol: clorofórmio e água como solvente de 
extração.  (A) Modelo PCA e (B) Modelo PLS-DA. Ambos modelos foram construídos com conjunto de 
dados obtidos com controles de qualidade (QC) – circulo verde, grupo controle (H2O) - círculo azul, 
grupo experimental (EtOH) – círculo vermelho. 

A análise multivariada PLS-DA, após a remoção dos controles de qualidade 

(QCs), confirmou uma separação clara entre os grupos, evidenciando o efeito da 

administração crônica de álcool no metaboloma da medula óssea de camundongos 
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(Figura 11A). Foram identificadas 54 molecular features discriminantes nos modelos 

de PLS-DA, as quais são apresentadas no gráfico de Variable Importance Projection 

(VIP>2) (Figura 11B). 

Através do heatmap gerado a partir da matriz de dados, foi possível visualizar 

dois grandes agrupamentos distintos. O primeiro agrupamento representa um 

conjunto de metabólitos que apresentam menor abundância no grupo tratado com 

etanol em comparação com o grupo controle. O segundo agrupamento engloba os 

metabólitos que se apresentaram em maior abundância no grupo etanol. Além disso, 

variações no padrão de abundância dentro dos grupos etanol e controle podem ser 

observadas, o que explica a presença de agrupamentos menores no heatmap (Figura 

11C). 
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Figura 11. Análise estatística de separação dos grupos e o padrão de abundância dos molecular 
features obtidos por meio do LC-MS utilizando metanol como solvente A) Gráfico do PLS-DA 
construído para duas comparações (tratamento vs. controle) - circulo vermelho e verde respectivamente 
(Parâmetros do modelo R2 = 0,9906 e Q2 = 0,31865). Os modelos foram gerados após o pré-
processamento dos dados, transformação em log2, normalização pela soma e escalonamento em 
pareto (B) VIP score contendo molecular features discriminantes entre os grupos que foram 
selecionados para identificação. O escore VIP >1 é considerado significativo. A escala de vermelho a 
azul indica abundância relativa de metabólitos no grupo tratado em comparação com o grupo controle. 
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Vermelho representa maior abundância e azul menor. C) Heatmap construído com molecular features 
selecionados para identificação. Os dendrogramas no topo e na vertical foram construídos com os 
seguintes parâmetros:  distância – Euclidean e agrupamento Ward. A intensidade dos metabólitos é 
classificada por meio de uma escala de intensidade, que variam de -3 a 3, sendo os mais intensos com 
coloração avermelhada e os menos intensos com coloração mais azulada. Todas as análises foram 
conduzidas na plataforma Metaboanalyst. 

Por meio da análise dos molecular features, foram identificados putativamente 

46 metabólitos os quais estão apresentados na tabela 2 juntamente com os referidos 

códigos utilizados nas analises antes da identificação, o mz médio, a identificação 

putativa, as classes, o fold change (FC) e os respectivos valores de VIP score obtidos 

pela analises PLS-DA. Os metabólitos não identificados estão apresentados por meio 

do valor médio de massa (m/z). A utilização da extração com 

metanol:clorofórmio:água permitiu a identificação de 8 classes químicas: ácidos 

graxos, eicosanoides, glicerofosfolipídios, glicerolipídios, esfingolipídios, lipídios 

esteróis, derivados da glicólise e outros compostos orgânicos com abundancia 

diferencial nas células dos animais tratados com etanol (figura 12).  

 
Tabela 2. Metabólitos identificados através da Cromatografia Liquida acoplada a 

espectrometria de massas utilizando e metanol:clorofórmio:água como solvente de extração. 

Código mz médio Identificação putativa Classe FC (E/A) VIP 
SCORE 

M120T0 120,065527 Malonil CoA Ácidos Graxos 1,1385 3,28 

M192T0_2 192,158913 Ácido 2-hidroxi pelargônico Ácidos Graxos  1,3112 2,8 

M206T3 206,063343 Lipoamida Ácidos Graxos  -1,1646 2,43 

M558T6 557,534043 Oleato Ácidos Graxos -0,62053 2,29 

M362T3_2 362,241827 Palmitato Ácidos Graxos  0,441 1,33 

M462T5_1 462,275507 N-(2-fenoxi-etil)araquidonoilamina Ácidos Graxos  -0,87026 1,94 

M453T3_3 453,343461 N-estearoil triptofano Ácidos Graxos  0,82074 1,93 

M354T6_2 354,270262 Ácido 5Z,8Z,11Z-Eicosatrienodióico Ácidos Graxos  -0,68827 1,89 

M345T5 345,185164 Ácido 6,9,12,15,18,21-Tetracosahexainóico Ácidos Graxos  1,1647 1,89 

M199T5 199,169098 ácido 10Z-dodecenoico Ácidos Graxos  0,61191 1,82 

M1031T3 1031,35751 10Z-heptadecenoil-CoA Ácidos Graxos  0,37068 1,27 

M1028T3 1028,36393 (E)-2,3-dideidropristanoil-CoA Ácidos Graxos 0,32068 1,26 

M545T4_2 545,240526 Eicosatrienoato Ácidos Graxos  -0,51096 2,02 

M427T5_1 427,221228 ácido 7alfa-hidroxi-3-oxocol-4-en-24-oico Ácidos Graxos -0,63254 1,89 

M205T5_2 205,219421 octacosanal Ácidos Graxos  0,34103 1,23 

M410T7 410,318992 Prostagladina F2a Ecoisanoides 2,0368 3,06 

M366T3 366,221819 Leucotrieno B4 Ecoisanoides 0,99472 2,.62 

M368T3_2 368,220068 Prostagladina H2 Ecoisanoides 0,65359 2,27 

M396T6 396,223853 Lipoxina A4 Ecoisanoides -0,92028 2,06 
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M341T3_3 341,263152 Leucotrieno D4 Ecoisanoides 0,7209 1,92 

M464T6 464,23976 Prostaglandina E2 Ecoisanoides 0,54768 1,19 

M419T5_3 419,276385 1-(9Z-octadecenoil)-2-hexadecanoil-glicero-3-
fosfo-(1'-mio-inositol) Glicerofosfolipidios -1,542 1,81 

M480T4_3 480,303899 1-(9Z-pentadecenoil)-glicero-3-fosfoolina Glicerofosfolipidios -0,7506 2,12 

M510T4_6 510,3872 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina Glicerofosfolipidios 0,64659 2,11 

M587T8 587,343945 1-(13Z,16Z-docosadienoil)-glicero-3-fosfo-(1'-sn-
glicerol) Glicerofosfolipidios 1,0056 2,09 

M425T4_3 425,26312 1-heptadecanoil-glicero-3-fosfato Glicerofosfolipidios 0,54119 1,72 

M604T7_2 604,409255 1-Estearil-2-araquidonil-sn-glicero-3-fosfocolina Glicerofosfolipidios -0,71509 1,48 

M121T0 120,966463 Ácido fosfatídico Glicerofosfolipidios 0,64686 2,06 

M478T3 478,214601 1-tridecanoil-sn-glicero-3-fosfoserina Glicerofosfolipidios 0,52574 1,37 

M571T7 571,429614 1-tridecanoil-2-(9Z,12Z,15Z-octadecatrienoil)-sn-
glicerol Glicerolipidios 1,5399 3,09 

M555T8 555,466058 1,2,3-tridecanoil-sn-sn-glicerol Glicerolipidios 0,50278 1,68 

M784T9_2 783,574407 N-(nonadecanoil)-esfing-4-enina-1-fosfocolina Esfingolipídios -1,4134 2,77 

M541T6 540,535827 N-(hexadecanoil)-esfinganina Esfingolipídios 0,68624 2,06 

M380T9_2 380,252635 Esfingosina-1-fosfato Esfingolipídios 0,91888 1,94 

M653T6 652,516117 N-(octadecanoil)-1-β-glucosil-4E,6E-
tetradecasfingadienina Esfingolipídios 0,27259 1,14 

M454T4_4 454,346899 Ácido dihomo-ômega-muricólico Lipídios esteróis 0,62958 2,04 

M706T9 705,5832 Colesteril 11-hidroperoxi-eicosatetraenoato Lipídios esteróis -0,81787 1,93 

M451T6_1 451,156521 Sulfato de 17-hidroxipregnenolona Lipídios esteróis 0,40643 1,34 

M596T5 596,006651 Ácido 3-fosfoglicérico Carboidratos e 
conjugados -1,229 3,02 

M426T4_2 426,1397 
6-({3-[(1E)-but-1-en-1-il]-5-hidroxi-1-oxo-1H-
isocromen-7-il}oxi)-3,4,5-trihidroxioxano-2 -ácido 
carboxílico 

Carboidratos e 
conjugados 1,11 2,45 

M506T5_2 506,160333 

Ácido 2-amino-4-({1-[(carboximetil)-C-
hidroxicarbonimidoil]-2-{[1-hidroxi-1-(1-oxo-1H-
isocromen-3-il)butan-2-il]sulfanil}etil}-C-
hidroxicarbonimidoil)butanoico 

Carboidratos e 
conjugados 1,7038 2,13 

M379T5 379,084451 
Ácido 6-{[2,4-di-hidroxi-2,5-
bis(hidroximetil)oxolan-3-il]oxi}-3,4,5-tri-hidroxi-
oxano-2-carboxílico 

Carboidratos e 
conjugados 0,41051 1,55 

M324T5_1 324,217017 5'-Carboxi-gama-cromanol Antioxidante -0,686 1,94 

M417T3_1 416,84022 Lactato Derivados da 
glicólise 0,31288 1,2 

M123T0_2 123,158735 Não identificado Não identificado 1,0223 2,6 

M453T3_1 452,740994 Não identificado Não identificado 0,83459 2,42 

M373T3_1 372,717741 Não identificado Não identificado -0,92999 2,06 

M487T3_1 486,700083 Não identificado Não identificado -1,2327 1,96 

M342T3 341,76442 Não identificado Não identificado 0,70909 1,89 

M125T0 124,937455 Não identificado Não identificado 1,3093 1,8 

M705T9_2 704,823109 Não identificado Não identificado -0,72572 1,79 

M510T4_3 509,953282 Não identificado Não identificado 0,60927 1,54 

*FC: fold change. Calculado a partir da razão entre mediana da abundancia do grupo etanol (E) e o 

grupo controle (A). 
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Figura 12. Metabolitos identificados pela análise de LC-MS utilizando metanol: clorofórmio: água 
como solvente de extração e os respectivos Fold Change (FC). Os compostos foram categorizados 
de acordo com a classe química no banco de dados Pubchem e lipidmap. Valores nos gráficos de -2 a 
2 representam o log2 do FC calculado a partir da mediana da intensidade do sinal para cada composto 
de cada amostra do grupo Etanol (E) em razão a mediana da intensidade do sinal para cada composto 
de cada amostra do grupo controle (A). Vermelho representam o FC do grupo Etanol e azul do grupo 
controle. Compostos não identificados estão apresentados através do mz médio. 

 
A Análise de Enriquecimento do Conjunto de Metabólitos (MSEA) foi 

novamente realizada para identificar padrões biológicos. Nessa análise, observou-se 

um enriquecimento significativo no metabolismo do ácido araquidônico (AA) e na 

biossíntese de fosfolipídios (Figura 13A), indicando que essas vias estão diretamente 

afetadas pela administração crônica de álcool. Além disso, a análise de Impacto de 

Via, utilizando os testes exato de Fisher e Hipergeométrico, revelou quatro vias que 

apresentaram impacto significativo: Metabolismo do Ácido Araquidônico, Metabolismo 
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de Glicerofosfolipídios, Metabolismo de Esfingolipídios e Metabolismo de Éster lipídio 

(Figura 13B).  

 
Figura 13. Vias metabólicas enriquecidas e impactadas pela administração crônico de etanol. A) 
Análise de enriquecimento de via. Taxa de enriquecimento (Enrichment Ratio) é computada pela razão 
hits observados/ hits esperados. Hits observados são os metabólitos que fazem parte dessa via com 
base nos bancos dados SMPD. Hits esperados são o número de metabólitos que fazem parte da via. 
Círculos em preto representam a taxa de enriquecimento que pode variar de 2 a 6 onde 2 representa a 
menor taxa e 6 a maior. A escala de intensidade para o valor de p com cores variando de amarelo para 
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vermelho onde vermelho representa valores próximo a significância estatística (P<0.05) (-log10(p-value) 
= 1,3) foi considerado como significativo. B) Análise de impacto de via. Método de enriquecimento: teste 
exato de Fisher. Análise topológica: Relative betweenness centrality. Análise realizada na plataforma 
MetaboAnalyst. Cor vermelha indica p valor e tamanho do círculo indica metabólitos diferenciais 
(https://www.metaboanalyst.ca) -Log10(0.05)=1.3.  
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6. DISCUSSÃO  
 

O consumo crônico de álcool tem sido associado a efeitos prejudiciais em 

vários órgãos, células e tecidos do sistema imunológico, incluindo a medula óssea 

(BARR et al., 2016; SHI et al., 2019). Neste estudo, buscamos investigar o impacto do 

metabolismo do etanol na medula óssea em um nível metabolômico, utilizando um 

modelo in vivo de consumo crônico de álcool. Por meio de três abordagens 

cromatográficas, foram obtidos resultados que indicam uma alteração na abundância 

de metabólitos, sugerindo um impacto no metabolismo de ácidos graxos (AG), 

glicerofosfolipídios (GF), esfingolipídios e do ácido araquidônico (AA). 

Neste estudo, observamos um aumento na abundância do metabólito malonil 

CoA nas células da medula óssea dos animais tratados com etanol. O malonil CoA 

desempenha um papel central na regulação da síntese e degradação de ácidos 

graxos. Ele se acopla ao complexo da ácido graxo sintase, iniciando a síntese de 

ácidos graxos, e também inibe a ação da enzima carnitina O-palmitoiltransferase 1, 

impedindo a formação de palmitoilcarnitina, uma acilcarnitina que transporta ácidos 

graxos do citoplasma para a mitocôndria, onde ocorre a beta oxidação (SEAGER; 

SLABAUGH, 2015). 

Além do malonil CoA, identificamos outros metabólitos relacionados à via de 

biossíntese de ácidos graxos, como o palmitato, oleato e eicosatrienoato. Também 

observamos um aumento na abundância do ácido graxo trans-2-hexanoil CoA e uma 

diminuição na abundância da palmitoilcarnitina. Esses metabólitos sugerem que o 

consumo crônico de etanol afeta a síntese e/ou inibição da degradação de ácidos 

graxos nas células da medula óssea (figura 8 e 12). 

Uma das principais consequências do consumo crônico de etanol é o acúmulo 

de lipídios no fígado, conhecido como esteatose hepática. Isso ocorre porque o etanol 

interfere na oxidação dos ácidos graxos, levando a um desequilíbrio entre a síntese e 

a degradação desses compostos. O etanol aumenta a produção de NADH 

(nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido) em relação ao NAD+ (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo), resultando em um aumento na relação NADH/NAD+. Essa 

mudança metabólica inibe a oxidação dos ácidos graxos pela beta oxidação, 

favorecendo a síntese e o acúmulo de lipídios no fígado (YOU; ARTEEL, 2019a).  
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O efeito do metabolismo do álcool no metabolismo de ácidos graxos na medula 

óssea ainda é pouco compreendido. No entanto, estudos indicam que o consumo 

crônico de etanol pode levar ao aumento do conteúdo lipídico na medula óssea devido 

ao comprometimento das células-tronco mesenquimais. Essa condição resulta de 

uma maior diferenciação dessas células em células adipogênicas levando ao acúmulo 

de lipídios na medula (CELLS, 2016; KAHLER-QUESADA et al., 2020; SOUSA et al., 

2018).  

Os resultados descritos acima e obtidos pela abordagem utilizando LC-MS 

somados a abundância diminuída de nicotinamida encontrada na abordagem 

utilizando o GC-MS sugerem que o metabolismo do etanol tem impactos negativos no 

metabolismo de ácidos graxos na medula óssea, inibindo a degradação e 

intensificando a síntese.  

Filmore e colaboradores (2015) analisaram o efeito de ácidos graxos no 

metabolismo energético e sobrevida de células-tronco mesenquimais da medula 

óssea humana, in vitro. Eles observaram que o ácido palmítico induz apoptose, reduz 

a proliferação das células-tronco e diminui as taxas de beta-oxidação enquanto o 

ácido graxo oleato previne esses efeitos. Esses resultados indicam que a diminuição 

da oxidação de ácidos graxos saturados pode afetar negativamente a proliferação das 

células-tronco e levar à morte celular (FILLMORE et al., 2015).  

Nossos resultados mostram que o consumo crônico de etanol aumentou a 

abundância de palmitato e diminuiu oleato, além disso, diminuiu a abundancia de 

outros ácidos graxos (figura 8), sugerindo que o impacto do consumo crônico de etanol 

no metabolismo de ácidos graxos na medula óssea pode induzir a apoptose e afetar 

a proliferação de células troncos e assim impactar a hematopoiese. 

O efeito do consumo crônico de etanol na hematopoiese tem sido investigado 

e o mecanismo é fortemente associado a deficiências na absorção de nutrientes 

essenciais, como ácido fólico, vitamina B12 e ferro, que são importantes para a 

produção adequada dos elementos figurados do sangue (CELLS, 2016, KAHLER-

QUESADA et al., 2020). Sugerimos que as células da medula óssea podem estar 

apresentando uma adaptação ao metabolismo do etanol, utilizando-o como uma fonte 

de energia alternativa. Esse processo pode ter implicações no equilíbrio entre a 

síntese e a degradação de ácidos graxos na medula óssea e, potencialmente, afetar 

tanto a hematopoiese quanto na função efetora destas células.  
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Durante a beta oxidação, o malonil CoA atua como um regulador chave do 

metabolismo de ácidos graxos. Sua concentração aumenta quando não há 

necessidade imediata de energia (ATP) (FOSTER, 2012). Em relação ao metabolismo 

do etanol, postulamos que o aumento de malonil CoA na medula óssea pode estar 

relacionado ao fato de que o etanol é preferencialmente utilizado como substrato 

energético (ZAKHARI, 2006). 

Nossa hipótese é que o metabolismo do etanol pode estar aumentando o 

suprimento de energia nas células da medula óssea, levando ao acúmulo de 

intermediários do ciclo de Krebs, como o citrato. O citrato é transportado das 

mitocôndrias para o citoplasma e convertido em malonil CoA. Essa conversão leva a 

uma maior disponibilidade de malonil CoA que por sua vez, inibe a degradação de 

ácidos graxo e ativa a síntese. 

A síntese de ácidos graxos pode levar à formação de dois tipos principais de 

lipídios: os glicerolipídios (triglicerídeos), que desempenham a função de 

armazenamento de energia, e os glicerofosfolipídios (GL), que são os principais 

componentes dos fosfolipídios das membranas celulares (SEAGER; SLABAUGH, 

2015) . Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o consumo crônico de etanol 

afeta o metabolismo de ácidos graxos, especialmente a síntese de glicerofosfolipidios. 

A síntese de glicerofosfolipídios ocorre em duas etapas principais. Inicialmente, 

o ácido fosfatídico é sintetizado pela esterificação do glicerol com um ácido graxo 

através de uma enzima chamada glicerol-3-fosfato aciltransferase. O ácido fosfatídico 

também pode ser produzido a partir de outros intermediários lipídicos, como 

diacilglicerol (DAG), por meio da ação de enzimas específicas (WENK, 2010). 

Uma vez formado o ácido fosfatídico, ele serve como precursor para a síntese 

de diversos glicerofosfolipídios. O grupo fosfato do ácido fosfatídico pode ser 

modificado pela adição de diferentes moléculas, como colina, etanolamina ou serina, 

resultando na formação de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, 

respectivamente (WENK, 2010). 

A identificação do ácido fosfatídico (figura 12) como um componente presente 

em níveis aumentados, juntamente com a abundância aumentada de vários 

fosfolipídios na medula óssea de animais tratados com etanol (figura 8 e 12), sugerem 

que o metabolismo de etanol está afetando positivamente a síntese de fosfolipídios 

de membrana (figura 13A). 
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A biossíntese de glicerofosfolipídios está estreitamente relacionada à formação 

da membrana celular (CASARES; ESCRIBÁ; ROSSELLÓ, 2019). Como a medula 

óssea é um tecido altamente proliferativo, a síntese de membranas está 

constantemente ativada nesse tecido (ZHANG et al., 2003), e o metabolismo do álcool 

pode estar estimulando essa via. O acetaldeído, um intermediário do metabolismo do 

etanol, tem um impacto significativo na estrutura das membranas celulares, 

especialmente nas mitocôndrias (LE DARÉ; LAGENTE; GICQUEL, 2019a). O 

acetaldeído pode estar causando danos às membranas mitocondriais das células da 

medula óssea, o que, por sua vez, intensifica a síntese de fosfolipídios nesse tecido.  

Uma indicação de estresse oxidativo resultante do metabolismo do etanol pelas 

células da medula óssea é a observação de um aumento na abundância de 

antioxidantes, como a glutationa e seus derivados (Figura 8 e 12). No entanto, é 

importante ressaltar que não realizamos uma avaliação direta do estresse oxidativo, 

portanto, não podemos afirmar a presença desse fenômeno. 

Os fosfolipídios, além de essenciais para a estrutura e função das membranas 

celulares, desempenham papéis importantes na formação de microdomínios lipídicos, 

como as chamadas "balsas lipídicas" ou "lipid rafts". Esses microdomínios são regiões 

especializadas das membranas que possuem uma composição lipídica e proteica 

distinta que atuam na organização e no funcionamento de proteínas de membrana, 

incluindo receptores de sinalização e proteínas envolvidas na endocitose e exocitose 

(SIMONS; IKONEN, 1997). 

Além disso, alguns glicerofosfolipídios, como o fosfatidilinositol, desempenham 

um papel crucial na sinalização celular. Eles podem ser fosforilados gerando 

moléculas sinalizadoras importantes, como o fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) e o 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). Esses sinalizadores lipídicos estão envolvidos na 

regulação de processos celulares, como proliferação, diferenciação celular e apoptose 

(DI PAOLO; DE CAMILLI, 2006), bem como ativação e regulação de células do 

sistema imunológico presentes na medula óssea, como células T e células B 

(HAWKINS; STEPHENS, 2015). 

Portanto, o efeito do consumo crônico de etanol no metabolismo de 

glicerofosfolipídios pode ter implicações na hematopoiese, afetando a capacidade 

proliferativa e de diferenciação de células precursoras mieloides e linfoides. Esses 

resultados sugerem um mecanismo adicional pelo qual o consumo crônico de etanol 
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pode afetar a granulopoiese, além do que vem sendo proposto na literatura. Os efeitos 

do metabolismo do álcool na granulopoiese são frequentemente associados ao efeito 

do etanol no sistema gastrointestinal, levando a uma menor absorção de nutrientes 

essenciais, como folato e vitaminas do complexo B. Além disso, os produtos do 

metabolismo do álcool, como o estresse oxidativo e a formação de adutos de 

acetaldeído, exercem efeitos citotóxicos, danificando membranas celulares e levando 

à apoptose (SHI, XIN; DELUCIA, ANGELO L; BAO, JIANXIN; ZHANG, 2019). 

Outra classe de fosfolipídios identificadas neste estudo que sofreu impacto pela 

exposição crônica ao etanol são os esfingolipídios (figura 13B). Neste estudo 

identificamos 4 esfingolipídios com abundância aumentada no grupo etanol: 3 

ceramidas e a esfingosina-1-fosfato.  

O metabolismo de esfingolipídios é uma rede complexa de vias interconectadas 

(GAULT; OBEID; HANNUN, 2010). A identificação obtida neste trabalho indica um 

possível efeito do etanol no metabolismo dos esfingolipídios, especificamente na via 

de degradação e reciclagem. Nesse sentido, as ceramidas degradadas podem gerar 

esfingosina-1-fosfato, que, por sua vez, podem ser recicladas, resultando novamente 

na formação de ceramidas. 

As ceramidas (CER) e a esfingosina-1-fosfato (S1F) são lipídios bioativos 

importantes envolvidos na modulação da resposta inflamatória (LEWIS et al., 2022; 

YOUNG et al., 2012) de tal forma que o acúmulo de ceramidas tem sido associado ao 

aumento da inflamação.  

Becker e colaboradores (2009) investigaram o efeito da inalação de inibidores 

da esfingomielinase ácida (Asm) nos pulmões de camundongos com fibrose cística 

(CF). A esfingomielinase ácida é uma enzima importante no metabolismo dos 

esfingolipídios, responsável pela síntese de ceramida através da quebra da 

esfingomielina. Os resultados demonstraram que a inalação desses inibidores reduziu 

o acúmulo de ceramida nos pulmões dos camundongos com CF e restabeleceu os 

níveis normais de ceramida, resultando na redução da inflamação pulmonar (BECKER 

et al., 2010). 

Por outro lado, a esfingosina-1-fosfato (S1P) tem sido associada a uma 

diminuição da inflamação. Isso porque, a S1P regula funções celulares que resultam 

no tráfego de linfócitos e na manutenção da integridade vascular, contribuindo assim 

para a regulação de processos inflamatórios (OBINATA; HLA, 2019).  
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Matloubian e colaboradores (2004) investigaram o papel do receptor de 

esfingosina-1-fosfato (S1P) na saída de linfócitos T e B dos órgãos linfoides. Seus 

resultados demonstraram que a ausência do receptor S1P nas células 

hematopoiéticas de camundongos impediu a saída dos linfócitos T do timo e resultou 

em uma deficiência grave das células B no sangue (MATLOUBIAN et al., 2004). 

Um fenótipo semelhante foi observado por Allende e colaboradores (2010) 

quando investigaram o papel do receptor S1P na saída de células B imaturas da 

medula óssea para a corrente sanguínea. Eles constataram que a deleção do gene 

do receptor S1P resultou em uma diminuição do número de células B imaturas no 

sangue. Além disso, as células B imaturas em contato com o ambiente vascular da 

medula óssea apresentaram uma maior taxa de apoptose (ALLENDE et al., 2010). 

O consumo de etanol, ao afetar o metabolismo dos esfingolipídios, pode estar 

desencadeando um processo inflamatório na medula óssea devido ao aumento da 

abundância de ceramidas como também pode comprometer a mobilidade das células 

hematopoiéticas resultando em comprometimento da programação funcional do 

sistema imunológico. 

O metabolismo do etanol levou à síntese de eicosanoides na medula óssea 

(figura 12). Os eicosanoides são uma família de moléculas de sinalização biológica 

resultantes do metabolismo do acido araquidônico que desencadeiam papéis 

importantes na programação da resposta inflamatória e um papel crucial na 

modulação da hematopoiese (CALDER, 2020). Em resposta a estímulos físicos ou 

químicos, como o próprio etanol (SIM et al., 2001), a enzima fosfolipase A2 age nos 

fosfolipídios de membrana, liberando o ácido araquidônico, que pode ser 

metabolizado através das vias da cicloxigenase (COX) e da lipoxigenase (LOX). 

A COX tem duas isoformas: a COX-1, expressa em condições fisiológicas, e a 

COX-2, expressa principalmente em células envolvidas no processo inflamatório. A 

ação dessas enzimas leva à formação de prostaglandinas e tromboxanos. O ácido 

araquidônico também pode ser metabolizado pela via da LOX, resultando na formação 

de leucotrienos e lipoxinas (CALDER, 2020; SANTERRE et al., 2015; STUBBS et al., 

1988).  

Identificamos a presença aumentada de seis eicosanoides (figura 12) e do 

ácido araquidônico (figura 8) no grupo tratado com etanol. Em pacientes alcoolistas, 

foi encontrada alta expressão de COX-2 e síntese de prostaglandina E2 no cérebro e 
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no líquido cefalorraquidiano, respectivamente (HO et al., 1999; MONTINE et al., 1999), 

assim como no fígado (HANKIN; CLAY; MURPHY, 1998). Não foram encontrados 

estudos que demonstrassem o efeito do consumo de etanol na síntese de 

eicosanoides na medula óssea, embora a importância desses mediadores na 

hematopoiese tenha sido demonstrada. 

Leucotrienos e lipoxinas estimulam a proliferação de células progenitoras de 

granulócitos (CFU-GM) e inibem as unidades formadoras eritroides BFU-E e CFU-E, 

enquanto a prostaglandina E1 (PGE1) apresenta um efeito oposto, inibindo a 

proliferação de CFU-M e estimulando BFU-E e CFU-E in vitro (DUPUIS et al., 1997). 

Embora em nosso estudo não tenhamos observado o efeito da administração crônica 

de etanol na hematopoiese ao avaliar o perfil global das células da medula óssea 

(figura 1 do capítulo 1), observamos uma menor abundância de células de tamanhos 

menores e maior complexidade (figura 15 anexo), sugerindo que a administração 

crônica de etanol pode afetar a proliferação de precursores na medula óssea por meio 

da síntese de eicosanoides. 

Os eicosanoides também estão envolvidos na regulação da interação entre as 

células hematopoiéticas e o microambiente da medula óssea. Eles podem modular a 

expressão de moléculas de adesão celular e fatores de crescimento, influenciando a 

migração, aderência e sobrevivência das células progenitoras na medula óssea 

(ZHANG et al., 2015) 

Dessa forma, os eicosanoides desempenham um papel complexo e variado na 

hematopoiese, regulando a produção, diferenciação e sobrevivência das células 

sanguíneas. O desequilíbrio na produção ou resposta aos eicosanoides pode ter 

consequências significativas na homeostase hematopoiética e estar associado a 

distúrbios hematológicos e doenças inflamatórias. 

Além disso, com exceção dos eritrócitos, todas as células de mamíferos têm a 

capacidade de sintetizar eicosanoides (CALDER, 2020) e uma vez que toda as células 

do corpo estão sujeitas aos efeitos do metabolismo do etanol, é possível que outros 

órgãos e tecidos também apresentem um aumento na síntese de eicosanoides devido 

ao consumo crônico de etanol, o que pode comprometer o controle adequado dos 

processos inflamatórios. 

A observação de um aumento significativo na abundância de eicosanoides, 

com um fold change de até três vezes, na medula óssea dos animais tratados com 
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etanol sugere um efeito pronunciado nessa via metabólica. A investigação dos efeitos 

biológicos desse aumento diferencial pode fornecer informações sobre os 

mecanismos pelos quais o metabolismo do álcool compromete as células da medula 

óssea e influencia a programação funcional do sistema imunológico em pacientes 

alcoolistas. 

A metabolômica untargeted é um tipo de abordagem que tem como limitação a 

acurácia na identificação dos metabólitos, por isso as interpretações biológicas devem 

ser feitas em níveis mais abrangentes como classes químicas. Embora tenha essa 

limitação, esse tipo de estudo é valioso para abordagens exploratórias que tem como 

objetivo gerar hipóteses e direcionar pesquisas futuras que busquem elucidar 

mecanismos (SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016).  

A identificação putativa dos compostos foi baseada na relação massa:carga 

(mz) médio dos molecular features, nas possíveis fórmulas moleculares e padrões 

isotópicos avaliando-se também se a identificação predita apresenta sentido biológico 

de acordo com a espécie e tecido estudado. A presença de múltiplos compostos da 

mesma via metabólica, como observado neste estudo, aumenta a confiança na 

identificação. 

Uma estratégia adotada que fortalece as hipóteses propostas foi a utilização de 

plataformas analíticas complementares, bem como abordagens metabolômicas 

distintas com solventes de extração com características complementares (JEPPESEN; 

POWERS, 2023). Neste estudo, foram utilizadas as plataformas analíticas de GC-MS 

e LC-MS, juntamente com duas abordagens diferentes para o LC-MS, as quais 

confirmaram e complementaram o efeito do metabolismo do etanol em diversas 

classes químicas de lipídios, como fosfolipídios, ácidos graxos e eicosanoides. 

A análise geral dos resultados obtidos por meio das três abordagens levou à 

formulação da hipótese apresentada na figura 14. Sugerimos que o efeito diretos do 

etanol ou de seus metabólitos no metabolismo de lipídios pode estar relacionado ao 

fato de o etanol ser utilizado como substrato energético preferencial pelas células da 

medula óssea. A identificação de intermediários da via glicolítica, do lactato, lipoamida 

e do succinato, sustentam essa suposição. Além disso, a presença da glutationa e 

seus derivados identificados nos estudos indicam que essas células estão 

metabolizando o álcool e lidando com o estresse oxidativo gerado pelo metabolismo 

dessa molécula. 
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A maior abundância de malonil CoA sugere que o citrato, proveniente do ciclo 

de Krebs, está sendo transportado para o citoplasma e convertido em malonil CoA, o 

que leva à biossíntese de ácidos graxos e fosfolipídios. O efeito do etanol na 

fosfolipase A, de acordo com a literatura, e o aumento de precursores de ácido 

araquidônico observados neste estudo explicam o impacto no metabolismo do ácido 

araquidônico e, consequentemente, a maior abundância de eicosanoides. Estudos na 

literatura demonstram que a regulação da peroxidação lipídica e a síntese e liberação 

de ácidos graxos precursores, como observado aqui, podem afetar a formação geral 

de eicosanoides (PARANTAINEN, 1983) 

A confirmação das identificações de metabólitos-chave das vias bioquímicas 

identificadas como impactadas pela administração crônica de etanol por meio de um 

estudo metabolômico targeted e/ou validação funcional podem ser estratégias 

utilizadas para testar as hipóteses postuladas neste estudo. 

 
Figura 14. Hipótese proposta a partir dos resultados encontrados através das três abordagens 
metabolômicas. O metabolismo do etanol impacta a síntese de ATP na medula óssea, resultando em 
uma diminuição da oxidação lipídica e no acúmulo de citrato. Esse citrato é transportado da mitocôndria 
para o citoplasma, juntamente com o acetato, que é o produto final do metabolismo do etanol. Ambos 
são convertidos em acetil-CoA, que por sua vez é convertido em malonil-CoA, iniciando assim a 
biossíntese de ácidos graxos. Essa biossíntese de ácidos graxos leva a uma alteração na abundância 
de metabolitos, indicando uma biossíntese de fosfolipídios no retículo endoplasmático. Isso, por sua 
vez, resulta em um aumento na abundância de glicerofosfolipídios, esfingolipídios e eicosanoides, que 
desempenham um papel na modulação da inflamação. Os retângulos preenchidos em verde 



 

76 
representam os metabólitos identificados neste estudo, que sustentam a hipótese proposta. As vias em 
negrito foram enriquecidas e/ou impactadas nas análises estatísticas. Criado com Biorender. 

 

7. CONCLUSÃO  
 

A administração crônica de etanol resulta em alterações no metaboloma da 

medula óssea, manifestadas por uma abundância diferencial de metabólitos 

relacionados ao metabolismo lipídico. Esses metabólitos desempenham diversas 

funções, como armazenamento energético, formação de membranas celulares, 

sinalização celular e processos inflamatórios. Essas descobertas sugerem que o 

metabolismo do etanol pode criar uma desregulação do metabolismo lipídico no 

ambiente medular podendo afetar a ativação, proliferação e diferenciação das células 

da medula óssea. Isso, por sua vez, pode impactar a programação funcional do 

sistema imunológico.  
 

8. PERSPECTIVAS  
 

Como mencionado anteriormente, a abordagem metabolômica não direcionada é 

uma ferramenta valiosa para estudos exploratórios, onde o objetivo é gerar hipóteses 

e direcionar pesquisas futuras. Os resultados obtidos neste estudo destacaram a 

importância de compreender os mecanismos pelos quais o metabolismo do etanol 

afeta a medula óssea. Esses resultados e hipóteses propostas abrem novas 

perspectivas para estudos futuros relacionados ao metabolismo do etanol e seus 

efeitos no sistema imunológico. Abaixo estão algumas possíveis direções para 

pesquisas adicionais:  

 

1. Validação funcional: A validação funcional das hipóteses propostas neste 

estudo pode ser realizada por meio de experimentos in vitro e in vivo, além de 

um novo estudo metabolômico direcionado aos metabólitos-chave, como 

malonil CoA, ácido fosfatídico, ceramidas, esfingosina-1-fosfato, ácido 

araquidônico, prostaglandinas e leucotrienos. Esses metabólitos também 

podem ser utilizados em ensaios de cultura de células e modelos animais para 
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confirmar os efeitos biológicos do metabolismo do etanol na programação 

funcional do sistema imunológico. 

 

2. Avaliar o efeito do consumo crônico de etanol na hematopoiese: Os resultados 

obtidos indicam que o metabolismo do etanol tem implicações na modulação 

da atividade proliferativa das células na medula óssea. A abordagem realizada 

por citometria de fluxo neste estudo revelou que o metabolismo do etanol não 

afeta o perfil geral de células na medula, mas impacta a quantidade de células 

de algumas populações. Um estudo mais detalhado para avaliar o efeito do 

metabolismo do etanol em populações de células específicas deste tecido se 

mostrou relevante para elucidar como a administração crônica de álcool afeta 

a hematopoiese. 

 

3. Investigação da resposta inflamatória: Dado que os eicosanoides e os 

esfingolipídios bioativos, ceramidas e esfingosina-1-fosfato, desempenham 

papéis importantes na resposta inflamatória, estudos adicionais podem 

explorar o efeito do consumo crônico de etanol na regulação da inflamação na 

medula óssea e em diferentes tecidos e órgãos que compõem a rede interativa 

do sistema imunológico. Isso pode envolver a avaliação dos níveis tanto de 

eicosanoides e dos esfingolipídios como outros marcadores de inflamação em 

modelos animais. 

 

 

4. Estudos clínicos: A realização de estudos clínicos pode fornecer informações 

sobre os efeitos do consumo crônico de etanol em populações humanas. Esses 

estudos podem envolver a análise de amostras biológicas de pacientes 

alcoolistas, buscando avaliar se o fenótipo observado neste estudo se 

manifesta em humanos. Essa abordagem permitirá uma melhor compreensão 

da relevância clínica dos achados obtidos e sua aplicabilidade no contexto da 

saúde humana. 

 

Essas perspectivas de estudos futuros visam aprofundar o conhecimento sobre os 

efeitos do consumo crônico de etanol no sistema imunológico. A validação funcional, 
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a investigação da resposta inflamatória e os estudos clínicos são importantes para 

obter uma compreensão mais completa dos mecanismos subjacentes e dos efeitos 

do consumo crônico de etanol em diferentes níveis, desde o nível molecular até o nível 

populacional. Essas abordagens podem fornecer informações relevantes para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas e intervenções direcionadas para 

minimizar os efeitos adversos do consumo crônico de etanol na saúde humana. 
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10. ANEXOS 

 
Figura 15. Análise do tamanho e complexidade das células da medula provenientes de 
animais sob administração crônica de etanol (EtOH) e grupo controle tratado com água 
(H2O) por citometria de fluxo. FSC-A representa a descriminação por tamanho das células 

enquanto SSC-A representa a descriminação por complexidade das células. A medula óssea 

foi obtida a partir do fêmur de 6 animais por grupo utilizando BSA com 1% de PBS e 

submetidas a análises por citometria de fluxo no citômetro FACSCanto II (Becton Dickinson). 

Após exclusão de debris e singlets os dados de média geométrica foram obtidos. A análise 

estatística e os gráficos foram conduzidos no software Graph Pad Prism 8. A diferença entre 

os grupos foi analisada pelo Test T Student.  (A) Análises de tamanho (SSC) utilizando a 

média geométrica (p<0.0001 ) e (B) análise de complexidade (SSC) utilizando a média 

geométrica( p<0.02). 
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