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RESUMO

O alcoolismo ou Sindrome de Dependéncia do Alcool (SDA) é considerado uma
doenca que é adquirida através da ingestdo constante do &lcool e que inclui muitos
fatores para seu desenvolvimento. Em ambito global, aproximadamente 10% das
mulheres consomem alcool durante a gestacao, enquanto que essa prevaléncia nas
américas € de 11,2%. Durante o metabolismo do alcool sdo liberadas espécies
reativas de oxigénio que afetam as células e tecidos. De forma que, a ingestao
cronica de etanol produz uma variedade de modificacdes sisttmicas e esti
associada ao desenvolvimento de muitas doencas, afetando também diversos
orgdos como figado e rins. O consumo durante o periodo gestacional pode
desencadear diversos efeitos deletérios ao feto ou embrido, esses impactos
teratogénicos sdo conhecidos como Desordens do Espectro Alcodlico Fetal (DEAF)
e sao considerados como o problema mais tragico resultante do alcoolismo. Uma
alternativa para compensar os danos por radicais livres nos 6érgdos € o uso de
antioxidantes, como a melatonina, que além de reduzir os danos por radicais livres e
estimular a atuacdo das enzimas antioxidantes, diminui a oxidacdo hepatica e
protege os DNAs nuclear e mitocondrial da degradacdo. Sendo assim, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar se a melatonina exégena administrada durante a
gestacdo e lactacdo pode prevenir os efeitos deletérios produzidos pelo alcool na
prole de ratas. Para isso foram utilizadas 30 ratas albinas (Rattus norvegicus
albinus), com 90 dias de idade procedentes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Ap6s um periodo de adaptacao de sete dias, as fémeas que apresentaram
trés ciclos estrais consecutivos regulares foram selecionadas para o acasalamento e
separadas para o experimento, com a finalidade de formar os trés grupos com a
prole das matrizes utilizadas no experimento (I- Filhotes de ratas que ndo receberam
alcool durante a prenhez e lactacao, II- Filhotes de ratas submetidas ao consumo
cronico de alcool durante a gestacéo e lactacdo e lll- Filhotes de ratas submetidas
ao consumo crénico de alcool e tratadas simultaneamente com melatonina durante a
gestacdo e lactacdo). Os animais foram eutanasiados com 30 dias de vida, para
coleta dos figados e rins. Os 6rgédos foram fixados em formol tamponado e passaram
pelo processamento histolégico de rotina e para obtencdo dos resultados foram
realizadas analises morfométricas e histopatolégicas. Os resultados constatados
foram a reducédo significativa do peso e comprimento ao nascimento, dos filhotes
cujo as matrizes receberam apenas alcool (grupo Il), o figado dos animais do grupo
Il também apresentaram parénquima hepdatico com congestdo de veia porta e
centrolobular, esteatose, além da reducédo significativa do parénquima lobular e
aumento do nédo lobular, ja os demais grupos ndo apresentaram alteracdes neste
orgao. Os rins dos animais dos grupos | e Ill demonstraram estar bem preservados,
entretanto nos animais do grupo Il foram observadas a presenca de areas de
congestdo na cortical e corpusculos com auséncia do espaco subcapsular além da
reducdo significativa dos diametros e volumes do glomérulo e da capsula de
Bowman. Dessa forma, a melatonina atuou positivamente interferindo e amenizando
os efeitos danosos que o etanol exerceu sobre o figado, rins, peso e comprimento
da prole cujas matrizes foram submetidas ao consumo crénico de alcool.
Palavras-chave: ratas; antioxidante; alcoolismo; prole; radicais livres.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
Alcoolismo e suas consequéncias

O etanol € uma pequena molécula, soluvel em agua e em lipidios, constituida
por dois carbonos e um grupo hidroxilo, tendo como férmula quimica CHsCH>OH,
este composto tem uma apresentacao liquida, variando de cor transparente a escuro
guase opaco, sendo a administragao por via oral (LIEBER; ABITTAN, 1999; VIEIRA,
2012). E considerado uma droga licita que tem seu uso difundido em quase todo o
mundo (GRINFELD, 2009). A principio, as bebidas possuiam um baixo indice
alcéolico, pois dependiam do processo de fermentacdo, todavia com o surgimento
da destilacdo, que foi na Idade Média introduzido pelos arabes na Europa, houve a
criacdo de novos tipos de bebidas alcéolicas, na época sendo consideradas como
medicamentos para doencas, porém a partir da Revolucao Industrial intensificou-se
a oferta deste tipo de bebida e em consequéncia o seu consumo (OLIVEIRA et al.,
2012).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (2018) o alcool € uma
substancia psicoativa com propriedades que causam dependéncia, e tem sido
bastante utilizado em muitas culturas durante os séculos, mesmo seu uso sendo

nocivo por possuir uma grande influéncia no desencadeamento de doencas.

Segundo Carneiro et al. (2005) o alcoolismo € uma doenca primaria, que pode
ser adquirida em decorréncia da ingestdo de alcool por varios anos, na qual alguns
fatores podem interferir na sua manifestacdo, como por exemplo, a predisposicéo
genética, a constituicdo psiquica do individuo e o contexto sociocultural e

economico.

O alcoolismo também é conhecido como Sindrome de Dependéncia do Alcool
(SDA), a qual € vista clinicamente caracterizando-se por sinais e sintomas
comportamentais, fisioldgicos e cognitivos, em que o uso do alcool alcanca uma
grande prioridade na vida de um individuo e as demais atividades passam a ficar em
segundo plano (LARANJEIRA; REIS, 2009). A SDA é um transtorno que se adquire
ao longo da vida e que depende da interacdo de fatores biol6gicos e culturais
(GIGLIOTTI; BESSA, 2004).
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Segundo a OMS (2018) cerca de 3 milhdes de mortes por ano, no mundo,
resultam do uso nocivo do &lcool, o equivalente a 5,3% de todas as mortes. S6 no
Brasil, em 2016, o consumo do éalcool teve ligacdo com 69,5% e 42,6% dos indices
de cirrose hepatica, 36,7% e 23% dos acidentes de transito e 8,7% e 2,2% dos
indices de cancer (entre homens e mulheres, respectivamente), as consequéncias
do consumo excessivo de alcool também afetam a sociedade tanto de forma direta
como indireta, aumentando os custos em mecanismos do sistema de saude,

previdenciario, perda de produtividade do trabalho, desemprego, etc.

Ainda de acordo com a OMS em 2016, 4,2% da populacao brasileira faz abuso
ou € dependente do alcool, estando a maioria entre os homens com 6,9% e as
mulheres o equivalente a 1,6%. Logo, o alcoolismo é considerado um grave
problema de saude publica atualmente no Brasil, assim como em varios outros
paises (SILVA, et al., 2009).

Dessa forma, de acordo com Larato (1972); Tirapelli et al. (2001) a ingestao
cronica de etanol produz uma variedade de modificagcdes sistémicas, incluindo
cirrose hepatica, hipoproteinemia, ascite, anemia macrocitica, alteracdes
neuroldgicas e deficiéncias vitaminicas. No trato gastrointestinal, o alcool também é
capaz de afetar varios 6rgaos como eso6fago, estbmago, intestino delgado, pancreas
e figado (TIRAPELLI et al., 2001). O consumo de etanol favorece a aquisicdo e
replicacéo da hepatite C, o alcool pode associar-se ao virus C, acelerando a fibrose,
além de aumentar o risco de cirrose e carcinoma hepatocelular (MINCIS; MINCIS,
2011).

O alcool viabiliza a ma absorcdo, intensifica a anorexia, estimula o
hipermetabolismo, o estresse oxidativo e maior excrecao urinaria de micronutrientes
hidrossoluveis, e como consequéncia, ocorre o0 desenvolvimento de anemia,
esteatose hepatica, pelagra, aterosclerose e imunossupressdo (DOMINGUES et al,
2009). Dessa forma, o alcool pode ser causa tanto de desnutricdo primaria, pelo fato
de deslocar os nutrientes da dieta, como de desnutricdo secundaria, por ser
responsavel pela ma absorcao e agressao celular decorrentes de sua citotoxicidade
direta (DOMINGUES et al., 2009). O consumo excessivo de alcool esta associado
ao desenvolvimento de muitas doencas que podem levar a Obito, como doencas

cardiovasculares, diabetes, cancer (CAO et al., 2015).
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Metabolismo do alcool

O alcool age como elemento toxico aos Orgdos vitais, pois se trata de uma
molécula que se move facilmente por meio das membranas celulares, atingindo
rapidamente o sangue e os tecidos, e ap0s ser absorvido no estbmago e no intestino
delgado aproximadamente 90% € quimicamente transformado no figado (OLIVEIRA
et al., 2011).

Da quantidade total de &lcool ingerida, cerca de 2% a 10%, é eliminada pelos
rins e pulmdes sendo o restante oxidado principalmente no figado, que contém a
maior quantidade de enzimas capazes de metaboliza-lo, e uma pequena parte pode
ser oxidada no estdmago (MINCIS; MINCIS, 2011).

ApOs a ingestdo oral, o etanol é absorvido no trato gastrointestinal por difusédo
simples, pois sua molécula é pequena, possui uma moderada solubilidade lipidica e
otima solubilidade em agua (ELAMIN et al., 2013). No figado ocorre uma série de
reacdes oxidativas, dependente da atuacdo de enzimas, sendo a primeira reacao
catalisada pela Alcool desidrogenase (ADH), se a atividade desta estiver bloqueada
pode ocorrer a intervencdo de duas outras vias, chamadas “vias de recurso” sdo a
via do Sistema Microssomal de Oxidacdo do Etanol (MEOS) localizado no reticulo
endoplasmatico e a da catalase (VIEIRA, 2012). Essas trés vias possuem como
produto final o acetaldeido, que sera entdo oxidado em acetato e agua pela Aldeido
Desidrogenase (ALDH), enzima que estad presente na matriz e na membrana
mitocondrial externa, no microssomo e no citosol dos hepatécitos (KACHANI et al.,
2008; VIEIRA, 2012).

O acetaldeido que foi produzido anteriormente € um metabolito muito reativo,
considerado responsavel por muitas acfes toxicas secundarias ao consumo de
etanol, e o acetato, resultado final, pode entrar na corrente sanguinea para ser
convertido em Acetil-CoA em outros tecidos, e no préprio figado (FORTEA et al.,
1999). Na conversdo do acetato em coenzima A, ocorre a formacdo adenosina
monofosfato (AMP) através do ATP, o AMP podera ser convertido novamente em
ATP ou em purinas e acido urico (VIEIRA, 2012). Depois de formado o acetil-
coenzima A, entrara no ciclo de Krebs, e sera transformado em didxido de carbono e
agua, dessa forma, o acetato, metabolito final da degradacédo do alcool, é uma 6tima

forma de energia que n&o pode ser estocada no organismo, que inibe a oxidacao

11
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lipidica, por possuir prioridade para ser metabolizado, e causa alteragbes no
metabolismo que podem resultar em esteatose hepatica e obesidade (KACHANI et
al., 2008).

A ADH também pode ser encontrada no estbmago (ADH7), e possui uma
grande importancia, ja que quando comparada com a ADH hepética, a ADH7
apresenta uma menor afinidade, porém uma maior capacidade de oxidacdo do
etanol, e dependendo da forma que o etanol é ingerido, a ADH7 pode limitar a
biodisponibilidade deste, de modo que, pode originar uma alta concentracdo desta
molécula no estdbmago se o consumo do etanol ocorre em elevadas quantidades e
em curtos periodos de tempo (BUCHO, 2012).

Contudo alguns fatores podem inibir ou reduzir a atividade da ADH, como o
aumento do consumo de alcool, e também o jejum, o que explica o fato de o etanol
ser mais toxico quando consumido com o estbmago vazio, de forma que, a presenca
de alimentos no estdbmago n&o so diminui a velocidade de absorgdo de etanol como
também aumenta a atividade da ADH7 géastrica (BUCHO, 2012).

Efeito do alcool sobre os rins e figado

Os rins sdo oOrgaos pares que estdo situados no espaco retroperitoneal, na
cavidade abdominal posterior, sdo grandes e tém o formato de feijdo. Em um corte
frontal, possuem duas regides distintas, visiveis a olho nu, séo elas: o cortex, porcéao
mais externa com a coloracdo castanho avermelhado; e a medula, por¢céo interna
muito mais clara (OLIVEIRA et al., 2011).

Esses 6rgdos também sofrem efeitos devido a ingestado de alcool, e possuem
papeis importantes para o funcionamento do organismo, como eliminacdo da agua
formada ou introduzida em excesso no organismo; eliminacdo de elementos
inorganicos, de acordo com as necessidades do organismo; eliminacao de produtos
finais ndo volateis da atividade metabdlica; retencdo no corpo de substancias
requeridas para a manutencdo da funcdo normal como aminoacidos, horménios,
vitaminas, proteinas, glucose, etc.; eliminacdo de substancias téxicas estranhas;
formacao e excrecdo de substancias, tais como ions hidrogénio e aménia (BORGES
et al., 2008).

12
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A unidade fundamental do rim € o néfron, que consiste em duas partes, 0
tubulo renal e o corpusculo renal, este dltimo formado pelo glomérulo e capsula
glomerular de Bowman, uma escavacao epitelial de parede dupla que circunda o
glomérulo. Os néfrons participam da filtragem do sangue, do retorno de substancias
Uteis para o organismo evitando a eliminacdo, e da remocdo de substancias
dispensaveis, assim mantendo a homeostasia e produzindo urina, entre essas
substancias excretadas pelos rins encontra-se o etanol, componente das bebidas
alcodlicas que é eliminado na urina depois da passagem pelo figado (OLIVEIRA et
al., 2011).

Segundo Batista et al. (2010) o consumo constante do alcool pode levar a uma
gama de efeitos sobre os rins e em grandes quantidades pode causar sindrome de
necrose tubular aguda. Dessa forma, o consumo de bebidas alcodlicas esta
relacionado com a promoc¢do de insuficiéncia renal crbnica, além de autores
apresentarem a relacao entre o alcoolismo com alteracdes na fisiologia e morfologia
renal (OLIVEIRA et al., 2011).

O alcoolismo esta associado a varias anormalidades nos tubulos renais,
levando a uma disfuncao tubular generalizada, o que causa reducéo na capacidade
de reabsorcdo maxima da glicose, no limiar renal para excrecdo de fosfato, aumento
na excrecdo fracionada de 2-microglobulina, &cido e magnésio, causa
aminoaciduria, acidificacdo renal, e comprometendo a concentracdo urinaria, e
consequentemente favorecendo uma reducdo generalizada na capacidade de
reabsorcéo das células tubulares (CECCHIN; MARCHI, 1996).

Também se constatou que o consumo crénico de etanol pode causar diversas
alteracoes vasculares nos rins, devido ao aumento da pressao arterial, captacdo do
célcio livre pelas plaguetas e do calcio adrtico, e assim causando hiperplasia das
células musculares lisas com espessamento da parede e estreitamento do limen de
pequenas artérias e arteriolas renais. Além disso, as anormalidades estruturais e
funcionais em rins de criancas submetidas ao alcool durante o desenvolvimento
gestacional também ja foram relatadas (CECCHIN; MARCHI, 1996).

Ja o figado é considerado um dos maiores 6rgaos do corpo humano, localiza-
se no hipocéndrio direito por baixo do diafragma e encontra-se protegido pelas

Ultimas costelas, possui a coloracdo vermelha escura e a consisténcia mole por ser
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altamente vascularizado, este 6rgdo também secreta, de forma exdcrina, a bile, que
é levada ao duodeno através as vias biliares, e secreta substancias de forma
endocrina, sendo langcadas diretamente na circulacdo sanguinea (FONSECA,
RODRIGUES, 2018).

De acordo com Bucho (2012), o figado é responséavel por vérias funcdes,
como: a metabolizacdo de substancias, sintese de proteinas, detoxificacdo e
secrecao biliar. Dessa forma, cerca de 90% do alcool ingerido é metabolizado nos
hepatdécitos através de vias oxidativa e ndo oxidativa.

Como figado é o principal 6érgao responsavel pela a metabolizacéo do alcool, o
risco da lesdo hepética e a sua gravidade sao determinadas por fatores como a
guantidade de alcool consumida de forma continua e o tempo, pois a medida que o
alcool é metabolizado, as substancias que lesam o figado sdo produzidas, dessa
forma, o figado ainda consegue funcionar com 80% dos seus tecidos lesionados,
porém se um individuo possui apenas 20% dos seus tecidos hepaticos saudaveis e
nao fizer abstinéncia do alcool, a lesédo hepatica evolui podendo causar o Obito
(FONSECA; ROGRIGUES, 2018).

O conjunto de lesdes no figado causadas pela ingestdo excessiva de alcool &
conhecido como Doenca Hepatica Alcoolica (DHA) e possui varias fases, considera-
se que tem um espectro diverso, e inclui: a esteatose hepatica alcoodlica, hepatite
alcodlica, fibrose alcodlica, cirrose alcoodlica e hepatocarcinoma. Essas ndo sao
necessariamente fases diferentes da evolucédo da doenca, mas sim, diversas etapas
gue podem estar presentes simultaneamente, considerando a intervencdo de
inimeros fatores de risco (BUCHO, 2012).

Como exposto anteriormente, durante a metabolizacdo do alcool séo liberados
radicais livres que aumentam o estresse oxidativo e as modificacées da atividade de
proteinas, causadas por adicdo de acetaldeido e aldeidos reativos derivados da
oxidacdo de lipideos, esses radicais livres podem agredir o hepatécito por acéo
direta, interagindo com o DNA ou com os componentes das membranas como
lipidios (GONCALVES; PEREIRA, 2007).

As alteracbes das proteinas tornam os hepatdcitos mais sensiveis a outras
agressdes, como a esteatose hepatica induzida pelo etanol, que é uma das
primeiras lesdes a se desenvolver nos hepatdcitos (GONCALVES; PEREIRA, 2007).
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A Esteatose é um conjunto de lesdes representado pelo o acumulo de triglicerideos
nos hepatécitos e graus variados de inflamacédo, necrose hepatocelular, distlrbios
estruturais que pode levar a cirrose (FONSECA; RODRIGUES, 2018).

A esteatose alcodlica é geralmente macrogoticular e localiza-se na zona
centrolobular, porém, nas formas intensas, pode se situar em todo o I6bulo, em
alguns casos pode ocorrer a formacdo de cistos gordurosos e de lipogranulomas,
sendo caracterizados pela presenca de histiocitos ou células epiteliais que
circundam gordura extracelular, devido a ruptura da célula hepéatica (MINCIS;
MINCIS, 2011).

Segundo Fonseca e Rodrigues (2018), a esteatose ocorre devido a elevada
guantidade de alcool para ser metabolizada, pois a formacdo de NADH passa a ser
maior do que a de NAD, o que impossibilita a atuacdo do NAD no ciclo de Krebs,
além disso, o NADH quando acumulado na matriz citoplasmatica dos hepatdcitos
altera a homeostase celular e ocorre o aumento da lipogénese, como forma das

células se desfazerem do excesso de ions de hidrogénio.

O acumulo hepatico de lipidios é resultante da diminuicdo da oxidacdo de
acidos graxos, e com a ingestao crénica de alcool, os lipideos se acumulam criando
glébulos macro vesiculares grandes e claros que comprimem e deslocam o nucleo
dos hepatocitos para a periferia da célula (FONSECA; RODRIGUES, 2018).

A Hepatite Alcodlica € um processo inflamatorio associado a necrose
hepatocitaria apontada como uma leséo pré-cirrética, e é considerada mais uma das
complica¢cBes importantes causadas pelo alcoolismo, a sua prevaléncia ainda nao é
bem conhecida, principalmente nas formas leves, pois 0s pacientes podem nao
apresentar sintomas e consequentemente ndo serem submetidos a biopsia hepatica,
gue €é necessaria para a confirmacao diagnostica (MINCIS; MINCIS, 2011; BUCHO,
2012).

Este processo de inflamacdo apresenta reacdes histolégicas que sao
necessarias e essenciais para o seu diagnostico, as quais sao degeneracao
(“balonizacao” dos hepatdécitos) e necrose, infiltrado inflamatério predominantemente
de neutréfilos e, fibrose pericelular e perivenular, outras alteracdes ndo-essenciais

sdo esteatose, corpusculos de Mallory e megamitocondrias, essas reacdes séo
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observadas principalmente na regidao centrolubular, desde que nao haja cirrose
(MINCIS; MINCIS, 2011).

A necrose de hepatdcitos e a inflamacéo refletem a progressdo da doenca
hepética alcodlica, desse modo a necrose € causada devido a agressao mitocondrial
intensa pelos radicais livres e aldeidos reativos, e a inflamacao, caracterizada pela
exsudacao de neutréfilos e mondcitos, devido a producgéo de citocinas e quimiocinas
por hepatécitos e células de Kupffer, estimulados pelos aldeidos reativos
decorrentes do metabolismo do etanol e por endotoxinas (GONCALVES; PEREIRA,
2007).

A continua ingestdo do &lcool causa as lesbes iniciais e, em individuos
geneticamente predispostos, a lenta e gradual formacdo de fibrose, devido a da
liberacdo de metabolitos (especialmente acetoaldeido) que excitam uma inter-
relacéo entre dois tipos celulares presentes nos sinusoides hepaticos: as células de
Kupffer e as células estreladas de I1to (ANDRADE, 2006).

A fibrose hepatica alcodlica é considerada como uma resposta de cicatrizacéo
as lesbes hepaticas desencadeadas pelo consumo do etanol e é caracterizada por
uma deposicao excessiva de matriz extracelular, que inclui trés grandes familias de

proteinas: glicoproteinas, colagenos e proteoglicanos (BUCHO, 2012).

O etanol proporciona 0 stress oxidativo ativando as células de Kupffer,
aumentando a producdo de citocinas pro-inflamatérias e consequentemente as
células estreladas hepaticas, essas Uultimas, quando ativadas proliferam-se e
adquirem caracteristicas de miofibroblastos, dessa forma o consumo de alcool
estimula a fibrogénese, causando desequilibrio com o processo de fibrélise
(BUCHO, 2012).

A cirrose hepatica pode também, entre outros fatores, ser consequéncia do
consumo excessivo do alcool, € considerada uma alteracédo difusa do figado que
histologicamente € bem definida, em que a arquitetura normal é substituida por
nodulos regenerativos, separados por faixas de tecido fibroso, causando a
diminuicdo das func¢des de sintese do figado (GONCALVES, 2009).

Para muitos autores é considerada uma fase da Doenca Hepatica Alcodlica
(DHA) irreversivel, que integra a fibrose difusa, ndédulos regenerativos, arquitetura

lobular alterada e estabelecimento de shunts vasculares intra-hepaticos entre a veia
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porta e a artéria hepética, e entre a veia supra-hepatica do figado, sabe-se ainda
gue formacdo desses nddulos ocorre de forma lenta, pois o proprio alcool também
inibe a regeneracdo hepatica (MINCIS; MINCIS, 2011; BUCHO, 2012).

O carcinoma hepatocelular € um tumor que ocorre com mais frequéncia em
cirréticos, cerca de 90% dos casos (NUNES; MOREIRA, 2007; MINCIS; MINCIS,
2011). Devido ao fato de este se manifestar como uma complicagcéo da cirrose, e por
isto é considerado um dos principais motivos de morte entre portadores de cirrose
(BUCHO, 2012). O &alcool atua como potencializador de agentes que podem ser
carcinogénicos por estimulos de isoenzimas (MINCIS; MINCIS, 2011).

Alguns autores afirmam que os efeitos durante o metabolismo do etanol podem
possuir uma atuacao consideravel no processo de transformacdo do DNA e em seus
mecanismos de reparacao, dessa forma, acredita-se que o etanol pode ter influéncia
nas vias de sinalizacdo de células que regulam a normalidade da atuacdo dos
hepatocitos, a sua proliferacdo e apoptose; e como consequéncia causando

mutacdes no DNA e proliferagdo das células do figado (BUCHO, 2012).

Dessa forma, para a formacao do carcinoma hepatocelular, inicialmente ocorre
a hiperplasia e posteriormente, de acordo com a gravidade da doenca, ocorre a
displasia com instabilidade genbémica, que pode ficar mais grave, e € agregada a

perda do gene supressor de tumores e a reativacao da telomerase (BUCHO, 2012).

Efeito do alcool na lactacédo e no desenvolvimento embrionario e fetal

Mesmo o indice de mulheres sendo mais baixo que os homens, em relacdo ao
alcoolismo, da perspectiva biologica elas sdo metabolicamente menos tolerantes ao
alcool, devido a fatores como o peso e a menor quantidade de agua corporal, em
consequéncia do maior indice de gordura, que esta relacionado com uma baixa taxa
de enzimas responsaveis pelo metabolismo do alcool, o que reflete em uma possivel
intoxicacdo com ingestdo de apenas metade da quantidade de etanol usada pelo
homem. Considerando o que foi supracitado, as mulheres passam a ser mais
vulneraveis para o desencadeamento de futuras complicacfes clinicas e maiores
risco de morte, assim como, também apresentam maiores indices para o
desenvolvimento de doencas hepaticas, mesmo tendo consumido bebidas alcodlicas

por um menor periodo de tempo (OLIVEIRA et al., 2012).
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Quando se trata do consumo cronico de &lcool por mulheres, principalmente
durante o periodo gestacional, diversos estudos tém demonstrado que a dieta e 0
estilo de vida da mulher tém influéncias na saude do recém-nascido a longo prazo
dessa forma, manter um estilo de vida saudavel é, portanto, fundamental para viver
uma gravidez segura, permitindo otimizar o desenvolvimento do feto e a

recuperacao pos-parto (SANTO, 2015)

Dessa forma, o periodo de gestacdo € considerado um momento critico no
ciclo vital feminino, pois além de ocorrer diversas alteracdes fisiol6gicas com a
finalidade de preparar o organismo feminino para a geragcdo de um novo ser, exige
duplo cuidado, com o feto e com a mae, ja que sabe-se da influéncia da saude da
gestante sobre o feto, como no que diz respeito a alimentacdo materna, ao consumo

de alcool e ao uso de medicamentos no periodo gestacional (MOIMAZ et al., 2006).

O consumo de bebidas alcodlicas por mulheres em periodo gestacional pode
causar diversos efeitos deletérios ao embrido ou feto, devido a exposicéo intra-
uterina ao alcool, e esses efeitos sdo agrupados e conhecidos como Desordens do
Espectro Alcodlico Fetal (DEAF) ou em inglés Fetal Alcohol Spectrum Disorders
(FASD), assim estdo inclusas alteracdes fisicas, mentais, comportamentais e
cognitivas (MESQUITA; SEGRE, 2009).

Com base nos dados da CDC (Centers for Disease Control and Prevention),
fazem parte das DEAF: os Defeitos de Congénitos Relacionados ao Alcool (ARBD -
Alcohol-Related Birth Defects), Desordens de Neuro-desenvolvimento
Relacionadas ao Alcool (ARND - Alcohol-Related Neurodevelopmental Disorder)
e a Sindrome Alcoolica Fetal (SAF- Fetal Alcohol Syndrome); sendo esta Ultima a

mais grave com uma consequente morte fetal (CDC, 2019).

A Desordens de Neuro-desenvolvimento Relacionadas ao Alcool (ARNB)
incluem os distdrbios mentais, alteracbes funcionais ou cognitivas, como as
dificuldades de aprendizagem, de controle dos impulsos, de atencdo e de memoaria
(MATTA et al., 2008; RODRIGUES, 2014).

Enquanto que os Defeitos Congénitos Relacionados ao Alcool (ARBD) estio
ligados a alteracdes fisicas devido a exposi¢do intrauterina ao alcool, além de

malformacdes cardiacas, renais, 6sseas, auriculares e oftalmoldgicas, também as
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anomalias faciais. As malformacdes renais incluem os rins em ferradura, a

duplicacdo uretral e aplasia/hipoplasia e/ou displasia renais (RODRIGUES, 2014).

A Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) compreende as alteragbes nas
caracteristicas faciais, limitacdo do crescimento pré ou pos-natal e modificacdes
estruturais e funcionais do Sistema Nervoso Central (SNC) (MESQUITA; SEGRE,
2010). De acordo com Grinfeld (2009) a SAF pode aumentar em 3 a 7 vezes a
probabilidade de ocorrer a sindrome da morte subita infantil (sudden infant death

syndrome), e assim contribuindo para o aumento dos indices de mortalidade infantil.

Segundo Oliveira; Simbes (2007), a Sindrome Fetal Alcodlica afeta cerca de
33% das criangas nascidas de maes que consumiram mais de 150 g de etanol por
dia, e além de causar retardo no crescimento intra-uterino, também provoca
alteracdes na coordenacao motora, anomalias articulares, malformacdes cardiacas e
reducdo da capacidade intelectual. Além disso, ainda de acordo com 0s mesmos
autores, mesmo as criancas de mulheres que consumiram moderadamente bebida
alcodlica podem apresentar caracteristicas de um quadro de sindrome da
abstinéncia, demonstrando agitacdo, deficiéncia de suc¢do durante o aleitamento,

irritabilidade, sudorese e padrbes anormais de sono.

Os impactos teratogénicos do alcool podem ser de forma direta, quando age
sobre os tecidos do feto, ou podem ser indiretos, quando prejudica a capacidade da
mae de garantir o desenvolvimento do feto, estes efeitos indiretos estdo vinculados
com as variacbes nos processos fisiologicos maternos, como a ma nutricao,
resultando em modificacbes na capacidade da placenta de garantir os nutrientes

necessarios para o desenvolvimento do feto (RODRIGUES, 2014).

Os efeitos causados a prole de maes que tiveram um consumo frequente de
alcool durante a gestacdo sdo considerados como o0 problema mais tragico
resultante do alcoolismo (MESQUITA; SEGRE, 2009). O alcool chega aos tecidos do
feto muito facilmente, pois a barreira placentaria € completamente permeéavel a esta
substancia, e isso possibilita que a taxa de alcool no sangue do feto seja proxima a
da mae, j& que ocorre a difusdo através do fluxo sanguineo devido a diferenca de
concentracdo (RODRIGUES, 2014).

O feto ndo tem a capacidade de metabolizacdo do alcool, devido a auséncia da

enzima Alcool desidrogenase (ADH), dessa forma s6 a méde consegue metabolizar a
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substancia, até que ocorra a sua diminui¢cdo na corrente sanguinea materna, a vista
disso, o feto termina passando mais tempo com a concentragdo alcoolica elevada,
até que a da mae reduza para ocorrer a difusdo no sentindo inverso (RODRIGUES,
2014).

Além disso, um dos primeiros efeitos do alcool é a vasoconstricdo da placenta
e do corddo umbilical, o que dificulta ainda mais o fluxo sanguineo, aumentando
assim a exposicdo do feto ao alcool, o que pode levar até trés horas para eliminar
totalmente o alcool do liquido amniético (BURD et al., 2007).

O consumo de bebidas alcodlicas em qualquer estagio da gestacdo pode
acarretar em efeitos no sistema nervoso central, e a consequéncia mais evidente é a
diminuicdo do crescimento do cérebro do feto, emitido pela microcefalia e pela
microencefalia. Uma das anomalias mais frequentes relacionadas ao sistema
nervoso central, que ocorrem em cerca de 6% das criangcas com SAF, é a nao
formacdo do corpo caloso, representada pela perda de uma estrutura do cérebro
responsavel por conectar os dois hemisférios cerebrais (MATTA et al., 2008).

Sabe-se ainda que as deformidades que ocorrem no figado do feto exposto a
esta substancia durante o seu desenvolvimento sdo semelhantes as que sao
detectadas na doenca hepatica no adulto, aléem disso, o consumo durante a
gestacdo pode causar imunodeficiéncia ha mae e na crianca, devido ao seu efeito

negativo nas células e nos reguladores de citocina (SANTOS et al., 2010).

O etanol também pode chegar ao leite materno, contudo em pequenas
proporcdes em relacdo a alcoolemia materna, todavia, a metabolizacdo do alcool no
sangue e no leite sdo diferentes. A qualidade do leite pode ndo ser alterada com a
presenca da substancia em pequena quantidade, porém pode causar efeitos
adversos no sono da crianca, no desenvolvimento neuromotor e, posteriormente, no
aprendizado (GRINFELD, 2009).

Alguns autores citam evidéncias de que o alcool é transferido para o leite da
mae em grandes proporc¢des, variando assim, a quantidade de producao, o volume,
0 aroma, a composicao e a excrecao lactea, provocando efeitos deletérios no recém-
nascido, e afetando o sistema imunoldgico, de forma que, a longo prazo, o sistema

nervoso e a imunidade celular do recém-nascido apresentam deficiéncia,
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demonstrando vulnerabilidade ao &lcool em seu desenvolvimento de forma
prematura (BURGOS et al., 2002).

Melatonina e seu papel antioxidante

A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina € um horménio ndo esteroide
produzido pela glandula pineal, que esta situada na regido central do cérebro entre
os dois hemisférios cerebrais no teto do terceiro ventriculo (GUERRERO, 2007,
MAGANHIN, 2008; NETO; CASTRO, 2008). A sintese da melatonina é regulada
pelo nucleo supraquiasmatico, considerado o centro primario de regulacdo do ritmo
circadiano, pois este esta sincronizado com o ciclo claridade/escuriddo e recebe
informacdes visuais da retina através do trato retino-hipotalamico (GUERRERO,
2007; BOTAS, 2014).

Para que ocorra a sintese da melatonina, 0 aminoacido triptofano € captado
pelas células da glandula pineal e sofre reacdes de hidroxilagdo e carboxilagdo até
formar a serotonina, que a partir dai precisa da agdo da enzima N-acetiltransferase
(NAT), que da origem a N-acetilserotonina, e esta sofre a agdo da enzima
hidroxindol-O-metil transferase (HIOMT) gerando a melatonina, estas duas ultimas
etapas a partir da serotonina s6 ocorre durante a auséncia de luz (MAGANHIN,
2008; BOTAS, 2014).

A sintese da melatonina pela glandula pineal é regulada pela liberacdo de
noradrenalina, e esta € controlada de acordo com a incidéncia de luz, de forma que
a liberacéo de noradrenalina é estimulada principalmente no escuro e é anulada com
a luminosidade (FANAN, 1999).

Na auséncia de luz, a retina capta e repassa a informacdo através do trato
retino-hipotalamico para o nucleo supraquiasmatico, nosso relégio bioldgico, este
envia o sinal elétrico que estimula as terminacdes nervosas simpaticas pos-
ganglionares que inervam a glandula pineal a liberarem noradrenalina, e esta
guando atinge os pinealdcitos estimulam a producéo e secre¢do da melatonina, isso
ocorre devido a interacdo da noradrenalina com o0s receptores adrenérgicos que

estas células da glandula pineal possuem (BOTAS, 2014).

Também existe a melatonina extra-pineal, mesmo a glandula pineal sendo a
principal produtora e secretora deste hormdnio, € possivel encontra-lo sendo

produzido na retina, na placenta humana, medula 6ssea e por células responsaveis
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pela defesa do organismo (TAMURA, 2009). A extra-pineal ndo esti
necessariamente relacionada com a variagédo de claro e escuro, muitas vezes pode

estar vinculada ao seu papel antioxidante e ligada a funcdes paracrinas.

A atuacdo deste horménio ocorre através de seus trés receptores préprios
(MT1, MT2 e MT3), além da sua capacidade de se difundir facilmente pela
membrana celular e entrar nas células para realizar fungdes como antioxidante,
exercer interagcdes com receptores nucleares e ainda impedir a comunicacdo do
agrupamento célcio-calmodulina com as proteinas alvo (MAGANHIN, 2008;
TAMURA, 2009).

A melatonina possui papel como antioxidante que ndo depende de receptores
para ser exercido (TAMURA, 2009). Como ela possui propriedade anfifilica
consegue atravessar facilmente a membrana celular, e fica localizada na regiédo
superficial na bicamada de fosfolipidios, bem préxima a cabeca polar destes. Nessa
posicao estratégica, a melatonina consegue atuar como “removedor” (scavenger) de
radicais livres, também é capaz de promover meios indiretos para que as
membranas possam resistir ao dano oxidativo, estabilizando a fluidez da membrana
e preservar sua eficiéncia (SOUZA; MORAIS, 2016).

Além da eliminacéo direta de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERN), a N-acetil-5-metoxitriptamina também atua como
antioxidante de forma indireta, estimulando as enzimas antioxidantes e suprimindo
as pro-oxidantes. Além da membrana celular, a mitocondria também € considerada
um dos principais alvos da melatonina, essa organela € considerada uma importante
fonte de ERO, e consequentemente o principal alvo de danos causados pelos
radicais livres, dessa forma a melatonina protege as mitocéndrias dos danos
oxidativos e melhora as funcées mitocondriais (ZHANG; ZHANG, 2014).

A melatonina, além de reduzir a formacdo dos radicais livres e estimular a
atuacao de enzimas antioxidantes, também diminui a oxidacdo hepatica, protege os
DNAs nuclear e mitocondrial da degradacao apés exposicéo a radiacao ionizante ou
agentes cancerigenos e aumenta os niveis celulares de RNA mensageiro para as
enzimas antioxidantes como as superéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase (SOLIS-HERRUZO; SOLIS-MUNOZ, 2009;
SOUZA; MORAIS, 2016).
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Durante a gestacdo, a melatonina materna chega ao feto através da placenta,
exercendo seu papel de protecdo contra o estresse oxidativo e de regulacdo dos
ritmos biologicos (THOMAS et al., 2002; REITER et al., 2013). O nivel de melatonina
no sangue € muito baixo nas primeiras semanas de vida pdés-natal, porém, é
possivel que esse hormbnio passe para o recém-nascido através do leite materno
(ALVES et al., 1998; CARPENTIERI et al., 2012).

Para as doencas causadas pela ingestdo excessiva de alcool, existem
tratamentos e medicamentos especificos, além disso, a maioria dos medicamentos
se associados a ingestdo do alcool podem causar diversos efeitos colaterais
(MINCIS; MINCIS, 2006; REIS et al., 2014). Com isso, o0 uso de antioxidantes, como
a melatonina, e medicamentos coadjuvantes tem sido proposto como agentes
terapéuticos para compensar os danos causados por radicais livres em 6rgdos como
figado e rins (BONA, 2014; SOUZA, 2018).
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ABSTRACT

Alcoholism or Alcohol Dependence Syndrome (SDA) is considered a disease that is
acquired through constant alcohol intake and that includes many factors for its
development. Globally, approximately 10% of women consume alcohol during
pregnancy, while this prevalence in the Americas is 11.2%. During alcohol
metabolism, reactive oxygen species are released that affect cells and tissues. So,
chronic ethanol ingestion produces a variety of systemic changes and is associated
with the development of many diseases, also affecting various organs such as the
liver and kidneys. Consumption during pregnancy can trigger several harmful effects
on the fetus or embryo, these teratogenic impacts are known as Fetal Alcohol
Spectrum Disorders (DEAF) and are considered the most tragic problem resulting
from alcoholism. An alternative to compensate for free radical damage to organs is
the use of antioxidants, such as melatonin, which in addition to reducing damage by
free radicals and stimulating the action of antioxidant enzymes, decreases liver
oxidation and protects the nuclear and mitochondrial DNA of degradation. Thus, the
present study aimed to assess whether exogenous melatonin administered during
pregnancy and lactation can prevent the harmful effects produced by alcohol in the
offspring of rats. For this, 30 albino female rats (Rattus norvegicus albinus), 90 days
old, from the vivarium of the Department of Animal Morphology and Physiology, of
the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), were used. After an
adaptation period of seven days, the females that had three consecutive regular
estrous cycles were selected for mating and separated for the experiment, with the
purpose of forming the three groups with the offspring of the mothers used in the
experiment (I- rats that did not receive alcohol during pregnancy and lactation, II-
Puppies of rats subjected to chronic alcohol consumption during pregnancy and
lactation and IlI- Puppies of rats subjected to chronic alcohol consumption and
treated simultaneously with melatonin during pregnancy and lactation) . The animals
were euthanized at 30 days of age to collect livers and kidneys. The organs were
fixed in buffered formaldehyde and underwent routine histological processing and
morphometric and histopathological analyzes were performed to obtain the results.
The results verified were the significant reduction of weight and length at birth, of the
pups whose mothers received only alcohol (group Il), the liver of the animals of group
Il also presented hepatic parenchyma with portal and centrilobular vein congestion,
steatosis, besides the significant reduction in the lobular parenchyma and increase in
the non-lobular parenchyma, whereas the other groups did not present changes in
this organ. The kidneys of animals in groups | and Ill showed to be well preserved,
however in animals in group Il the presence of areas of congestion in the cortex and
corpuscles was observed with absence of the subcapsular space in addition to the
significant reduction in the diameters and volumes of the glomerulus and capsule
Bowman's. Thus, melatonin acted positively by interfering and mitigating the harmful
effects that ethanol had on the liver, kidneys, weight and length of the offspring
whose matrices were subjected to chronic alcohol consumption.

Keywords:Rats; antioxidant; alcoholism; offspring; free radicals.
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INTRODUCAO

O alcoolismo é considerado uma doenca multifatorial que afeta mulheres e
também é conhecido como Sindrome da Dependéncia do Alcool (SDA). Em ambito
global, aproximadamente 10% das mulheres consomem alcool durante a gestacéo
(POPOVA et al., 2017). Enquanto que, de acordo com a Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS) (2019) essa prevaléncia nas Américas é de 11,2%. No
Brasil, o indice de ingesté@o de etanol no &mbito feminino aumentou de 4,1% entre os
anos de 2013 e 2019 (IBGE, 2020). Sabe-se que o consumo de &lcool durante o
periodo gestacional pode desencadear varios efeitos deletérios ao embrido ou feto,
esses impactos sdo conhecidos como Desordens do Espectro Alcodlico Fetal
(DEAF) ou em inglés Fetal Alcohol Spectrum Disorders (FASD), e nelas estdo
inclusas alteracdes fisicas, mentais comportamentais e cognitivas (MESQUITA,;
SEGRE, 20009).

Esses impactos teratogénicos sédo considerados como o problema mais tragico
resultante do alcoolismo (MESQUITA; SEGRE, 2009). E esses efeitos podem atingir
diretamente os tecidos do feto, ja que o alcool os alcanca muito facilmente, pois a
barreira placentaria € completamente permeavel a esta substancia, ou podem ser
indiretos, quando prejudica a capacidade materna de garantir o desenvolvimento do
feto (RODRIGUES, 2014).

Além disso, o feto ndo tem a capacidade de metabolizacdo do alcool, devido a
auséncia da enzima Alcool Desidrogenase (ADH), portanto, apenas a méde consegue
metabolizar a substancia, até que ocorra a sua diminuicdo na corrente sanguinea
materna, a vista disso, o feto passa mais tempo com a concentracdo alcodlica
elevada, até que a da mae reduza para ocorrer a difusdo no sentindo inverso,
ademais, um dos primeiros efeitos do alcool € a vasoconstricdo da placenta e do
corddo umbilical, dificultando ainda mais o fluxo sanguineo, aumentando assim a
exposicao do feto ao alcool, o que pode levar até trés horas para eliminar totalmente
essa substancia do liqguido amniético (RODRIGUES, 2014; BURD et al., 2007).

De acordo com Grinfeld (2009) o etanol também pode chegar ao leite da mée
em pequenas proporcdes em relacdo a alcoolemia materna, no entanto podem
causar efeitos adversos no sono da crianca, no desenvolvimento neuromotor e,
posteriormente no aprendizado, porém, segundo Burgos et al. (2002) alguns autores

citam evidéncias de que o alcool é transferido para o leite da mde em grandes
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proporcdes, ao ponto de variar a quantidade de produg&o, o volume, o aroma, a
composicdo e a excrecao lactea, e ainda provocando efeitos deletérios no recém-
nascido, e afetando o sistema imunolégico, de forma que , a longo prazo, o sistema
nervoso e a imunidade celular do recém-nascido apresentam deficiéncia,
demonstrando vulnerabilidade ao &lcool em seu desenvolvimento de forma

prematura.

ApOs a ingestao do alcool, durante a sua metabolizacdo séo liberados radicais
livres, os quais levam a um aumento do estresse oxidativo (GONCALVES; PEREIRA,
2007). E partindo do pressuposto que o figado € o principal érgao responsavel pela
metabolizacdo do alcool, o risco e a gravidade da lesédo hepatica sao estabelecidos
de acordo com a quantidade e a frequéncia do consumo (FONSECA; ROGRIGUES,
2018). O conjunto dessas lesdes é conhecido como Doenga Hepatica Alcodlica
(DHA) e é composta por varias fases, considerando que se tem um espectro
variado, e inclui: a esteatose hepatica alcodlica, hepatite alcodlica, fibrose alcodlica,
cirrose alcoolica e hepatocarcinoma (BUCHO, 2012).

Sabe-se, que os rins também s&o orgaos que sofrem efeitos devido a ingestao
excessiva de alcool, segundo Batista et al. (2010) o consumo frequente do alcool
pode gerar uma série de impactos sobre esses 0rgaos e em grandes quantidades
pode causar sindrome de necrose tubular aguda. Por conseguinte, 0 consumo de
bebidas alcoodlicas também esta relacionado com a promocéo de insuficiéncia renal
cronica, além de possuir relacdo com alteracdes na fisiologia e morfologia renal
(OLIVEIRA et al., 2011).

Uma alternativa para compensar o dano por radicais livres nos 6rgdos como
figado e rins, € 0 uso de antioxidantes, como a melatonina (BONA, 2014; SOUZA,
2018). Que além de reduzir a formacédo dos radicais livres e estimular a atuacédo de
enzimas antioxidantes, a melatonina também diminui a oxidacdo hepatica, protege
0s DNAs nuclear e mitocondrial da degradacdo e aumenta os niveis celulares de
RNA mensageiro para as enzimas antioxidantes (SOLIS-HERRUZO; SOLIS-
MUNOZ, 2009; SOUZA; MORAIS, 2016).

Posto isso, visando os danos causados ao figado e rins pelo consumo
excessivo do alcool, torna-se pertinente investigar o possivel potencial terapéutico

da administracdo diaria de melatonina, sobre os danos causados pelo alcool na

26


https://www.researchgate.net/profile/Jose_Solis-Herruzo
https://www.researchgate.net/profile/Pablo_Solis-Munoz

588
589
590

591

592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612

613

614
615
616
617
618
619

prole de ratas. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar se a
melatonina exdgena administrada durante a gestacdo e lactagdo pode prevenir 0s
efeitos deletérios produzidos pelo alcool na prole de ratas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de
idade, virgens, pesando aproximadamente 250+30g, da linhagem Wistar,
procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), aprovado pelo comité de
ética institucional sob o N° 041/2019. Os animais foram confinados em gaiolas e
mantidos com alimentacdo e agua ad libitum, permanecendo no biotério a
temperatura de 22+1°C e iluminacéo artificial, produzida por lampadas fluorescentes
(marca Phillips, modelo luz do dia, 40W), estabelecendo o fotoperiodo de 12 horas
claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 06:00 as 18:00 horas.
Apoés um periodo de adaptacédo de sete dias, foram realizados esfregacos vaginais
para a determinacédo do ciclo estral. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais
consecutivos regulares foram selecionadas para 0 experimento, apos o
acasalamento e confirmacdo da prenhez, foram divididas para a formacdo dos
seguintes grupos experimentais com 10 animais cada:

Grupo | - Filhotes de ratas que nao receberam alcool durante a prenhez e lactacao,
eutanasiados apo6s 30 dias de vida (controle);
Grupo Il - Filhotes de ratas submetidas ao consumo crénico de alcool durante a
gestacéo e lactacéo, eutanasiados ap6s 30 dias de vida (Alcool);
Grupo Il - Filhotes de ratas submetidas ao consumo crénico de alcool e tratadas
simultaneamente com melatonina durante a gestacdo e lactacao,

eutanasiados apos 30 dias de vida (Alcool + Mel).

3.1 Acasalamento dos Animais

As fémeas dos experimentos foram acasaladas na propor¢cdo de um macho
para cada trés fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h). No dia seguinte foram
realizados exames vaginais nas ratas, sempre no periodo da manha (06:00 h), para
a confirmacéo do acasalamento, foram realizados exames colpocitolégicos usando o
método de coloracdo de Shorr-Harris e a analise das laminas foi feita através da

microscopia de luz, tomando-se com parametro, para a confirmacdo do
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acasalamento, a presenca de espermatozoéides. Este dia foi considerado como o

primeiro dia de prenhez.

3.2 Administragéo do etanol

Foi administrado por via intragastrica, a dosagem de 3 g/Kg de alcool etilico em
ratas durante a prenhez (VARLINSKAYA et al., 2001; ARAUJO-FILHO et al., 2007;
VEIGA et al., 2007; SCHEIDT et al., 2015; MARCO et al., 2017).

3.3 Tratamento com Melatonina

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) foi administrada em injecdes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacdo. Para
tanto, a melatonina foi dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8mL NaCl a
0,9%. As injecOes foram aplicadas via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00
as 19:00h. Esta dose € comparavel a dosagem humana (9 mg/kg), a qual foi
convertida com base na area de superficie do corpo (PAGET; BARNE, 1994;
MOUSTAFA et al., 1999; ABD-ALLAH et al., 2003). Os animais dos grupos | e Il

receberam o veiculo do hormonio.

3.4 Peso e medicéo dos animais

Os pesos e comprimentos dos filhotes foram registrados no dia do nascimento,
com a utilizacdo de balanca e fita métrica. E foram utilizadas as médias dos dados

obtidos para as analises estatisticas.

3.5 Histopatologia

Para coleta do figado e rins os filhotes aos 30 dias de idade, os animais foram
anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por
via intramuscular. A seguir, foi realizada a abertura da cavidade abdominal para a
remocdo dos 6rgdos. Foram utilizados 12 filhotes por grupo sendo 6 machos e 6
fémeas. Os animais foram eutanasiados utilizando-se o aprofundamento da
anestesia com hidrocloridrato de cetamina (80mg/Kg) e xilazina (6,0 mg/Kg),
associado ao tiopental (100 mg/kg), intraperitoneal.

Fragmentos do figado e rins foram mergulhados em formol tamponado,

permanecendo no mesmo por 48 horas. Apbés esses procedimentos foram
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desidratados em alcool etilico (concentracfes crescentes), diafanizados pelo xilol,
impregnados e incluidos em parafina e historesina (morfometria). Os blocos de
parafina foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para
5 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente untadas
com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C,
durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, os cortes foram
submetidos a técnica de coloracao pela hematoxilina - eosina (H. E.) e analisados
em microscoépio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em microscopio
OLYMPUS BX-50.

3.6 Anéalise Morfométrica

= Figado

O estudo morfométrico foi realizado segundo a metodologia descrita por
Engelman et al. (2001). Foi determinado por métodos estereoldgicos, a proporcéo
entre o parénquima nao lobular e lobular do figado dos filhotes aos 30 dias dos
grupos experimentais, utilizando uma quadricula com 100 pontos-teste, colocada
sobre os cortes das preparacdes histologicas coradas pelo tricromico de Mallory,
pois este facilita a visualizacdo dos espacos porta ao utilizarem-se métodos
esterologicos. A contagem foi feita em trés laminas, de maneira que, foram contados
10 campos utilizando-se a objetiva de 40x, perfazendo um total de 5.000 pontos por
grupo. De maneira semelhante, foram quantificadas as células de Kupffer em
preparacdoes pela hematoxilina-eosina, nas quais se pode evidenciar o nucleo
alongado e caracteristico das ceélulas em relacdo aos nucleos volumosos e

arredondados dos hepatdcitos.

= Rins

Para a analise morfométrica dos rins dos filhotes aos 30 dos grupos
experimentais foram utilizadas trés laminas de cada grupo e analisados dez
glomérulos em cada lamina. As medidas foram restritas aos glomérulos que
demonstraram, num Unico corte, 0s polos vascular e urinario. Essa disposicdo indica
a seccao coincidente com a regido equatorial do glomérulo. Para as mensuracdes
foram utilizados os glomérulos selecionados ao acaso. A captura da imagem foi

efetuada através de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus®
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Bx50. A morfometria foi realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas,
calibrado em micrometros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows.
Para a obtencdo da &rea glomerular o cursor foi posicionado na area central do
glomérulo, estabelecendo-se, a partir dai, uma linha circular externa, coincidente
com os limites do tufo glomerular. Para mensuracdo da capsula de Bowman foi
adotado a mesma metodologia (AKAOKA et al., 1994). O volume glomerular e da
capsula de Bowman, foi calculado de acordo com os critérios preconizados por
Pagtalunan et al. (2000). Para essa estimativa, utilizou-se a equagéo 4/3Tr?,

destinada ao céalculo do volume da esfera, na qual “r’ representa o raio.

3.7 Andlise Estatistica

Para a comparacao dos dados morfométricos foram realizadas a Analise de
Variancia, quando significante esta foi complementada pelo teste de Comparacdes

Multiplas de Tukey e Kramer. Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (P < 0,05).
RESULTADOS

Com relacao ao peso e comprimento dos filhotes apds nascimento, verificou-se

reducéo significativa no grupo que recebeu apenas alcool (Figuras 1 e 2).

A analise histopatoldgica do figado dos animais do grupo controle mostrou
parénquima hepatico com um leve grau de esteatose, sem outras alteracbées com
corddes de hepatdcitos organizados margeando a veia centro lobular, entremeados
por capilares sinusoides. Porém, nos animais provenientes das matrizes que
receberam alcool durante a gestacéo e lactacao apresentaram parénquima hepatico
com congestdo de veia porta e centrolobular, além de um grau elevado de
esteatose. Esses efeitos ndo foram evidenciados nos animais do grupo Alcool + Mel
(Figura 3).

Os rins dos animais do grupo controle demonstraram estar bem preservados,
com a maioria dos glomérulos e espaco subcapsular bem definidos, além de tubulos
contorcidos proximais e distais com caracteristicas normais, sem nhenhuma
alteracdo. Essas caracteristicas também foram verificadas nos rins dos animais que
receberam melatonina. Ja nos rins dos animais que receberam apenas alcool foram
observadas a presenca de areas de congestdo na cortical e corpusculos com

auséncia do espaco subcapsular (Figura 4).
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A morfometria do figado revelou reducao significativa do parénquima lobular e
aumento no parénquima ndo lobular nos animais cujas matrizes receberam alcool
durante a prenhez e lactacdo. Na anélise morfométrica dos rins observou-se ainda
neste grupo a reducdo significativa do diametro e volume do glomérulo, além do
didametro e volume da capsula de Bowman. Enquanto que nos grupos controle e

alcool+ Mel ndo apresentaram essas alteracdes (Tabelas 1 e 2).
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805 Figura 3: Figado dos animais aos 30 dias de vida. (A-B) — Controle; (C-D) — Alcool e

806 (E-F) — Alcool + Mel. Setas longas- veia centrolobular; Setas curtas — corddes de
807 hepatocitos; Asterisco — ducto bilifero; Ponta de setas — sinusoides; Setas tracejadas
808 — cogestdo da veia centrolobular; Setas brancas — hepatocitos apresentando
809 esteatose. H.E.
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Figura 4: Rins dos animais aos 30 dias de vida. (A-B) — Controle; (C-D) — Alcool e

(E-F) — Alcool + Mel. Setas longas — capsula de Bowman; Asterisco — glomérulo;

Setas tracejadas — congestdo cortical; Setas curtas — auséncia do espaco

subcapsular. H.E.
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838 Tabela 1. Média * desvio padrédo do percentual do parénquima lobular e ndo lobular

839 no figado dos animais aos 30 dias de vida.

Grupos Controle Alcool Alcool + Mel P
Parénquima Lobular 8159+295a 7326+1,40b 80,53%1,42a 0,0050

Parénquima N&o Lobular 18,43+297a 26,50+1,04b 19,50+ 1,48a 0,0053

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem significativamente

pelo teste Anova one-way com post hoc de Tukey (p < 0,05).

840
841 Tabela 2. Média £ desvio padrdo do diametro do glomerular (DG), volume do

842  glomérulo (VG), diametro (DCB), volume (VCB) da capsula de Bowman nos rins dos

843 animais aos 30 dias de vida.

Grupos Controle Alcool Alcool + Mel P
DG (um) 6629 + 351a 4670 + 121b 6302 + 157a 0,0017
VG (um?®) 35212 + 3584a 20329 + 1734b 33319 + 216a 0,0094
DCB (um) 7338 + 296a 5877 + 380b 7202 + 110a 0,0024
VCB (Um®) 41645 + 544a 30881 + 761b 42972 + 464a 0,0317

844  Medias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo

845 teste Anova one-way com post hoc de Tukey (p < 0,05).

35



846

847
848
849
850
851
852
853

854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868

869
870
871
872
873
874
875
876
877
878

DISCUSSAO

A exposicao intra-uterina ao alcool pode causar diversos efeitos deletérios ao
feto ou embrido, como anomalias estruturais e deficiéncias comportamentais e
neurocognitivas, de forma que, o conjunto dessas alteracbes € denominado
Desordens do Espectro Alcodlico Fetal (DEAF), e tem como um dos primeiros
sintomas no pré-natal, a deficiéncia de crescimento (comprimento e / ou peso) que
possivelmente persiste no pés-natal (HOYME et al., 2005; MESQUITA; SEGRE,
20009).

Neste trabalho foi observada no grupo Il (&lcool) uma relagdo entre a
diminuicdo dos pesos e comprimentos dos filhotes com o consumo do &lcool pelas
matrizes, ja que nos grupos | (controle) e lll (Alcool+Mel.) ndo houve diferencas
significativas para este resultado. Autores como Domingues et al. (2009) também
constatou a interferéncia do etanol no crescimento dos fetos. Visto que o consumo
em excesso do alcool pode prejudicar a capacidade materna de manter o
desenvolvimento do feto, interferindo na absorcdo de nutrientes pela genitora e
causando a vasoconstricdo do corddo umbilical e da placenta alterando a sua
capacidade de fornecer nutrientes para o feto através do fluxo sanguineo
(GOODGLETT; HORN, 2001; MINCIS; MINCIS, 2006). Por sua vez, a melatonina
associada ao alcool no grupo Il (Alcool+Mel.) foi capaz de proteger contra possiveis
alteracdes na placenta e manter a absor¢cao de nutrientes pela méae, preservando o
fluxo sanguineo e o crescimento do feto. Assim como, Nagai et al. (2008) também
verificou em seu estudo que o tratamento com melatonina evitou a restricdo do

crescimento fetal e danos oxidativos na placenta.

Nas andlises histopatoldgicas dos figados do grupo Il (alcool) foram detectadas
congestéo nas veias centrolobular e porta, além de esteatose, a qual é considerada
como o primeiro estagio da doenca hepéatica alcodlica, sendo uma consequéncia
direta dos impactos causados pelo metabolismo do alcool (BREITKOPF et al., 2009).
A esteatose pode ser provocada pelo acimulo de NADH nos hepatécitos durante o
metabolismo do etanol, causando alteragcBes no metabolismo de lipidios, ao inibir a
B-oxidacdo dos acidos graxos e aumentar sua sintese para desfazer do excesso de
hidrogénio. Além disso, outros mecanismos também podem levar a esteatose, ja que
com a ingestdo de etanol também ativa as células de kupffer através das

endotoxinas, e essas células liberam citocinas pré-inflamatérias, como o Fator de
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Necrose Tumoral (TNF- «), sendo essa acdo estimulada ainda pelo estresse
oxidativo devido a peroxidacdo de lipideos que € associada a regulacdo acentuada
de TNF-a, dessa forma aumenta a liberacao de acidos graxos livres e a lipogénese,
além da oxidacéo lipidica que é inibida (BREITKOPF et al., 2009; SOZIO; CRABB,
2008; ALBANO, 2006).

No entanto, ndo houve alteracbes avancadas no parénquima hepatico do grupo
| (controle), ja que a esteatose tem graus de leve a avancado, podendo o primeiro
ser reversivel através de uma alimentacao saudavel, e esse menor grau pode ter
uma causa nado alcoolica, relacionada com a alimentacdo (BARBOSA; ALMEIDA,
2019) o que certamente explica esse baixo grau de esteatose no grupo que nao foi
exposto ao alcool. Enquanto que o grupo lll (Alcool+Mel) ndo apresentou essas
alteracoes, mostrando que possivelmente a melatonina materna chegou ao feto
através da placenta e exerceu 0 seu possivel potencial protetor sobre as lesdes
causadas ao figado da prole. Sabe-se que a melatonina tem atividade antioxidante,
anti-inflamatéria, propriedades protetoras contra o estresse oxidativo e também
previne esteatose hepatica alcoodlica (ZHANG et al., 2017). De acordo com Hu et al.
(2009) a melatonina, em seu trabalho, foi capaz de prevenir a producéo de radicais
livres e de TNF- « pelas células de Kupffer, reduzindo significativamente a esteatose,
a peroxidacao lipidica e a expressdo de citocinas pro-inflamatorias no figado de
ratos submetidos ao consumo de alcool. Assim como neste trabalho as presentes
descobertas sugerem que a administracdo de melatonina pode deter o
desenvolvimento da lesdo hepatica causada na prole devido a ingestdo de alcool

pelas matrizes.

Uma vez que o alcool chega a corrente sanguinea materna e
consequentemente ao feto, atinge diversos 6rgdos como 0s rins, tanto que em
diagndsticos para os Defeitos do Nascimento Relacionados ao Alcool (ARBD)
incluem diversas alteragcdes na morfologia renal (SEGRE, 2010). Desta forma, no
grupo Il (alcool) foram constatadas nos achados histologicos e morfométricos,
congestdo na regido cortical e ainda auséncia do espaco subcapsular nos
corpusculos, além da reducéo significativa do volume e didmetro dos glomérulos e
da capsula de Bowman. De acordo com Oliveira et al. (2011) em sua pesquisa 0
grupo de ratos que foram induzidos ao alcoolismo apresentaram redu¢édo do espaco

da capsula de Bowman e da area glomerular quando comparados ao controle.
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Estudos ja constataram a relagdo da Doenca Aterosclerética da Artéria Renal
(DAAR) com o consumo crénico de alcool o que leva a atrofia dos rins, assim como,
com a intensificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio pelo
metabolismo do etanol, que podem afetar os rins e causar danos nos tubulos renais,
ademais esses radicais livres afetam também células do sistema imunolégico e
estimula a producdo de citocinas pré-inflamatérias o que pode levar ao
desenvolvimento de doencas renais (KONOPKA, et al. 2007; BARR, et al., 2016;
VARGA, et al., 2017; WANG, et al., 2017). Tais como glomerulonefrite, insuficiéncia
renal aguda ou progressiva e nefrite (AGARWAL, 2001). Enquanto que nos grupos Il
(controle) e lll (Alcool + mel) ndo apresentaram essas lesées nos rins o que indica a
acdo da melatonina com seus efeitos anti-inflamatério, antioxidante e moduladora de

citocinas.

CONCLUSAO

Assim, conclui-se que a melatonina foi capaz de alcancar o organismo materno
e interferiu e amenizou os afeitos danosos que o etanol exerceu sob o figado e os
rins da prole cujas matrizes foram submetidas ao consumo crénico de alcool.
Apresentando também atuacdo positiva desse horménio sobre o peso e
comprimento, fazendo com que o excesso de alcool ndo alterasse a absorcédo e o
transporte de nutrientes entre a mae e os filhotes. Demonstrando assim, que a
melatonina pode ser um importante coadjuvante no tratamento dos danos causados

pelo alcool a filhos de mulheres etilistas.
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