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RESUMO

De acordo com pesquisas do ano de 2021, o padrdao de consumo de etanol da
populacdo brasileira é de aproximadamente 26,5%, destes, incluem se o0s
bebedores abusivos e consumidores esporadicos. Os homens seguem sendo 0s
maiores consumidores, porém, as mulheres sdo mais vulneraveis aos efeitos
nocivos dessa substancia. A exposicdo das células ao alcool pode gerar danos a
diversos 6rgaos, desde o sistema nervoso, rins e principalmente ao figado, sendo
ele o principal 6rgdo da biotransformacdo do etanol. A melatonina, um horménio
produzido e secretado principalmente pela glandula pineal, vem sendo utilizada
como antioxidante e um potente anti-inflamatério no combate a danos causados por
estresse oxidativo nos hepatdcitos. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar se a melatonina administrada durante a gestacdo pode prevenir os efeitos
nocivos produzidos pelo &lcool sobre o figado da prole. Para isto, foram utilizadas 15
ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar, pesando
aproximadamente 250 * 30g. Provenientes do biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Utilizou-se 12 filhotes de 60 dias de vida por grupo que foram eutanasiados para
coleta do figado (histologia e histoquimica) e realizacdo de analises como: namero,
peso e comprimento dos filhotes. Formaram-se 0s seguintes grupos: Controle -
filhotes de ratas que n&o receberam éalcool; Alcool - filhotes de ratas que ingeriram
alcool; Alcool + Mel — filhotes de ratas submetidas ao consumo de alcool e tratadas
simultaneamente com melatonina. Foi administrado o &lcool etilico nas ratas durante
a prenhez via gavagem intragastrica na dosagem de 3g/Kg de alcool. A melatonina
foi administrada em injecdes diarias de 0,8 mg/Kg, sempre no horario das 18:00h as
19:00h, por via intraperitoneal. Os resultados obtidos mostraram nao haver
nenhuma ma formacéo nos filhotes. Verificou-se reducdo do peso e comprimento
dos filhotes nos animais do grupo Alcool, porém ndo houve diferenca no nimero da
prole. A analise histopatolégica mostrou parénquima hepéatico com congestdo das
veias porta, centro lobular e os capilares sinusoides nos filhotes do grupo Alcool.
Esses efeitos ndo foram evidenciados nos figados dos animais dos grupos Controle
e Alcool + Mel. A histoquimica para glicogénio revelou uma reduco significativa do
teor de glicogénio novamente apenas nos animais do grupo Alcool. Enquanto os
animais dos grupos Controle e Alcool + Mel ndo manifestaram estas alteracdes. Na
andlise para colageno foi evidenciado que nos animais do grupo Alcool,
apresentaram um aumento na deposi¢do de coldgeno ao entorno das veias Centro
lobular e porta, caracterizando um quadro de fibrose perivascular. Essas alteracdes
ndo foram detectadas nos animais dos grupos Controle e Alcool + Mel. A anélise
morfométrica do figado revelou uma diminuicdo significativa no percentual do indice
organossomatico nos animais do grupo alcool, além de reducdo do parénquima
lobular e aumento do parénquima nao lobular com isto, estes dados obtidos no
presente trabalho, tem demonstrado que a melatonina foi capaz de prevenir lesdes
no figado da prole de ratas submetidas ao consumo crénico de alcool durante a
gestacdo e lactacdo, manteve o teor de glicogénio e colageno semelhante aos
animais do grupo controle, bem como o peso e comprimento dos filhotes.

Palavras- Chave: filhotes; ratas; figado; alcoolismo; estresse oxidativo; antioxidante.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Consumo de alcool e suas consequéncias

De acordo com dados advindos de pesquisas da Organizacao Pan - Americana
de Saude ligada a Organizacdo Mundial da Saude, existe uma média de 85.032
mortes, o equivalente a 1,4 %, anualmente atribuidos exclusivamente ao consumo
em excesso de alcool, sendo a maioria das mortes, 69,4 % entre pessoas com
menos de 60 anos. Cerca de 80% dessas mortes em que o alcool foi um fator
importante ocorreram em trés dos paises mais populosos, sendo o Brasil o segundo
maior com 24,8 % ficando atras apenas dos Estados Unidos (36,9 %). Além disso, o
consumo crénico de alcool esta relacionado a acidente de transito e de trabalho,
situagcBes traumaticas e de violéncia, envenenamentos, suicidios e homicidios. Logo,
0 alcoolismo é considerado um grave problema de saude publica atualmente no

Brasil, assim como em varios outros paises (SILVA, et al., 2009).

O consumo de alcool por homens e mulheres desperta preocupacdes entre 0s
profissionais da saude, principalmente o consumo entre 0s jovens e a populacao
feminina, principalmente se ela estiver gestante. A OMS define como dose padréao
10g de etanol puro, e recomenda que homens e mulheres ndo excedam duas doses
por dia e abstenham-se de beber pelo menos dois dias por semana. Ja a renomada
instituicdo, National Institute on Alcohol Abuse And Alcoholism (NIAAA) estabelece
como dose padrao 14g de etanol puro e orienta as mulheres a limitarem seu

consumo a uma dose por dia, e os homens até duas doses por dia (CISA, 2020).

A ingestdo de bebidas alcodlicas vem crescendo entre a populagéo feminina.
Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) divulgada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) ocorreu um aumento cerca de 4,1% na ingestao de
alcool por mulheres adultas brasileiras em compara¢do com o ano de 2013 quando
foi realizada a primeira edicdo da pesquisa. No levantamento, 17% das mulheres
adultas afirmaram que beberam uma vez ou mais por semana em 2019 (IBGE,
2020). Segundo o Centro Brasileiro de Informacg8es sobre Drogas Psicotropicas do
Departamento de Psicologia da Universidade Federal de Sdo Paulo — CEBRID, em
um estudo com o objetivo de acompanhar a atualizacdo do uso de etanol e de

outras drogas no Brasil, 0 numero de brasileiros com idade entre 12 e 65 anos,
11
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dependentes de bebidas alcodlicas foi de 12,3%, o que corresponde a
aproximadamente seis milhdes de pessoas no pais (CARLINI et al., 2006). Quando
séo levados para o ambito de mulheres gestantes, esses dados ainda sao bastante
alarmantes. (SOUZA; SANTOS; OLIVEIRA, 2012).

As estimativas de consumo de bebida alcodlica durante o periodo gestacional
variam entre diferentes paises. No Brasil, em um estudo realizado em seis capitais
nos quais se avaliou gestantes atendidas em hospitais publicos universitarios,
verificou-se que 34,4% delas consumiam bebidas alcodlicas (SOUZA; SANTOS;
OLIVEIRA, 2012). Logo, isso é uma problematica ja que o etanol esta associado a
diversos disturbios no organismo, desde transtornos psicolégicos a doencas do
figado, desordens do sistema imune, promocdo de efeitos adversos no trato
gastrointestinal, abortos espontaneos e desenvolvimento de neoplasias na
cavidade oral, no es6fago e na mama em mulheres e a sindrome alcéolica fetal
(COOK, 1998; MINCIS; MINCIS, 2011; CAO et al., 2015).

O alcool e sua metabolizacao

O élcool etilico em termos quimicos € um composto organico, liquido, instavel,
inflamavel e incolor. E uma molécula simples, possui um baixo peso molecular, uma
solubilidade moderada em lipidios, porém € bastante hidrossolivel (CRABB, 1987).
E absorvido por difus&o simples via mucosas da boca e do eséfago em quantidades
pequenas, do estbmago e intestino grosso em quantidades moderadas e é no
intestino delgado o local de maior absorcdo. (HOLFFMANN; CARBONELL;
MONTORO, 1996). ApGs isso, o etanol percorre o sangue e é distribuido de maneira

rapida via fluidos do corpo para todos os tecidos. (MARTINS, 2013).

De todos os 6rgaos, € o figado aquele que recebe as mais altas concentracdes
de élcool, jA que recebe do estbmago e intestino, e porque é justamente nos
hepatocitos o local onde estéo localizadas a maioria das enzimas usadas nas vias
de metabolizacdo do etanol (MINCIS; MINCIS, 2011). A conversao do alcool
consiste em etapas de transformacdes de oxidacdo em acetaldeido e depois no
acetato que sera convertido em Acetil CoA la no Ciclo de Krebs e depois oxidada em

agua e dioxido de carbono. Nos hepatécitos, principais células que compdem o
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figado existem trés vias metabdlicas capazes de oxidar o etanol em acetaldeido: via
enzima alcool desidrogenase (ADH), presente no citosol; o sistema de oxidacao do
etanol nos microssomos e por meio da catalise realizada nos peroxissomos
(MINCIS; MINCIS, 2011). As enzimas alcool desidrogenases (ADH) estdo agrupadas
em 5 classes diferentes de acordo com as subunidades que a compde, composi¢cao
de suas isoenzimas e suas propriedades fisicas e quimicas (REBELLO;
CARVALHO, 2008; HURLEY; EDENBERG, 2012).

A maioria dessas enzimas sao encontradas no figado, porém existe expressao
em células no intestino, rins, pulméo e estdmago. Sdo codificadas pelos genes
ADH1, ADH2 e ADH3. As ADH de classe I, lll e IV sdo menos frequentes nos
humanos e a de classe V sua fungdo no processo de metabolizacdo ainda é
desconhecida (JUNG; NAMKOONG, 2014). S&o as de classe | as responsaveis pela
transformacdo do alcool na espécie humana, respectivamente constituidas por
associacdes de subunidades polipeptidicas a, B e y. As enzimas ADH2 e ADH3 sao
polimorficas, com isso, distribuem — se de forma diferente entre os grupos raciais,
influenciando dessa forma, tanto o habito de consumo como o desenvolvimento de
doencas relacionadas aos efeitos do alcool (REBELLO; CARVALHO, 2008; ELAMIN
et al., 2014).

A segunda via de conversdo da molécula de alcool é a realizada através do
citocromo CYP2E1L, localizados no reticulo endoplasméatico liso nas células do
figado. Esta sob a sua responsabilidade metabolizar apenas 10% do etanol em
condicdes fisiologicas normais, contudo, em alcodlatras, significa um sinal de
anormalidade do organismo, indicando um forte consumo. O percurso normal da
célula é realizar as transformacfes necesséarias pela via do éalcool e aldeido

desidrogenase e nao pelo caminho do citocromo (JIN et al., 2013).

A metabolizacdo do etanol em acetaldeido nos peroxissomos ocorre na
presenca do peréxido de hidrogénio (H202), marca a terceira via. Essa catalise nos
humanos ndo exerce uma funcéo relevante na conversdo do alcool sob as
condicdes fisiologicas normais. No entanto, assim como ocorre com a via citocromo
CYP2EL, em condi¢cdes de anormalidade, quando o organismo fica exposto por

longos periodos ao alcool, essa via de catélise € ativada também (FORTEA et al.,
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1999). O acetaldeido € um metabdlito altamente nocivo ao organismo, mesmo que

em pequenas concentracdes (MESSA; FILHO, 2004).

O aumento nos niveis desse metabdlito tem relacdo com ac¢des secundarias
em varios 6rgaos, mas principalmente no figado (LU; CEDERBAUM, 2008). Depois
de ser transformado em acetaldeido por uma das trés vias metabdlicas no tecido
hepatico, sera convertido pela enzima aldeido desidrogenase (ADLH) em acetato.
Nas reacbes mediadas pelas ADH e ADLH ocorre transferéncia de ions de
hidrogénio para o fator de nicotinamida adenina dinucleotideo, o NAD, que sera
modificada em NADH+H, a sua verséao reduzida. (ROCCO et al., 2014). O acumulo
da molécula reduzida, desencadeia alteracdo na homeostase celular (MARTINS,
2013).

Do ponto de vista biologico séo as mulheres, principalmente gestantes, que sao
menos tolerantes e sofrem mais as consequéncias do alcool. O organismo feminino
apresenta menos agua e mais tecido gorduroso, fazendo com que o etanol na
corrente sanguinea da mulher seja mais concentrado mesmo apods ingestao similar a
realizada pelo homem. Além disso, a populacdo feminina possui menos enzimas
metabolizadoras do alcool. Isso influencia no tempo de metabolizar a molécula,
sendo o feminino maior que o tempo masculino, fora a questdo hormonal, onde
existe a intervencdo da acdo de estrogenos, esse balanco hormonal fica mais
evidente durante a gestagcdo (OLIVEIRA et al., 2012). Isso faz com que 0 sexo
feminino fique alcoolizada com doses mais baixas e estejam mais vulneraveis a

complicagdes clinicas do alcoolismo (CEDERBAUM,2012).

Alcool e suas consequéncias no figado

O figado € considerado um dos maiores 6rgaos do corpo humano, localiza- se
no hipocondrio direito por baixo do diafragma e encontrando-se protegido pelas
dltimas costelas, possui a coloracdo vermelha escura e a consisténcia mole por ser
altamente vascularizado. Age ainda como glandula exécrina secretando a bile que é
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levada diretamente dentro do intestino, mais precisamente ao duodeno e também
atua como glandula enddécrina tendo os seus produtos lancados direto na corrente
sanguinea (FONSECA; RODRIGUES, 2018).

O consumo cronico de etanol tem relacdo com o aparecimento de doencas
hepaticas alcdolicas (DHA), como a esteatose (que significa um figado gorduroso,
pois fica acumulando de maneira anormal lipidios nos hepatécitos), a hepatite
(acarretada devido o processo inflamatério e de necrose), e a cirrose (causada pelo
excesso de fibrose) e até mesmo o cancer de figado (carcinoma hepatocelular)
(AMINI; RUNYON, 2010; XIONGWEN et al., 2010).

Essas etapas nao sao obrigatorias na evolucdo das desordens hepaticas
associadas ao alcool, pois mais de um desses estagios da doencga podem acontecer
de maneira simultanea no mesmo individuo. (ZHU et al., 2012). Nas reacdes do
metabolismo do etanol mediadas pelas enzimas alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase respectivamente ADH e ALDH ocorre a transferéncia de prétons de
hidrogénio da molécula de &lcool para o cofator nicotinamida adenina dinucleotideo,
qgue é o NAD +, transformando-o em sua forma reduzida o NADH + H + |4 no
citoplasma das células do figado. O acumulo desses NAD na sua forma reduzida
altera a homeostase celular (MARTINS, 2013).

O gque é formado no final das reac6es metabdlicas de conversdo do etanol em
acetaldeido provoca lesGes nos hepatdcitos gerando inflamacgéo e remodelacéo da
matriz extracelular (MEC) interferindo assim, na fibrogénese. Além disto, o
acetaldeido faz ligagBes covalentes com proteinas e DNA, desencadeando a
formacdo de adutos imunogénicos, ou seja, malondialdeido (MDA) la no tecido
hepatico. Essa formagdo de malondialdeido, representa um marcador natural de
estresse oxidativo no figado (ROCCO et al., 2014).

A hepatite alcodlica € um processo patolégico em que causa inflamacgéo e
lesdo da célula do figado, geralmente provocado por uso abusivo de alcool. O grau
de severidade é variavel, manifestando-se desde a configuracdo assintomética até
uma hepatite gravissima com faléncia do figado e morte. Sendo uma precursora de
uma outra DHA, a cirrose, entretanto ndo é a Unica origem (MATOS, 2006; MINCIS,
MINCIS, 2006).
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O uso a longo prazo de bebidas alcodlicas, também resulta em um processo
inflamatorio no figado, causando assim um quadro de fibrose e se prolongada pode
se desenvolver uma cirrose, isso como uma medida de reparo tecidual. A fibrose é
facilmente identificada pelo acumulo em excesso de colageno do tipo 1 e 3 e de
outras proteinas na matriz extracelular nos hepatdcitos. Esse colageno é sintetizado
pelas células estreladas hepaticas, as células de Ito, que ao ser estimuladas se
diferenciam em células com caracteristicas de miofibroblastos (GARCIA et al., 2002;
ROSA; BONA; MARRONI, 2008).

A esteatose hepatica geralmente é o primeiro e mais frequente problema
induzido pelo alcoolismo (GALLIGAN et al., 2012). E decorrente da deposicdo em
excesso de gordura por causa da inibicdo da oxidacdo dos acidos graxos e aumento
da lipogénese, a partir, principalmente de triglicerideos, fosfolipidios e colesterol
(FONSECA; RODRIGUES, 2018). O alcool proibe a secre¢cdo de VLDL, uma
lipoproteina de baixa densidade, e a consequéncia disso é que o transporte de
acidos graxos e triacilglicerdis sdo diminuidos, levando a uma diminuicdo dos acidos

graxos, acarretando seu acumulo no figado (YANG et al., 2010).

Radicais livres sdo atomos, grupos de atomos ou moléculas de oxigénio ou
nitrogénio instaveis por possuirem um elétron livre ndo pareado na dltima camada
de valéncia. Para que essas moléculas se tornem estaveis tendem a fazer
associacdo com moléculas de carga positiva oxidando-as (VASCONCELOS et al.,
2014). Essas espécies reativas de oxigénio, a exemplo, o peroxido de hidrogénio
H202, formados pela via CYP2EL, sdo responsaveis por reacdes que lesionam as
células do figado, em que irdo reagir com os lipidios de membrana formando a
peroxidagdo lipidica, além alterar a fluidez e a estrutura das membranas,
prejudicando a permeabilidade no transporte ibnico e de sinalizacdo, assim,
atrapalhando o transporte celular (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

A ingestdo crénica de alcool promove também o esgotamento da classe
enzimatica glutationa, que sdo enzimas com funcdo antioxidante endodgenas,
interferindo  dessa forma, na homeostase celular. Lesiona a mitocéndria
(prejudicando a respiracao celular), podendo promover assim a ativacao de vias de

morte. Além disso, o0 acetaldeido é apontado como um estimulador de células de Ito
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na qual ird estimular a sintese de coldgeno do tipo 1 (HA et al., 2010; GAO;
BATALLER, 2011; GALBIATTI et al., 2013). O lipopolissacarideo (LPS) derivado do
intestino simboliza um gatilho para a esteatose, inflamacao e fiborogénese (FARKAS;
KEMENY, 2013).

O consumo em grandes volumes de etanol e por longos periodos faz com que
o LPS via corrente sanguinea ative os macrofagos residentes do figado, as células
de kupffer (KCs) da prole, células esses importantes no sistema imune, por
apresentar diferentes mecanismos de reconhecimento de antigeno. O alcool leva ao
aumento de endotoxinas que se ligam ao receptor CD14 nas KCs via proteina de
ligacdo (LBP). O complexo CD14 - LPBLPS, ira produzir espécies reativas de
oxigénio, ativando NF- kB liberando citocinas inflamatérias como as, TNF-a, IL- 1, IL-
6, IL- 8, IL- 10, IL-12, IFN 5 e mondcitos podendo levar a necrose e apoptose celular
(FARKAS; KEMENY, 2013; ROCCO; 2014).

Efeito do alcool no desenvolvimento embrionéario e fetal

O alcool é mais biodisponivel nas mulheres em compara¢cdo com homens por
conta do aumento da absorcédo alcodlica, uma menor quantidade corporal de 4gua e
uma maior propor¢cdo de gordura, 0 que gera niveis mais elevados de etanol no
sangue. A populacdo feminina é menos tolerante ao alcool e mais vulneravel a
complicagBes clinicas e risco de mortalidade. E esses riscos dobram de proporcao
se a mulher estiver gestante (MESQUITA, 2010). Quando uma gestante ingere
bebidas alcodlicas, o feto também faz o mesmo. O etanol atravessa a placenta
inalterado em ambas as direcdes, isso por conta de um gradiente de concentracéo,
0 que faz com que a prole tenha niveis semelhantes ao que se encontra no corpo da
méae (VELOSO E MONTEIRO, 2013).

A principal via para a metabolizacdo materna do etanol é justamente por meio
da enzima &lcool desidrogenase no figado, que converte o alcool em acetaldeido por
meio da oxidacdo. O estado nutricional materno adequado € crucial para manter o
ambiente ideal para o desenvolvimento do feto. Todos os periodos gestacionais sao
criticos e precisam de um equilibrio. Os nutrientes disponiveis dependem do

metabolismo da mée, da particdo desses nutrientes via transporte placentario. O
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alcool pode alterar o suprimento fetal de nutrientes por meio de mudltiplos
mecanismos, incluindo a diminuicdo da ingestdo de micronutrientes, ma absorcéo e
aumento da excregcdo urindria de micronutrientes essenciais e alteracdo do
transporte placentario (SEBASTIAN et al., 2018).

O A4lcool afeta o feto direta ou indiretamente no seu crescimento, na
vasoconstricdo da placenta e dos vasos umbilicais podendo resultar em hipdxia. O
embrido que é exposto ao alcoolismo materno no Utero pode apresentar varias
caracteristicas alteradas, como anomalias faciais, restricdo de crescimento,
alteracdes do sistema nervoso central, anormalidades comportamentais, defeitos
congénitos em oOrgéaos internos principalmente no figado, (SAF) (MESQUITA, 2010).
A exposicdo fetal ao alcool é maior porque seu metabolismo e processos de
eliminacdo sdo mais lentos, fazendo com que o liquido amnidtico permaneca
impregnado pelo etanol e pelo seu metabdlito, o acetaldeido, o que coloca o feto
ainda vulneravel aos seus efeitos toxicos. (JONES; SMITH, 1973; FREIRE et al.,
2005).

O etanol consumido pela made também passa para o bebé através do leite
materno, na propor¢cdo de 2%. Criancas amamentadas por maes que abusam do
alcool podem apresentar alteragcbes nos padrbes de sono, mamar pouco, ser
irritavel, hiperexitados, apresentar tremores, hipotonia muscular, transpirar bastante
e ter apneia (NICCOLS, 2007). Os danos fetais e embriolégicos devido ao alcool
dependem da frequéncia e da quantidade consumida, de modo que, quanto maior o
consumo de bebidas alcdolicas por mulheres gravidas, maior as chances de
prejudicar o bebé. Além disso, o periodo da gestacdo em que a mae ingeriu a
substancia, a idade materna, aspectos genéticos, nutricionais e fisicos também
interferem (DOMINGUES; TOLEDO; MORAES, 2009; GIL-MOHAPEL et al., 2010)

Melatonina e seu papel antioxidante

A Melatonina (N- Acetil- 5- Metoxitriptamina) € uma integrante das indolaminas.

E um horménio produzido e secretado principalmente pela glandula pineal
(ALMEIDA et al., 2016). Foi isolada e sua estrutura quimica identificada pela
18
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primeira vez no ano de 1958 pelo pesquisador Aron Lerner e seus colaboradores, a
partir de produtos da glandula pineal de bovinos (LERNER et al.,, 1958). Na
escuriddo é estimulada a sua producéo e liberacdo promovendo o sono, e sendo
inibida quando se esta com luz presente (STEHLE et al., 2011). Este horménio
também é formado em tecidos extra pineais, como o corac¢do, figado, placenta e rins
(DING et al.,2014)

A melatonina é um regulador de processos, reac¢fes fisiolégicas, atuando no
equilibrio homeostatico do organismo e age como um antioxidante, sendo um
protetor endégeno contra radicais livres, além de ser um potente anti-inflamatério e
antiapoptotico (DING et al.,2014). Desde a descoberta do alto poder antioxidante da
melatonina, vem crescendo o numero de pesquisas que relatam sua eficiéncia nas
diversas espécies de animais. Essa molécula de acordo com essas pesquisas
massivas, é capaz de proteger efetivamente os sistemas bioldgicos contra o
estresse oxidativo (CHABRA et al., 2014; GHOSH et al., 2016; SUWANJANG et al.,
2016).

O seu papel antioxidante é principalmente atribuido a sua caracteristica
anfifilica que permite a essa molécula passar livremente as barreiras
morfofisiolégicas presente nos tecidos, nas células e nos compartimentos celulares,
incluindo o ndcleo e a mitocéndria, preservando dessa forma, as membranas
celulares, proteinas e o material genético dentro do nucleo e aquele que estd na
mitocondria (HERRUZO; MUNOZ, 2009). Seus metabodlitos causam cascatas
bioquimicas formando produtos que irdo eliminar esses radicais livres, tais como,
hidroxila (OH) e peroxila (ROO) formados em ambiente celular de estresse oxidativo
(DING et al.,2014).

Por conta da presenca de um anel aromatico ela tem propriedade redutora, ou
seja, por esse anel ter muitos elétrons ele consegue doar, neutralizando assim,
esses radicais livres (SOUZA; MORAES, 2016). Em camundongos que foram
submetidos ao consumo de etanol foi observado que a melatonina foi eficiente
atuando positivamente em lesdes e doencas no figado da prole, despertados pelo
alcoolismo da progenitora. Eventos citolégicos como, niveis de citocinas pré6 —

inflamatério, IL13 e IL-6 b no sangue e tecidos, infiltracdo de neutrofilos, peroxidacao
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de lipidios e apoptose das células do figado foram inibidas pela intervengéo do uso
da melatonina (ZHANG et al., 2017; HU et al.,2019).

O horménio também estimula a atividade de duas enzimas antioxidantes
enddgenas, glutationa (GSH) e glutationa s- transferase (GST) que possuem a
capacidade de induzir a reducdo de Oxido nitrico (INOS), um composto
extremamente toxico para a célula (ULLAH et al., 2020). A transferéncia de NF kB
(Fator Nuclear Kappa B) para o nucleo estimulado pelo etanol é impedida pela
melatonina. Ainda, os macrofagos residuais do figado, que séo as células de kupffer,
isoladas de ratos induzidos ao alcoolismo, produziram menos espécies reativas de
oxigénio (ROS) e também tiveram uma regulagdo positiva da citocina fator de
necrose tumoral, o famoso TNF-a (ZHANG et al., 2017).

A melatonina e a gestagéao

A melatonina tem sido apontada como um importante horménio para a
fisiologia fetal, ja que alguns estudos tém demonstrado a expressdo de receptores
para este hormdénio em 6érgédos fetais como o cérebro, o figado, os rins e também
nos ovarios e testiculos (WEAVER; NAMBOODIRI; REPPERT, 1988; YELLON;
LONGO, 1988; THOMAS et al.,2002; GOLDMAN, 2003; SAGRILLO-FAGUNDES et
al., 2016). Uma das varias funcdes fisiolégicas da melatonina é sua influéncia na

reproducao em varias espécies de mamiferos como, por exemplo, os camundongos.

Estudos mostram que todo o estresse oxidativo que o feto passa por conta da
ingestdo de alcool da méde passados pelo corddo umbilical, e que foram tratados
com melatonina, mostrou uma redu¢cdo nas concentracbes seéricas de
malondialdeido, um marcador natural de estresse oxidativo, em varias partes do
corpo como na placenta, ovério e figado reduzindo assim também a hipoxia causada

por estresse nos 6rgaos, como dos fetos (TAMURA et al., 2008).

A placenta é o responséavel por 1% da taxa metabdlica durante a gestacao.
Sendo um 0Orgao altamente vascularizado exposto a alta pressao parcial de oxigénio
e rico em mitocondrias, € o principal local de sintese de espécies reativas de
oxigénio (ROS), peroxidacdo lipidica e, consequentemente, marcadores de
peroxidagcdo e enzimas antioxidantes como, a catalase e glutationa redutase que
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controlam os radicais livres, porém, o alcoolismo impede que essas enzimas
importantes sejam produzidas com eficiéncia e o feto € atingido por todos os efeitos
deletérios do etanol Ingerido pela mde (AVERSA et al., 2011; HELMO et al., 2018).

A Melatonina tem um papel na reducédo da peroxidacao lipidica e apoptose de
células da placenta e atingem também aos demais 6rgdos. Além disso, esse
horménio possui propriedades anti-inflamatérias e antiapoptoticas em diversos
tecidos embrionérios, principalmente o tecido hepatico (HELMO et al., 2018). Nos
fetos de alguns mamiferos a glandula pineal ndo tem a capacidade ainda de
secretar a melatonina, ficando assim, dependente da passagem desse hormdonio via
placenta (TAMURA et al., 2008; SERON-FERRE et al., 2012).
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ABSTRACT

According to surveys from the year 2021, the pattern of ethanol consumption of
the Brazilian population is approximately 26.5%, being considered abusive drinkers.
Men are still the biggest consumers; however, women are more vulnerable to the
harmful effects of this substance. The exposure of cells to alcohol can cause damage
to several organs, from the nervous system, kidneys and especially to the liver, which
is the main organ of ethanol biotransformation. Melatonin, a hormone produced and
secreted mainly by the pineal gland, has been used as an antioxidant and a potent
anti-inflammatory to combat damage caused by oxidative stress in hepatocytes.
Therefore, the objective of the present study was to evaluate whether melatonin
administered during pregnancy can prevent the harmful effects produced by alcohol
on the offspring’s liver. For this, 15 female albino rats (Rattus norvegicus albinus) of
the Wistar lineage, weighing approximately 250 + 30g, were used. From the vivarium
of the Department of Animal Morphology and Physiology of the Federal Rural
University of Pernambuco. Twelve 60-day-old pups per group were used, which were
euthanized for liver collection (histology and histochemistry) and analysis such as:
number, weight and length of pups. The following groups were formed: Control — rat
pups that did not receive alcohol; Alcohol — rat pups that ingested alcohol; Alcohol +
Honey — pups of rats subjected to alcohol consumption and simultaneously treated
with melatonin. Ethyl alcohol was administered to the rats during pregnancy via
intragastric gavage at a dosage of 3g/Kg of alcohol. Melatonin was administered in
daily injections of 0.8 mg/Kg, always between 6:00 pm and 7:00 pm, intraperitoneally.
The results obtained showed that there was no malformation in the puppies.There
was a reduction in the weight and length of the offspring in the animals in the Alcohol
group, but there was no difference in the number of offspring. Histopathological
analysis showed hepatic parenchyma with congestion of the portal veins, lobular
center and sinusoid capillaries in the pups of the Alcohol group. These effects were
not evidenced in the livers of animals in the Control and Alcohol + Honey groups.
Histochemistry for glycogen revealed a significant reduction in glycogen content
again only in animals from the Alcohol group. While the animals in the Control and
Alcohol + Honey groups did not show these alterations. In the collagen analysis, it
was shown that the animals in the Alcohol group showed an increase in collagen
deposition around the central lobular and portal veins, characterizing a picture of
perivascular fibrosis. These alterations were not detected in animals from the Control
and Alcohol + Honey groups. The morphometric analysis of the liver revealed a
significant decrease in the percentage of the organosomatic index in the animals in
the alcohol group, in addition to a reduction in the lobular parenchyma and an
increase in the non-lobular parenchyma. To prevent liver damage in the offspring of
rats subjected to chronic alcohol consumption during pregnancy and lactation,
maintaining the glycogen and collagen content like the animals in the control group,
as well as the weight and length of the pups.

Keywords: puppies; rats; liver; alcoholism; oxidative stress; antioxidant.
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INTRODUCAO

A dependéncia do &lcool é considerada como um importante problema de
saude publica. O consumo de bebidas alcodlicas por homens e mulheres desperta
preocupacodes entre os profissionais da saude, principalmente o consumo entre os
jovens e a populacdo feminina. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define
como dose padrao 10g de etanol puro, e recomenda que homens e mulheres nao
excedam duas doses por dia e abstenham-se de beber pelo menos dois dias por
semana. Ja4 a renomada instituicdo National Institute on Alcohol Abuse and
Alcoholism (NIAAA) estabelece como dose padrédo 14g de etanol puro e orienta as
mulheres a limitarem seu consumo a uma dose por dia, e os homens até duas doses
por dia (CISA, 2020).

O alcool é a droga legal psicoativa mais usada por ambos 0s sexos em todo o
mundo, sendo os de sexo masculino bebedores assiduos a mais que as do sexo
feminino. Homens, representam uma porcentagem de 53,6% contra 32,3% das
mulheres (WHO, 2018). Cerca de 85 mil mortes por ano sao atribuidas ao consumo
em excesso de alcool isso na regido das Américas, durante os ultimos 3 anos. Esse
consumo per capita foi de 25% a mais que a média global (OPAS, 2021). A
guantidade de alcool usufruido em abundancia em curtos espacos de tempo, vem
crescendo cada vez mais na vida de jovens e adultos de acordo com relatérios da
Fiocruz, indicando dessa forma, um aumento do consumo no Brasil de alcool em
18,4% entre homens e 17,7% entre mulheres, representando um aumento de cerca
de 26% no geral (AGENCIA BRASIL, 2021).

A ingestdo de bebidas alcodlicas vem crescendo entre a populacédo feminina.
Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) divulgada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) ocorreram alta de 4,1% na ingestdo de alcool por
mulheres adultas brasileiras em comparacdo com o ano de 2013 quando foi
realizada a primeira edicdo da pesquisa. No levantamento, 17% das mulheres
adultas afirmaram que beberam uma vez ou mais por semana em 2019 (IBGE,
2020).

O uso abusivo do alcool mantém relacdo com mais de 200 tipos de doencas e

lesGes nos diversos tipos de tecidos do corpo, indo desde a obesidade, doencas
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cardiovasculares, diabetes mellitus, sindrome do alcoolismo fetal (SAF), lesdo
hepatica, cirrose e hepatite, hepatocarcinoma, até desordens mentais e

comportamentais no feto em gestantes (ZHANG et al., 2017).

A ingestdo de bebida alcodlica durante a gravidez, segue despertando
preocupacoes entre os profissionais da area da saude e pesquisadores. Ja que
cerca de 12% das mulheres gravidas no pais, fazem o abuso alcool mesmo cientes
de sua condicéo fisiolégica (PRUETT; WATERMAN; CAUGHEY, 2013). Segunda a
Organizacdo Mundial da Saude, 60 g ou mais de alcool etilico puro, o equivalente a
seis doses ou mais em uma Unica ocasiao, € denominado de uso pesado episédico
do alcool, o que traz danos a saude de homens e mulheres, mas principalmente das
gestantes (ZHANG et al., 2017).

Essa forma de beber geralmente provoca intoxicacdo alcoodlica aguda, isso
pela formacgdo de espécies reativas de oxigénio, o que representa a principal causa
dos problemas de saude na populacdo, mesmo para pessoas que apresentam
niveis de consumo baixo, como as mulheres (GARCIA et al., 2014). Apesar dos
indices apontarem a baixa ingestao entre a populacdo feminina, séo elas que sofrem
as maiores consequéncias em relacdo aos homens, pois possuem diferencas
biolégicas em relacdo a eles, como menos agua fazendo com que o &lcool fique
mais concentrado e menos diluido no sangue, deixando a mulher sob o efeito
adverso por mais tempo. Além disso, possuem mais tecido adiposo, e menos
enzimas metabolizadoras, permitindo uma biotransformacdo bem mais lenta do
etanol (ANDRADE; SIU, 2019).

Quando uma gestante ingere bebidas alcodlicas, o feto também faz 0 mesmo.
O etanol atravessa a placenta inalterado, em ambas as direcdes, isso por conta de
um gradiente de concentracdo, o que faz com que a prole tenha niveis semelhantes
aos da mae (VELOSO; MONTEIRO, 2013), chegando assim, até a corrente
sanguinea do feto e distribuido para todos os tecidos do organismo, principalmente
para o tecido hepético (PRUETT; WATERMAN; CAUGHEY, 2013). Além disso, a
imaturidade e a funcédo enzimatica que estdo deficientes pela presenca do alcool,
permite que este seja eliminado em uma taxa bem mais lenta, deixando o feto ainda

mais exposto. Ademais, o proprio liquido amnidtico acaba sendo um tipo de
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reservatorio para o etanol e seu posterior metabolito secundéario, o acetaldeido,
permanecendo ali e deixando o feto ainda mais exposto aos danos provocados por
esse acumulo (MESQUITA, 2010).

O estado nutricional materno adequado é crucial para manter o ambiente ideal
para o desenvolvimento do feto. Todos os periodos gestacionais sao criticos e
precisam de um equilibrio. Os nutrientes disponiveis dependem do metabolismo da
mae, da particdo desses nutrientes via transporte placentario. O alcool, pode alterar
o suprimento fetal de nutrientes por meio de multiplos mecanismos, incluindo a
diminuicdo da ingestdo de micronutrientes, ma absorcdo e aumento da excrecdo
urinaria de micronutrientes essenciais e alteracdo do transporte placentario
(SEBASTIAN et al., 2018).

O alcool provoca a vasoconstricdo da placenta e dos vasos umbilicais podendo
resultar em hipoxia, o que interfere no crescimento fetal normal. O embrido que é
exposto ao alcoolismo materno pode apresentar varias caracteristicas alteradas,
como anomalias faciais, restricdo de crescimento, alteragcdes do sistema nervoso
central, anormalidades comportamentais, sindrome alcodlica fetal, defeitos
congénitos em 6rgéos internos principalmente no figado, (SAF) (MESQUITA, 2010).
O produto formado durante a biotransformacdo do alcool, o acetaldeido, provoca
lesbes nos hepatdcitos, desencadeando um processo inflamatorio e remodelacéo da
matriz extracelular interferindo assim, na fibrogénese. Além disto, faz ligacbes
covalentes com proteinas e DNA, formando adutos no figado, podendo levar a
célula a morte (ROCCO et al., 2014).

O uso cronico de alcool induz o aumento de niveis de lipidios nas células
hepaticas, a esteatose, gerando um acumulo de goticulas de gordura no citoplasma,
causando perda da funcao celular (GALLIGAN et al., 2012). Diminui a secrecéo de
VLDL, uma lipoproteina de baixa densidade, e a consequéncia disso € que, 0
transporte de acidos graxos e triacilglicerois séo reduzidos, levando ao seu acumulo
nos hepatdcitos dos fetos (YANG et al., 2010). As espécies reativas de oxigénio, a
exemplo, o peroxido de hidrogénio H202, e ions superoxidos formados pela via
CYP2EL, sao as responsaveis por lesionar as células do figado. O etanol ativa o

fator de transcricdo sensivel ao Redox (NF — kB), induzindo o recrutamento de
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células do sistema imune, aumentando os niveis de citocinas, contribuindo assim
para a peroxidacdo de lipidios (ROCCO et al., 2014). Esses eventos alteram a
permeabilidade, fluidez e integridade da membrana celular dos embrides, levando
a lesdo cronica no figado, dando origem a um processo fibroso e podendo
desencadear uma cirrose hepatica. (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

A Melatonina (N- Acetil- 5- Metoxitriptamina) € uma integrante das indolaminas.
E um horménio produzido e secretado principalmente pela glandula pineal
(ALMEIDA et al., 2016). Foi isolada e sua estrutura quimica identificada pela
primeira vez no ano de 1958 pelo pesquisador Aron Lerner e seus colaboradores, a
partir de produtos da glandula pineal de bovinos (LERNER et al., 1958). O hormonio,
€ um regulador de processos, reacdes fisiologicas, atua no equilibrio homeostatico
do organismo e age como um antioxidante, sendo um protetor enddégeno contra
radicais livres (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 2006).

Esse mecanismo se da& por seus metabolitos que causam cascatas
bioquimicas formando produtos que irdo eliminar esses radicais livres tais como,
hidroxila (OH) e peroxila (ROO), formados em ambiente celular de estresse oxidativo
(DING et al.,2014; GUNATA; PARLAKPINAR; ACET, 2020). Além disso, a
melatonina possui propriedades, antiinflamatéria e antiapoptoticas em diversos
tecidos (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 2006). Assim, a presente
pesquisa teve como objetivo de avaliar se a melatonina administrada durante a

gestacdo pode prevenir os efeitos deletérios produzidos pelo alcool sobre a prole.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Histologia do DMFA da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foram utilizadas 15 ratas
albinas (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar, com 90 dias de idade,
virgens pesando aproximadamente 250 = 30g procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da UFRPE. 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,
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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. Apdés um periodo de adaptacdo de sete
dias, foram realizados esfregagos vaginais para a determinagéo do ciclo estral. As
fémeas que apresentaram trés ciclos estrais consecutivos regulares foram
selecionadas para o experimento, e divididas nos seguintes grupos experimentais

com 12 animais cada:

Grupo Controle - Filhotes de ratas que nao receberam alcool durante a prenhez

e lactacao, eutanasiados apos 60 dias de vida;

Grupo Alcool - Filhotes de ratas submetidas ao consumo crénico de alcool

durante a gestacao e lactacdo, eutanasiados apos e 60 dias de vida;

Grupo Alcool + Mel - Filhotes de ratas submetidas ao consumo crénico de
alcool e tratadas simultaneamente com melatonina durante a gestagédo e lactacao,

eutanasiados apos 60 dias de vida.

O experimento foi aprovado pelo comité de ética institucional sob a licenca de
namero 041/2019.

Acasalamento dos Animais

As fémeas dos experimentos foram acasaladas na propor¢do 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 confirmacdo do acasalamento, tomando-se com parametro a presenca de

espermatozoides. Este dia foi considerado como o primeiro dia de prenhez.

Administracdo 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).

Tratamento com Melatonina
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A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) foi administrada em injecfes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacédo. Para
tanto, a melatonina foi dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8mL NaCl a
0,9%. As injecdes foram aplicadas via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00
as 19:00h. Esta dose é 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.

Peso, comprimento e numero de filhotes

ApGs o nascimento dos filhotes os mesmos foram contados e analisados para
verificacdo de alguma ma formacdo em seguida foram pesados e seus
comprimentos foram registrados, com a utilizacdo de balanca e fita métrica,

respectivamente.

Histopatologia e Histoquimica

Para coleta do figado os filhotes aos 60 dias de idade, 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 remogéo dos 6rgaos.
Foram utilizados 12 filhotes por grupo sendo 6 machos e 6 fémeas. Os animais
foram eutanasiados utilizando-se o0 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 foram mergulhados em formol
tamponado, permanecendo no mesmo por 48 horas. ApOs esses procedimentos
foram desidratados em alcool etilico (concentragBes crescentes), diafanizados pelo
xilol, impregnados e incluidos em parafina. 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 |aminas 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

coloracdo pela hematoxilina - eosina (H. E.), P.A.S (Acido Periédico de Schiff) e
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Tricrdmico de Mallory e analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-
49 e fotografados em microscopio OLYMPUS BX-50.

Céalculo do indice organossomatico

Foi utilizado para observacdo do aumento do figado como um indicativo da
acdo do alcool. Para tanto foi calculado a razdo entre o peso do 6rgdo e peso
corporeo de cada animal (dos filhotes), para obtencédo de seus respectivos indices

organossomaticos. Na figura abaixo esta representada a formula empregada:

IO =PO/PC x 100

Onde 10: indice organossoméatico/ PO: Peso do Orgédo/ PC: Peso corpéreo.

Anéalise Morfométrica

O estudo morfométrico foi realizado segundo a metodologia descrita por
Engelman et al. (2001). Feito por métodos estereoldgicos, a propor¢cao entre o
parénquima nao lobular e lobular do figado dos filhotes das ratas dos grupos
experimentais, utilizando uma quadricula com 100 pontos- testes, colocando sobre
0s cortes das preparagdes histologicas coradas pelo tricromico de Mallory, pois este
facilita a visualizacdo dos espacos porta ao ser utilizado o método estereologicos. A
contagem foi feita em trés laminas, de maneira que, foram contados 10 campos

utilizando- se a objetiva de 40x, perfazendo um total de 3.000 pontos por grupo.

Anélise Estatistica

Para a analise estatistica do numero, peso e comprimento dos filhotes, do
indice organossomatico, morfometria e histoquimica foi utilizado o método nao

paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc de Dum (p<0,05).

RESULTADOS

Com relacdo ao numero de filhotes, verificou-se que ndo houve diferencas

estatisticas significativas entre 0os grupos experimentais (Figura 1). Nao foi
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observada nenhuma ma formacao. Quanto ao peso e comprimento dos filhotes apés
nascimento, verificou-se reducéo significativa no grupo que recebeu apenas alcool

(Figuras 2 e 3).

A andlise histopatolégica do figado dos animais do grupo controle mostrou
parénquima hepatico sem alteracdes com corddes de hepatocitos organizados
margeando a veia centro lobular, entremeados por capilares sinusoides (Figuras 4A-
B). Porém, nos animais provenientes das matrizes que receberam alcool durante a
gestacdo e lactacdo apresentaram parénquima hepatico com congestao de veia
porta, centrolobular e capilares sinuséides (Figuras 4C-D). Esses efeitos ndo foram

evidenciados nos animais do grupo Alcool + Mel (Figuras 4D-F).

A histoquimica do figado para glicogénio revelou forte marcacdo nos animais
dos grupos controle e Alcool + Mel, em relacdo aos animais do grupo alcool (Figura
5). Ja para analise do colageno, verificou-se maior marcac¢ao no figado dos animais
do grupo alcool, principalmente em torno das veias centrolobular e porta,
caracterizando um quadro de fibrose perivascular (Figura 6). A analise morfométrica
do figado revelou uma diminuicdo significativa no percentual do indice
organossomatico nos animais do grupo alcool, além de reducdo do parénquima

lobular e aumento do parénquima nao lobular (Fig. 7 e Tabela 1).
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620 Figura 2: Peso dos filhotes ao nascimento. Médias seguidas das mesmas letras ndo
621 diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
622 (p<0,05).
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626 Figura 3: Comprimento dos filhotes ao nascimento. Médias seguidas das mesmas
627 letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc
628 Dunn (p<0,05).
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Figura 4: Fotomicrografia dos figados dos animais dos grupos experimentais. A —
B (Controle); C —D (Alcool); D - E (Alcool + Mel). Corddes de hepatdcitos (setas);
capilares sinusoides (setas curtas); sinusoides com congestéo (setas tracejadas);
veia centro lobular sem congestao (Vcl); Veia centro lobular com congestao (ponta
de seta). Coloracéo H.E.
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Quantifucagio do glicogenio (pixels)

Figura 5: Histoquimica para o glicogénio nos figados dos animais dos grupos
experimentais. A (Controle); B (Alcool) e C (Alcool + Mel). Verificar forte marcacio
em A e C. Em D, quantificacdo em pixels do teor de glicogénio. Notar reducao
significativa em B. Coloracdo PAS. Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Quantificagiio do coligeno total (pixels)

Figura 6: Histoquimica para o coldgeno nos figados dos animais dos grupos
experimentais. A (Controle); B (Alcool) e C (Alcool + Mel). Verificar forte marcacio
em B, principalmente em torno das veias centrolobular e porta (setas). Em D,
guantificacdo em pixels do teor de colageno. Notar aumento significativo em B
Coloracao tricromico de Mallory. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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662
663  Figura 7: indice organossomatico do figado nos animais dos grupos experimentais.
664  Verificar reducao significativa no grupo alcool. Médias seguidas das mesmas letras

665 n&o diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal- Wallis com post-hoc Dunn
666 (p<0,05).

667
668
669
670 Tabela 1. Média + desvio padrédo do percentual do parénquima lobular e ndo lobular
671 no figado dos animais.
Grupos Controle Alcool Alcool + Mel P
Parénquima 79,09 + 1,75a 71,14 + 2,40b 81,33 £ 2,09a 0,0111
Lobular
Parénquima 20,91 +£1,12b 28,86 + 1,54a 18,67 £2,11b 0,0205

N&ao Lobular

672 Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem entre si de acordo com
673 o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
674
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DISCUSSAO

O élcool é relatado como um teratdgeno pelo fato de ter a capacidade de se
difundir pela placenta e ser distribuido rapidamente para o feto, acumulando se no
proprio liquido amniotico, levando ao desenvolvimento da Sindrome Alcodlica Fetal
(SAF), que consiste em diversos danos comportamentais e patolégicos estruturais
por meio de diferentes mecanismos teratogénicos, como por exemplo,
comprometimento da funcdo antioxidante endodgena, através da diminuicdo dos
niveis de glutationa e geracéo de radicais livres (HOYME et al., 2005; MESQUITA;
SEGRE, 2009). Em nosso estudo o consumo cronico de etanol ndo afetou o niumero
de filhotes, e ndo promoveu nenhuma méa formacdo. Entretanto, promoveu uma
reducdo do comprimento e peso dos animais do grupo Alcool em comparacdo aos

grupos, controle e Alcool + Mel.

Sabe-se que o alcool inibe o transporte de cofatores essenciais ao
desenvolvimento do feto, um exemplo disso é a biotina e a vitamina B6 (SCHENKER
et al., 1993), promovendo ainda vasoconstriccdo na placenta (isquemia placentaria)
levando ao retardo do crescimento, justamente por comprometer a distribuicdo de
oxigénio e nutrientes em um ambiente de estresse oxidativo. Associado a esse fator,
podemos inferir que a alimentagcdo inadequada materna em casos de alcoolismo,
promove um déficit de micronutrientes (vitamina B12, ferro, vitamina A, colina e
acido fdélico), necessarios para o desenvolvimento normal do feto, impedindo assim o
seu crescimento e ganho de peso (GUPTA; GUPTA; SHIRASAKA, 2016).

A melatonina administrada para o grupo Alcool + Mel foi capaz de proteger a
placenta de alteracbes que levaria a uma ma distribuicdo dos nutrientes pelas
matrizes do grupo Alcool. O tratamento possibilitou 0 ganho de peso normal dos
fetos, resguardando assim, o fluxo de sangue e o crescimento, provavelmente
devido a sua ac¢ao antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo, bloqueando assim a

isquemia placentaria (NAGAI et al., 2008)

A histopatologia dos grupos experimentais mostrou congestédo de vasos, veias,
centro lobular e porta e sinusoides no figado dos filhotes provenientes de matrizes
gue receberam alcool durante toda a gestacdo e lactacdo. Esse resultado néo foi

demonstrado nos demais grupos, Controle e Alcool + Mel. Segundo Wang et al.
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(2010) a inflamacéo, é uma resposta fisioldgica do nosso corpo desencadeado por
sinais de adversidade oriundos de uma lesédo tecidual ou infeccédo, levando a
producdo de citocinas pro-inflamatérias. Essas citocinas associadas ao alcool
aumentam a permeabilidade vascular elevando assim, o volume de sangue dentro
dos vasos, causando a congestdo (WANG; ZAKHARI; JUNG, 2010). Em nosso
estudo o tratamento com a melatonina provavelmente foi capaz de impedir o
desenvolvimento de lesdo nos hepatdcitos, bloqueando a formacao de radicais livres
e fator de necrose tumoral, TNF-a pelas células de Kupffer, reduzindo
consideravelmente a expresséo de citocinas pré-inflamatorias no figado dos filhotes

do grupo Alcool + Mel.

A histoquimica para glicogénio revelou uma diminui¢cdo no figado dos filhotes
do grupo Alcool, comparados com os demais grupos experimentais. Durante a
metabolizacdo do etanol realizada pelas enzimas alcool e aldeido desidrogenase,
sdo transferidos ions hidrogénio da molécula de alcool para o cofator NAD
(nicotinamida adenina de nucleotideo). Isso faz com que, a molécula de NAD
assuma a sua forma reduzida, a NADH nos hepatdcitos. Com o0 excesso de alcool,
vem também o de NADH, alterando a homeostase celular diminuindo a conversao
de lactato em piruvato na via glicolitica. Como efeito disso, tem se a reducdo da
sintese e do acumulo de glicogénio nas células do figado da prole, pois é estimulado
a glicogendlise e inibida as vias da gliconeogénese e glicogénese (MOKUDA et al.,
2003; TSAl et al., 2014)

Em nosso trabalho, assim como nos de Mazepa et al. (1999) e Kaya et al.
(2010) a melatonina foi eficiente na preservacéo do teor de glicogénio no figado dos
filnotes pertencentes ao grupo Alcool + Mel, restabelecendo niveis normais como no
grupo Controle. A melatonina € um modulador do metabolismo dos carboidratos. O
oxido nitrico inibe a glicogénese hepatica. O horménio inibe a producdo do 6xido
nitrico e outros em diferentes tipos celulares. Por ela ser um potente antioxidante,
vai interferir positivamente na via glicolitica, eliminando radicais livres que deixam o
ambiente celular desequilibrado alterando vias bioquimicas. Com o restabelecimento
da homeostasia, as vias de formacdo e armazenamento do glicogénio séo
restituidas (MAZEPA et al., 1999).
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Ao ser analisado o teor de colageno na histoquimica, foi observado para os
filhotes do grupo alcool uma maior marcacdo entorno das veias porta e centro
lobular, 0 que caracteriza um quadro de fibrose perivascular. A fibrose hepética
significa uma extensa deposicdo de proteinas da matriz extracelular, como
colagenos dos tipos, 1, 2,3, 4 e 5, lanunina e elastina. Quem produz esse colageno
sdo as ceélulas estreladas (Ito) que, ao serem estimuladas se diferenciam em
miofibroblastos produtoras de colageno (KISSELVA; BRENNER, 2006). Essas
células estreladas s&o ativadas geralmente através do processo inflamatério
causado por algum agente, nesse caso aqui, 0 alcool cumpre esse papel. Quem
ativa essas células de Ito também séo niveis altos de acetaldeido combinados com
condicdes de estresse oxidativo em que a glutationa, um antioxidante natural, esta
em baixa na célula para protegé-la (KLIRONOMOS et al., 2014; PELLICORO et al.,
2014).

A melatonina jA € uma conhecida pelo seu potencial anti-inflamatério e
antioxidante. Isso pode ter sido o0 motivo pela preservacéo do teor de colageno no
tecido hepatico do grupo Alcool + Mel, ja que o horménio tem a capacidade de
prevenir a producao de radicais livres e TNF-a, reduzindo também a formagao de
citocinas pro- inflamatérias. Isso inibe estimulos para as células produtoras de
colageno serem ativadas e também ndo haja formacdo exacerbada de
acetaldeido, possibilitando o ndo deposito constante de coldgeno e nem a
formacdo de um quadro de fibrose (HU et al., 2009). Além disso, a melatonina tem
a capacidade de reestabelecer também o0s niveis normais da glutationa, desse
modo os niveis de acetaldeido ndo séo significativos para estimular em demasia o
processo de cicatrizacao (HU et al., 2019; CHEI et al., 2020).

As analises morfométricas indicaram uma diminuicdo significativa no
percentual do indice organossomatico e reducéo do parénquima lobular e aumento
do néo lobular apenas para o grupo alcool. O que significa que o figado sofreu
atrofia. Essa reducdo € causada por um aumento do processo apoptético de
degeneracao na densidade do 6rgao em si, induzida pelo alcoolismo (DING et al.,
2010). O etanol causa danos estruturais e funcionais no figado que tem como
consequéncias, a elevacdo da perda de células hepéticas. A via autofagica,

importantissima como um mecanismo de sobrevivéncia temporaria durante periodos
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de estresse celular, € desregulada justamente por esse consumo agudo e crénico do
alcool (LIN et al., 2013).

Outra acgdo terapéutica da melatonina é ser uma atenuadora do apoptose. A
atrofia do figado dos filhotes pode ter sido induzida por danos em moléculas
importantes para o desempenho celular normal, como as proteinas, lipidios e o
préprio DNA. Quem danifica essas estruturas favorecendo a via apoptotica, sao as
espécies reativas de oxigénio formadas em ambientes de estresse oxidativo

induzidos por agentes como o alcool (KIREEV et al., 2013).

A melatonina passa através da placenta facilmente devido suas
caracteristicas bioquimicas favoraveis sem nenhum risco de alteragéo, chegando
assim no figado e demais 6rgdos em desenvolvimento durante a gestagdo. Nos
estagios do desenvolvimento embrionario, ela atua melhorando a funcéo
mitocondrial reduzindo o estresse oxidativo (CHITIMUS et al., 2020). Além disso, a
melatonina tem a capacidade de interagir com receptores onde pode exercer
influéncias, alterando genes de apoptose, inibindo dessa forma a via de morte
(FERREIRA et al.,, 2010). Segundo Ivanov et al. (2021) a melatonina pode
estimular o desenvolvimento de tecidos o que € capaz de explicar a preservacao

do parénquima hepatico nos animais do grupo Alcool + Mel.

CONCLUSAO

Dados os fatos, conclui-se que a melatonina foi capaz de prevenir lesdes no
figado da prole de matrizes submetidas ao consumo crbnico de alcool durante a
gestacdo e lactacdo. Além disso, foi eficiente no restabelecimento das vias da
glicogénese e gliconeogénese, e preveniu a fibrose hepatica, mantendo ainda o
peso e comprimento dos filhotes. Dessa forma, evidenciamos a capacidade da

melatonina em atuar prevenindo danos causados pelo uso do etanol.
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