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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar se a administracdo de melatonina durante a
gravidez e lactacdo pode atenuar os danos no figado e nos rins induzidos pelo &lcool
na prole. Foram formados trés grupos com a prole de 30 ratas albinas Wistar do
biotério da UFRPE: grupo controle - Prole de ratas que ndo consumiram alcool; grupo
alcool - Prole de ratas que consumiram alcool; grupo alcool+mel - Prole de ratas que
consumiram alcool e receberam melatonina. As ratas fémeas receberam 3 g/Kg de
alcool e 0,8 mg/Kg de melatonina durante o periodo gestacional e de lactacdo. Os
filhotes de rato foram eutanasiados aos 30 dias de idade. Os 6rgéos coletados foram
submetidos a procedimentos histologicos para andlises morfométricas,
histopatolégicas e estatisticas. No figado do grupo alcool, foram observadas
congestdo nas veias portais e centrolobulares, esteatose e alteracées nos tamanhos
do parénquima hepatico, que ndo estavam presentes nos grupos alcool+mel e
controle. No grupo alcool, os rins também mostraram congestédo na area cortical, sem
0 espaco subcapsular e com tamanho glomerular alterado; por outro lado, o grupo
tratado com melatonina ndo apresentou alteracfes nesses 0rgdos. As andlises
estatisticas dos pesos e comprimentos do grupo alcool+mel também néo revelaram
alteracdes significativas quando comparadas ao grupo exposto apenas ao alcool.
Assim, a melatonina atuou de forma positiva, interferindo e atenuando os efeitos
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prejudiciais que o etanol teve no figado, rins, peso e comprimento da prole cujas maes
foram submetidas ao consumo crénico de alcool.

Palavras-chave: Alcool, Antioxidante, Feto, Radicais livres, Rato.
INTRODUCAO

Aproximadamente 10% das mulheres em todo o0 mundo consomem alcool durante o
periodo gestacional (POPOVA et al.,, 2017). Essa prevaléncia nas Américas € de
11,2%, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (PAHO, 2019). Essa
ingestdo de bebidas alcoodlicas durante a gravidez é considerada ainda mais grave,
pois pode levar a varias consequéncias adversas ndo apenas para a mae, mas
também para o embrido ou feto. Esses resultados prejudiciais sdo conhecidos como
Transtornos do Espectro Alcodlico Fetal (TEAF), que incluem alteraces mentais,

fisicas, cognitivas e comportamentais (BERTRAND et al., 2005).

Os problemas causados a prole de méaes alcodlatras sdo considerados 0s mais
prejudiciais resultantes do alcoolismo, uma vez que o alcool atinge facilmente os
tecidos fetais (MESQUITA; SEGRE, 2009). Além disso, de acordo com alguns
autores, o éalcool também pode chegar ao leite materno em grandes ou pequenas
guantidades (BURGOS et al., 2002).

Durante o metabolismo do alcool, sdo liberados radicais livres que aumentam o
estresse oxidativo e causam alteracdes na atividade das proteinas (GONCALVES;
PEREIRA, 2007). O figado é o principal responsavel por metabolizar o alcool, sendo
gue a magnitude dos danos ao figado é determinada pela quantidade e regularidade
do consumo, o que pode causar hepatite, esteatose hepdtica, fibrose, cirrose e
carcinoma hepatocelular (LIEBER, 2005; FONSECA; RODRIGUES, 2018).

De acordo com Batista et al., (2010), o consumo constante de alcool também pode
causar varios efeitos nos rins e, em grandes quantidades, pode levar a sindrome da
necrose tubular aguda. Assim, o consumo de bebidas alcodlicas esta relacionado a
promocao da insuficiéncia renal crénica, além de os autores apresentarem a relacéo

entre o alcoolismo e as alteracdes na fisiologia e morfologia renal (THIEL et al., 1977).
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Diante disso, 0 uso de antioxidantes tem sido uma alternativa para compensar 0s
danos causados pelo estresse oxidativo nos 6rgaos, como a melatonina, que além de
reduzir a formacdo de radicais livres e estimular a acdo de enzimas antioxidantes,
também diminui a oxidacdo hepética, protege o DNA nuclear e mitocondrial e aumenta
os niveis de RNAm para enzimas antioxidantes (GUERRERO et al., 2007; SOLIS-
HERRUZO; SOLIS-MUNOZ, 2009; SOUZA; MORAIS, 2016). Durante o periodo
gestacional, a melatonina materna atinge o feto através da placenta, podendo assim
desempenhar suas funcdes no feto ou embrido e, nas primeiras semanas de vida,
esse horménio pode chegar ao recém-nascido através do leite materno (ALVES et al.,
1998; THOMAS et al., 2002; CARPENTIERI et al., 2012; REITER et al., 2013).

Diante dos efeitos prejudiciais que o consumo excessivo de alcool pode causar ao
organismo, € pertinente investigar a possivel acdo protetora da melatonina sobre os
danos causados pelo etanol na prole de ratos. Assim, esta pesquisa teve como
objetivo avaliar se a melatonina exdégena administrada durante a gravidez e lactacao
pode prevenir os efeitos deletérios causados pelo alcool no figado e nos rins da prole

de ratos.
MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)
e foi aprovada pelo Comité de Etica Institucional sob o registro n® 3325300821. Trinta
ratas albinas virgens (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade, pesando
aproximadamente 2501309, da linhagem Wistar, foram adquiridas através do biotério
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) e participaram deste
estudo. Os animais foram fornecidos com comida e agua e foram alojados em gaiolas
com temperatura ambiente de 22+1°C. A iluminacéo foi fornecida por lampadas
fluorescentes de 40W (marca Philips, modelo luz do dia), estabelecendo um
fotoperiodo de 12 horas. As ratas fémeas foram submetidas a exames
colpocitolégicos para identificar o ciclo estral, e aquelas que apresentaram trés ciclos
estrais regulares consecutivos foram selecionadas para o experimento. ApOs 0
acasalamento e confirmagdo da gravidez, elas foram divididas em 3 grupos

experimentais com 10 animais cada, para a formacao futura dos seguintes grupos
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com a prole: Grupo controle - Filhotes de ratas que ndo receberam é&lcool durante a
gravidez e lactacdo, eutanasiados apos 30 dias de vida; Grupo alcool - Filhotes de
ratas submetidas a consumo crbénico de &alcool durante a gravidez e lactacéo,
eutanasiados apo6s 30 dias de vida; Grupo alcool + mel - Filhotes de ratas submetidas
a consumo crénico de alcool e simultaneamente tratadas com melatonina durante a

gravidez e lactacao, eutanasiados apos 30 dias de vida.
ACASALAMENTO DOS ANIMAIS

As fémeas nos experimentos foram acasaladas no inicio da noite (18:00h). No dia
seguinte, foram realizados exames colpocitoldgicos utilizando o método de coloracao
Shorr-Harris, utilizando a presenca de espermatozoides como parametro para a

confirmacédo do acasalamento.
ADMINISTRACAO DE ETANOL

Uma dose de 3 g/Kg de é&lcool etilico foi administrada por via intragastrica nas ratas
durante a gravidez (VARLINSKAYA et al., 2001; ARAUJO-FILHO et al., 2007; VEIGA
et al., 2007; SCHEIDT et al., 2015; MARCO et al., 2017).

TRATAMENTO COM MELATONINA

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), foi
administrada em injecfes diarias de 0,8 mg/Kg, durante toda a gestacdo. Para este
fim, a melatonina foi dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8 mL de NaCl
0,9%. As injecdes foram aplicadas por via intraperitoneal, sempre entre 18:00 e 19:00.
Essa dose é comparavel a dose humana (9 mg/kg), que foi convertida com base na
area de superficie corporal (MOUSTAFA et al., 1999; ABD-ALLAH et al., 2003). Os

grupos controle e alcool receberam o veiculo hormonal.
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PESO E MEDIDA DOS ANIMAIS

Os pesos e comprimentos dos filhotes foram registrados no dia do nascimento,
usando uma balanca de preciséo e fita métrica. E as médias dos dados obtidos foram

usadas para as analises estatisticas.
HISTOPATOLOGIA

Para coletar o figado e os rins dos filhotes aos 30 dias de idade, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via
intramuscular. Em seguida, a cavidade abdominal foi aberta para remover os 6érgaos.
Doze filhotes foram utilizados por grupo, independentemente do sexo. Os animais
foram eutanasiados utilizando aprofundamento da anestesia com cloridrato de
cetamina (80mg/Kg) e xilazina (6,0 mg/Kg), associados ao tiopental (100 mg/kg), por
via intraperitoneal. Fragmentos do figado e dos rins foram imersos em formaldeido
tamponado, permanecendo |4 por 48 horas. Em seguida, partes desses 6rgaos
passaram pelo processo de desidratacdo e diafanizacdo para serem incluidos em
parafina. As secc¢des foram feitas em um microtom Minot tipo (Leica RM 2035)
ajustado para 5 mm. Quando obtidas, foram colocadas em laminas previamente
untadas com albumina de Mayer e deixadas secar por 24 horas a uma temperatura
de 37°C em um forno. Por fim, as seccbes foram coradas com hematoxilina-eosina
(H.E.) e analisadas em um microscépio optico OLYMPUS BX-49 e fotografadas em
um microscépio OLYMPUS BX-50.

ANALISE MORFOMETRICA

FIGADO

O estudo morfométrico foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Engelman et al., (2001). A proporgéo entre o parénquima nao lobular e lobular do
figado dos filhotes aos 30 dias dos grupos experimentais foi determinada por métodos
estereoldgicos, usando uma grade com 100 pontos de teste, colocada nas se¢fes dos

preparados histoloégicos corados com tricrbmio de Mallory, pois isso facilita a
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visualizacdo dos espacos portais ao usar métodos estereoldgicos. Foram usadas
cinco laminas para a contagem, considerando 10 campos visualizados através da

objetiva de 40x, totalizando 5.000 pontos por grupo.
RINS

Para a analise morfométrica dos rins dos filhotes aos 30 dias dos grupos
experimentais, foram utilizadas cinco laminas de cada grupo e foram analisados dez
glomérulos em cada lamina. As medicBes foram restritas aos glomérulos, que
demonstraram, em um Unico corte, 0s polos vascular e urinario. Essa disposi¢ao indica
a secao coincidente com a regido equatorial do glomérulo. Para as medi¢fes, foram
usados glomérulos selecionados aleatoriamente. Com o0 uso de uma camera de video
Sony® acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as imagens foram registradas e a
analise morfométrica foi realizada usando o aplicativo Line Morphometry, calibrado
em micrémetros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows. O valor da
area glomerular foi obtido posicionando o cursor para desenhar uma linha circular
externa, coincidindo com os limites do tufo glomerular. Para medir a capsula de
Bowman, a mesma metodologia foi adotada (AKAOKA et al., 1994). Para calcular o
volume do glomérulo e da cipsula de Bowman, foram utilizados os critérios descritos
por Pagtalunan et al., (2000). Para essa estimativa, foi usada a equacao 4/31r3,

destinada a calcular o volume da esfera, onde “r’ representa o raio.

ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo dos dados morfométricos, foi realizada a Andlise de Variancia,
guando significativa esta foi complementada pelo teste de Comparacao Mdultipla de

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

No que diz respeito ao peso e comprimento dos filhotes apds o nascimento, houve
uma reducao significativa no grupo que recebeu apenas éalcool (Figuras 1 e 2). A

analise histopatolégica do figado dos animais do grupo controle mostrou parénquima
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hepatico inalterado com cordfes de hepatdcitos organizados circundando a veia
central lobular, intercalados com capilares sinusoidais. No entanto, os animais
nascidos de ratas que receberam alcool durante a gravidez e lactacao apresentaram
parénquima hepético com congestado nas veias porta e centrolobular, além de um alto
grau de esteatose. Esses efeitos ndo foram observados nos animais do grupo Alcool
+ Mel (Figura 3).

Os rins dos animais do grupo controle estavam bem preservados, com a maioria dos
glomérulos e espaco subcapsular bem definidos, além de tubulos contorcidos
proximais e distais com caracteristicas normais, sem qualquer alteracdo. Essas
caracteristicas também foram verificadas nos rins dos animais que receberam
melatonina. Nos rins dos animais que receberam apenas alcool, foi observada a
presenca de areas de congestdo no cértex e corpusculos com auséncia do espaco

subcapsular (Figura 4).

A andlise morfométrica do figado dos animais, cujas matrizes receberam apenas
alcool durante a gravidez e lactacdo, mostrou parénquima lobular significativamente
reduzido e aumento do parénquima nao lobular. Na analise morfométrica dos rins,
também foi observada uma reducao significativa no diametro e volume do glomérulo,
além do didametro e volume da capsula de Bowman, nesse grupo. Enquanto os grupos

controle e alcool+mel ndo apresentaram essas alteracdes (Tabelas 1 e 2).
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Figura 1: Peso dos filhotes ao nascer. Alcool: Observa-se reducdo de peso significativa; Controle e
Alcool+Mel: N&o houve diferenca significativa. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo
diferem significativamente pelo teste de Anova unidirecional de Tukey com poés-teste (p < 0,05)
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Fonte: Autores, 2023.
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Figura 2: Comprimento dos filhotes ao nascer. Alcool: Observa-se uma redugéo significativa no
comprimento; Controle e Alcool+Mel: Nao houve diferenga significativa. Médias seguidas pela mesma
letra nas linhas nédo diferem significativamente pelo teste Anova unifatorial de Tukey com pos-teste (p
< 0,05)
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Fonte: Autores, 2023.
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Figura 3: Fotomicrografia do figado dos animais aos 30 dias de idade. (AB) - Controle: sem alteragdes,
com cordbes de hepatdcitos organizados; (CD) - Alcool: observa-se congestdo das veias porta e
centrolobular e alto grau de esteatose; (EF) - Alcool + Mel: estruturas semelhantes ao controle. Setas
longas - veia centrolobular; Setas curtas - corddes de hepatdcitos; Asterisco - ducto biliar; Pontas de
seta - sinusoides; Setas tracejadas - co-gerenciamento da veia centrolobular; Setas brancas -
hepatdcitos apresentando esteatose. HE

Fonte: Autores, 2023.
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Figura 4: Fotomicrografia dos rins dos animais aos 30 dias de idade. (AB) - Controle: estrutura
histolégica preservada; (CD) - Alcool: observa-se a presenca de areas de congestdo no cortex e
corpusculos com auséncia de espacgo subcapsular; (EF) - Alcool + Mel: estruturas semelhantes ao
ontrole. Setas longas - Capsula de Bowman; Asterisco - glomérulo; Setas tracejadas - congestao
cortical; Setas curtas - auséncia de espaco subcapsular; Rc - Regido Cortical. HE
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Fonte: Autores, 2023.
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Tabela 1. Média + desvio padrdo da porcentagem de parénquima lobular e nédo lobular no figado dos
animais aos 30 dias de vida

Grupos Controle Alcool Alcool +mel P
Parénquima Lobular 81.59 £ 2.95y 73.26 + 1.40b 80.53 £ 1.42a 0.0050
Parénquima N&o Lobular 18.43 +2.97y 26.50 £ 1.04b 19.50+1.48y  0.0053

Fonte: Autores, 2023.

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo
teste Anova unifatorial de Tukey com pos-teste (p < 0,05).

Tabela 2. Média + desvio padrdo do didmetro glomerular (DG), volume do glomérulo (VG), diametro
(DCB) e volume (VCB) da céapsula de Bowman nos rins dos animais aos 30 dias de vida

Grupos Controle Alcool Alcool + mel P

DG (um) 6629 + 351a 4670 + 121b 6302 £ 157a 0.0017
VG (um 2 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

Fonte: Autores, 2023.

Teste Anova unifatorial de Tukey com poés-teste (p < 0,05).
DISCUSSAO

A exposicgédo intrauterina ao alcool pode causar diversos efeitos deletérios ao feto ou
embrido, tais como anomalias estruturais e deficiéncias comportamentais e
neurocognitivas, sendo um dos primeiros sintomas pré-natais o comprometimento do
crescimento (comprimento e/ou peso), o qual possivelmente persiste no periodo pos-
natal (HOYME et al., 2005).

Neste estudo, observou-se uma reducdo no peso e comprimento da prole com o
consumo de alcool pelas porcas, enquanto nos grupos controle e alcool+mel néo
houve diferencas significativas para este resultado. Autores como Domingues et al.,
(2009) também encontraram interferéncia do etanol no crescimento dos fetos. Uma

vez que o consumo excessivo de alcool pode prejudicar a capacidade materna de
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manter o desenvolvimento do feto, interferindo na absorgcéo de nutrientes pela mae e
causando vasoconstricdo do corddo umbilical e placenta, alterando sua capacidade

de fornecer nutrientes ao feto através do fluxo sanguineo (GOODLETT; HORN, 2001).

Por sua vez, a melatonina no grupo alcool+mel foi capaz de preservar o crescimento
fetal, uma vez que possui acado antioxidante, protegendo a placenta contra danos,
além de estimular a passagem de nutrientes via corddo umbilical (EIFERT et al.,
2015). Assim como Nagai et al., (2008) encontraram em seu estudo que o tratamento
com melatonina preveniu a restricdo de crescimento fetal e danos oxidativos a

placenta.

Nas andlises histopatoldgicas e morfométricas do figado no grupo alcool, foi detectada
congestdo nas veias centrolobulares e porta, além de esteatose, que € considerada a
primeira etapa da doenca hepética alcodlica, sendo uma consequéncia direta dos
impactos causados pelo metabolismo do alcool (BREITKOPF et al., 2009). A
esteatose pode ser causada pelo acumulo de NADH nos hepatdcitos durante o
metabolismo do etanol, ocasionando alteracbes no metabolismo lipidico ao inibir a B-
oxidacdo de acidos graxos e aumentar sua sintese para eliminar o excesso de
hidrogénio (ALBANO, 2006; SOZIO; CRABB, 2008).

Por outro lado, essas alteracbes ndo foram observadas no grupo alcool+mel,
indicando a acdo benéfica da melatonina e demonstrando sua eficacia em proteger o
figado da prole contra lesdes decorrentes da exposi¢cdo ao alcool. As atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias da melatonina séo bem conhecidas, além de suas
propriedades protetoras contra o estresse oxidativo e sua capacidade de prevenir a
esteatose hepatica alcodlica (ZHANG et al., 2017). De acordo com Hu et al., (2009),
a melatonina demonstrou a capacidade de inibir a geracdo de radicais livres,
resultando em uma reducdo consideravel na esteatose, peroxidacao lipidica e
atividade de citocinas inflamatérias em ratos adultos expostos ao consumo de alcool.
Nosso trabalho mostrou que a administracdo de melatonina também pode interromper
o desenvolvimento de danos hepéaticos causados nos filhotes de mées que consomem

alcool durante a gravidez e lactagéo.
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No grupo alcool, os achados histolégicos e morfométricos também mostraram
congestdo na regido cortical e auséncia de espaco subcapsular nos corpusculos
renais, além de uma reducéo significativa no volume e diametro dos glomérulos e da
capsula de Bowman. Estudos ja confirmaram a relagdo entre Doenga Renal Arterial
Aterosclerética (ARAD) e consumo crénico de alcool, o que leva a atrofia renal, bem
como ao aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio pelo metabolismo do
etanol, 0 que pode afetar os rins e danificar os tabulos renais, esses radicais livres
afetam também células do sistema imune e estimulam a producado de citocinas pro-
inflamatdrias, 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).

O grupo é&lcool+mel ndo revelou essas lesdes nos rins, o que indica a acdo da
melatonina com seus efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e moduladores de
citocinas também nesse o6rgdo. O tratamento com melatonina é capaz de reduzir
significativamente o estresse oxidativo nos rins, além de também exercer uma acao
antiapoptotica, com capacidade de reduzir citocinas pré-inflamatérias, melhorar a
atividade mitocondrial e ter efeitos benéficos sobre alteracdes na pressdo renal
(RUSSCHER et al., 2012; ZHANG et al., 2021). Isso explica a protecao contra as
alteracdes na histologia renal e como evitou a congestdo causada pelo estimulo de
acOes inflamatérias no grupo alcool+mel, visto que a melatonina possui uma variedade
de atividades bioldgicas realizadas em diferentes 6rgdos por meio de seus receptores.
Estudos com ratos adultos mostram que a melatonina evita 0 comprometimento
estrutural e funcional do tecido renal causado pelo estresse oxidativo induzido pelo
etanol (KURHALUK et al.,, 2020). No entanto, nossos achados indicam que a
melatonina é capaz de atenuar essas lesfes também em filhotes expostos ao etanol

durante a gravidez e lactagao.
CONCLUSOES

Assim, a melatonina foi capaz de interferir e mitigar os efeitos prejudiciais que o etanol
exerceu sobre a histologia do figado e rins da prole cujas porcas foram submetidas ao
consumo cronico de alcool. Esta pesquisa também mostrou um efeito positivo deste

horménio sobre peso e comprimento, significando que o excesso de alcool néo altera
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a absorcao e o transporte de nutrientes entre mae e prole. Dessa forma, sugere-se
gue a melatonina pode ser um adjuvante importante no tratamento dos danos

causados pelo alcool ao figado e rins de criancas de mulheres alcoodlatras.
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