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RESUMO

O consumo de etanol aumenta o estresse oxidativo no organismo prejudicando os
processos celulares e atenuando o desenvolvimento placentario. Varias citocinas
inflamatdrias sdo importantes para a continuidade da gestacdo e podem ser
desreguladasapds a ingestdo de alcool levando a prejuizos naprogresséao placentaria
e perdas nutricionais fetais. Diante disso, a melatonina tem sido alvo de estudos
devido seu possivel efeito protetor sob a regulacéo das citocinas inflamatorias e para
diminuicdo da geracao de radicais livres. Assim, o objetivo da pesquisa foi avaliar a
atuacdo da melatonina sob o consumo crénico de alcool em placentas de ratas,
Utilizou-se 30 ratas albinas divididas em 3 grupos: Controle — 10 ratas prenhes que
n&o receberam alcool; Alcool — 10 ratas prenhes submetidas ao consumo crénico de
alcool; Alcool + Mel - 10 ratas prenhes submetidas ao consumo de alcool associada &
melatonina. O alcool foi administrado na dose de 3g/kg por gavagem intragastrica e a
melatonina foi aplicada a noite na dose de 0,8mg/kg por via intraperitoneal. As
placentas foram pesadas e analisadas histopatologicamente, morfometricamente e
imunohistoquimicamente. Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa no
peso placentario no grupo alcool, diferentemente do grupo alcool + mel onde as
médias se igualaram ao controle. Houve desorganizacdo na zona do labirinto, ao
mesmo tempo em que a morfometria indicou reducao nos vasos maternos e fetais no
grupo alcool. Nos animais dos grupos controle e alcool + mel ndo se observou
alteracdes histoldégicas ou morfométricas significativas. Na imunohistoquimica foi
observado forte marcacéo para os fatores TNF a e VEGF no grupo alcool e ainda
mostrou proliferacdo celular reduzida e indice apoptotico elevado. Assim podemos
concluirque a melatonina pode atuar tanto na morfologia e morfometria das células
placentarias, quanto modulando a sintese de citocinas inflamatdrias, proliferacao
celular e apoptose em placentas de ratas submetidas ao consumo de alcool.

PALAVRAS-CHAVE: Melatonina; etanol; placenta; citocinas inflamatérias; apoptose;

rata.
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ABSTRACT

Ethanol consumption increases oxidative stress in the body, impairing cellular
processes and attenuating placental development. Several inflammatory cytokines are
important for the continuity of pregnancy and can be deregulated after alcohol
ingestion, leading to impaired placental progression and fetal nutritional losses.
Therefore, melatonin has been the subject of studies due to its possible protective
effecton the regulation of inflammatory cytokines and to reduce the generation of free
radicals. Thus, the objective of the research was to evaluate the performance of
melatonin under the chronic consumption of alcohol in rat placentas. We used 30
albinorats dividedinto 3 groups: Control— 10 pregnantrats thatdid notreceive alcohal;
Alcohol — 10 pregnantrats submitted to chronic alcohol consumption; Alcohol + Honey
- 10 pregnant rats submitted to alcohol consumption associated with melatonin.
Alcoholwas administered at a dose of 3g/kg by intragastric gavage and melatonin was
applied at nightat a dose of 0.8mg/kg intraperitoneally. Placentas were weighed and
analyzed histopathologically, morphometrically and immunohistochemically. The
results showed a significantdecrease in placental weightin the alcohol group, unlike
the alcohol + honey group where the means were equal to the control. There was
disorganization in the labyrinth zone, while morphometry indicated a reduction in
maternal and fetal vessels in the alcohol group. In the animals of the control and
alcohol + honey groups, no significant histological or morphometric alterations were
observed. In the immunohistochemistry, strong staining was observed for the factors
TNF a and VEGF in the alcohol group and also showed reduced cell proliferation and
high apoptotic index. Thus, we can conclude that melatonin can act both on the
morphology and morphology of placental cells, as well as modulating the synthesis of
inflammatory cytokines, cell proliferation and apoptosis in placentas of rats submitted
to alcohol consumption.

KEYWORDS: Melatonin; ethanol; placenta; inflammatory cytokines; apoptosis; rats.



174
175
176
177
178

179
180

181
182
183
184
185
186
187
188
189
190

191

192
193
194

195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207

VI

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt et a s ae e et e e e e e enn e e nnneeennnee e naeeenneeeanns X
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt nbn e s s e e s nne e Xi
LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt ettt et et e e e e e s s e e nneeens Xii
CAPITULO | oottt 14
Relagcdo entre o consumo crénico de &lcool durante a gestacdo sobre as citocinas
INflamatorias Na PlACENTA..........cceeece et 15
RESUMO ...ttt sttt et at e e bt e e s bbe e s eabe e e sabe e e nabeeennneeennneeeas 15
N = 3 I 22X SRR 16
1. MATERIAL E METODOS ..ottt tese st es s aenes s snes st nasesnes s s 16
2. INTRODUGAO .....otoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeess s ees s aes s es s ses s aes s ssnssnssns s sas s asnanens 17
3. ESTRUTURA E TIPOS DE PLACENTA . ..ottt 18
4. ALCOOL E PLACENTA ..ottt st 19
5. EXPRESSAO DAS CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS NA PLACENTA ......... 21
6. CITOCINAS E ALCOOL ..ottt sn st snas st sne s sne s 23
7. CONCLUSAO.......c.ooeiteeieeieiesse sttt st 26
8. REFERENCIAS.......ooo ettt ettt n sttt st en st en e teneneneas 26
CAPITULO Il oottt 34

Avaliacéo do Efeito da melatonina exdgena sobre a placenta e citocinas inflamatorias
em ratas submetidas ao consumo cronico de &alcool — estudo histopatoldgico,

morfometrico € iIMUNONISTOQUIMICO ......ocueireriiieeie s 34
RESUMO ...ttt sttt st s et et e se e se st e st e sesae e e e eseebesteneesesbeneeneeseneas 35
N = 3 22 S SS 36
1. INTRODUGAO ...ttt n et s st ettt n sttt en e 37
2. MATERIAL E METODOS .....coniuiirieneeneeeesiseesesssssss s ssessssssessessesssssssssssssssessssssssessses 38
2.1 Animais € grupos eXPEriMENTAIS.......cccccveiieeiie e cie e e e see e s et e e e re e sreeere e 38
2.2 Acasalamento dOS ANIMAIS ......ciererereriniere st se et sb e e sae e enes 39
2.3 EXame COIPOCITOIOQICO........cciueeiiceectiecie ettt ettt st re e 39
2 Ao | g TTTES] (= Vox= To I [0 JN =i =T o o) IS S 39
2.5 Tratamento COM MEIAtONINE........coiiriireeriere e ens 39
2.6 EUTANASIA. .....ceuieiieieiie sttt ettt st et st e s b e e bt et sb et e sbeebennenneenes 39
P A o 151 0] o 2= 1 (0] [ o | = USSP PSPPSR 40
2.8 Analise Morfomeétrica da plaCcenta .........cccceeveeeeieece e e 40

2.9 Analise Imunohistoquimica (TNF-a, VEGF, PCNA e Apoptose).......ccceevvvrvennne. 40



208
209
210
211
212
213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

VIII

2.10 ANAIISE ESIALISHICA ....ccveecreeciicciee ettt sae e s e e be e sae e e beesaeesreesaree e 42
3. RESULTADOS ..ot ees s s as st sns s s tenesnenens 42
A, DISCUSSAOQ.......oocieeeeeteseesisesse s sse s sss s s s tas s s sas s sssssssssssssssassssssssssassansnsanes 52
ST 010 N[ 101X TP 54
B. REFERENCIAS. ..o iiieeeeeeeeeeeee st ss s tes s s et ssss s nsssssssanssss s sssnsansenesnsnens 55



233
234
235
236
237
238
239

240
241
242

243
244

245
246
247
248
249

250
251

252
253
254
255
256
257

258
259
260
261
262
263

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Histologia das placentas do grupo controle. A - Observar disco placentario
(P) bem desenvolvido; B - Zona do labirinto evidenciando vasos maternos (setas
curtas), presencade vasos fetais (setas longas) e trofoblasto sincicial (pontade setas);
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Figura 2: Histologia das placentas do grupo alcool. A - Notar disco placentario (P)
pouco desenvolvido; B - Zona do labirinto desorganizada apresentando vasos
maternos (setas curtas) e prevaléncia de trofoblastos sinciciais (ponta de setas); C -
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Figura 3: Histologiadas placentasdo grupo alcool + melatonina. A — Observar o disco
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Figura 4: Peso das placentas. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
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Figura 5: Imunohistoquimica do TNFa nas placentas. Observar em A (Controle) e C
(Alcool + Mel) fraca marcacdo. Em B (Alcool) forte marcacéo. D) Quantificagdo em
pixels da expressdo desse fator. Notar elevacéo significativa dos pixels no grupo
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Figura 6: Imunohistoquimica do VEGF nas placentas. Observar em A (Controle) e C
(Alcool + Mel) fraca marcacdo. Em B (Alcool) forte marcacéo. D) Quantificagdo em
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letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
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Figura 7: Imunohistoquimica para o PCNA nas placentas. Observar em A (Controle)
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Figura 8: Imunohistoquimica para apoptose (TUNEL) nas placentas. Observar em A
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RESUMO

BN

O consumo crénico de alcool desencadeia inumeras complicagbes a saude do
individuo, tanto homem quanto mulher. Podendo afetar varias areas da vida desde
problemas comportamentais, em relacionamentos, falta de atencdo psiquica,
propensao a acidentes automobilisticos, desemprego, surtos de violéncia e também
diferentes tipos de doencas associadas ao alcoolismo, entre elas cirrose, varios tipos
de cancer e pode aindalevar ao 6bito. O uso de alcool pela mulhertem importancia
especifica, pois esta € a geradora da prole e seu comportamento no periodo pré-
gravidez e puerpério afeta diretamente a satude do feto. O alcool possui alta fluidez
entre a membrana plasmatica e atravessa com facilidade a placenta podendo causatr,
dentre outros males, o comprometimento na geragdo das citocinas inflamatériase o
funcionamento delas, em especifico neste estudo as citocinas pro-inflamatorias: IL-1,
IL-6 e TNF a. No feto, o &lcool age rapidamente no sistema nervoso central podendo
causar o Transtorno do Espectro Fetal do Alcool (TEAF) um conjunto de patologias
que abrange algumas sindromes graves, além de causar lentiddo no desenvolvimento
intrauterino, nascimentos prematuros, abortos, natimortos, dentre outros. E
recomendavel que a mulher,desde seu periodo gestacional até o fim dalactacéo faca
abstencado do consumo de qualquer quantidade de substancia alcodlica e psicoativa.
Assim é indispensavel a discussdo e acesso a toda informacdo e estratégias de

prevencado ao consumir alcool durante a gravidez.

Palavras chave: Alcool; gravidez; placenta; citocinas inflamatérias.
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ABSTRACT

Chronic alcohol consumption triggers numerous complications to the health of the
individual, both men and women. It can affect several areas of life from behavioral
problems, relationships, lack of psychological attention, propensity to car accidents,
unemployment, outbreaks of violence and also differenttypes of diseases associated
with alcoholism, including cirrhosis, various types of cancer and can even lead to
death. The use of alcohol by women has specific importance, as this is the offspring
generator and their behavior in the pre-pregnancy and postpartum period directly
affects the health of the fetus. Alcohol has high fluidity between the plasma membrane
and easily crosses the placentaand can cause, amongother problems, the impairment
of the generation of inflammatory cytokines and their functioning, specifically in this
study the proinflammatory cytokines: IL-1, IL-6 and TNF a. In the fetus, alcohol acts
guickly on the central nervous system and can cause Fetal Alcohol Spectrum Disorder
(FASD), a set of pathologies that includes some serious syndromes, in addition to
causing slowness in the intrauterine development, premature births, abortions,
stillbirths, among others. It is recommended that women, from their gestational period
until the end of lactation, abstain from consuming any amount of alcoholic and
psychoactive substance. Thus, itis essentialto discussand access all information and

prevention strategies for consuming alcohol during pregnancy.
Keywords: Alcohol; pregnancy; placenta; inflammatory cytokines;

1. MATERIAL E METODOS

Essa revisdo compreende uma pesquisa realizada entre os meses de abril,
maio e junhode 2021, através da coleta de dados e informacdes disponiveis em bases
de pesquisasonlinecomo Scielo, Scorpus, Pubmed, Portal Capes, Google académico
e também em relatérios anuais, agéncias publicas onde as afirmacfGes foram
coletadas e analisadas para formar um conjunto de informacdes especificas sobre o
assunto em questdo. Sem utilizacéo de filtros de tempo de publicacdo nem qualis do

periddico para o presente estudo.
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2. INTRODUCAO

O consumo abusivo do alcool causa danos graves aos individuos e também a
sociedadeem geral (POPOVA et al., 2017), atingindohomens e mulheresde maneiras
diferentes. Seu impacto na saude das mulheres esta associado ao fato destas serem
gestoras da prole, representando entdo, um problema particular, pois, afeta a satude
da méde e de sua descendéncia através de possiveis complicacdes obstétricas
importantes (GORN et al., 2007). O alcool é considerado uma substanciateratogénica
que flui facilmente entre a membrana da placenta durante a gestacédo, e pode causar
varios danos ao embrido e ao feto, além de causar complicagdes para a mulher
durante a gestacao e parto, como aborto espontaneo, lentiddo no desenvolvimento
intrauterino, natimortos, bebés prematuros e com baixo peso ao nascer (POPOVA et
al., 2017).

Alguns estudos apontam diferencas na porcentagem entre o consumo de
bebidas alcodlicas por gestantes ao redor do mundo (SOUZA, 2012). No Brasil,
verificou-se que 34,4% das gravidas consomem bebidas alcodlicas (KROEFF et al.,
2004), nos Estados Unidos apenas 12% (FLOYD; SIDHU, 2004), na Franca 52%
(CHAZERON et al., 2008), na Australia59% (COLVIN et al., 2007) e na Russia 60%
das gestantes ingerem bebidas alcodlicas durante a gravidez (KRISTJANSON et al.,
2007).

O alcool acaba afetando e debilitando varios érgdos do corpo, incluindo o
sistema imunoldgico, que realiza a defesa do corpo contra varios patdgenos e demais
substancias prejudiciais (SZABO; SAHA, 2015). A exposicao ao alcool pode
desenvolver a expressao desregulada de varias citocinas noindividuo e € importante
no processo de resposta imune inata (PASCUAL; MONTESINOS; GUERRI, 2018).
Em estudo, Lecuyer et al., (2017), afirmam que a diminuicdo dos niveis do Fator de
Crescimento Placentéario (FCP) apds a exposicao ao alcool no Gtero esta associada a
defeitos de angiogénese cerebral. Dessa forma a geragcdo de novos biomarcadores
poderia facilitar o diagnodstico precoce de Transtorno do Espectro Fetal do Alcool
(TEAF).

Portanto, é essencial estudos sobre a saude da gestante e suas condicfes

ambientais, como fumar, beber e 0 uso de demais componentes quimicos, tanto em
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gestacdes com resultados normais quanto adversos, para melhorar o entendimento
sobre o tema (ODENDAAL, 2018). Na gravidez normal ja ocorre uma resposta
inflamatoria estreitamente regulada de alta importancia para que ocorra a placentacéo
corretamente, implantacdo do embrido, manutencéo da gravidez e parto (HAUGUEL-
DE MOUZON; GUERRE-MILLO, 2006; PANTHAM; AYE; POWELL, 2015). Sendo
assim, este trabalho tem por objetivo elaborar uma breve revisao de literatura para
elucidar os efeitos do alcoolismo e expressao das citocinas pro inflamatorias como a

IL-1, IL-6 e TNF a naplacenta durante a gravidez.

3. ESTRUTURAETIPOS DEPLACENTA

A placentaé um érgao unico, pois, tem a capacidade de desempenharasacdes
dos principais sistemas organicos enquanto que se desenvolvem no feto (WOODING,;
BURTON, 2008). Sendo um érgdo temporario e o unico 6rgdo composto tanto por
células provenientes do feto, chamadas de corion, como também composto por
células maternas que formam a decidua basal (PAULA, 2017). Tem como funcao
manter a gravidez, proporcionar e assegurar o crescimento fetal e proteger o feto de
substancias prejudiciais (BURD et al., 2007). Ela regula a realizacdo de trocas
fisiologicas entre a mde e o embrido ou feto de substancias como: oxigénio, 4gua,
eletrolitos, glicidios, lipidios, proteinas, vitaminas e outros compostos, além de gas
carbonico e produtos residuais vindos do feto. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Este 6rgdo é muito importante na programacdo fetal e pode ocasionar
problemas futuros na vida adulta, como por exemplo, doencas cardiovasculares ou
doencas metabdlicas. Pois, alteracbes na quantidade de nutrientes recebidos
ocasionam problemas no padréo de desenvolvimento do feto (MYATT, 2006). Assim,
sabe-se que a placenta é a principal fonte de nutrientes para o feto e, portanto a dieta
da gestora tem total interferéncia no desenvolvimento deste. O fornecimento de
nutrientes pelamée da a placentapoder de influénciano desenvolvimento de doencgas
cronicas noindividuo adulto (THORNBURG; MARSHALL, 2015).

Em ratos, a camada do labirinto € o local onde ocorrem estas trocas. Esta
camada é formada por uma rede tortuosa de vasos fetais e lacunas maternas
separadas por células trofoblasticas, que evitam a mistura de sangue (DE CLERCQ

et al., 2020). Com relacdo ao numero de camadas placentéarias, as placentas de
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roedores possuem trés regibes distintas de células trofoblasticas, enquanto as
humanas possuem apenas duas. Nos roedores, a camada de células trofoblasticas
gigantes corresponde a camada de células citotrofoblastica dos humanos, e a camada
do labirinto correspondem a camada das vilosidades coridnicas dos humanos. Além
disso, a placenta de roedores possui a camada do espongiotrofoblasto,que é ausente
naplacentahumana (PAULA, 2017).

Existem diversas variacbes morfologicas nos tipos de placenta (WOODING;
BURTON, 2008), dentre elas, hemocorial e endoteliocorial que funcionam ativamente
no processo de transferéncia de substancias e de anticorpos para o feto, enqu anto as
placentas do tipo sindesmocorial ndo realizam esta entrega de anticorpos. O tipo
hemocorial € o desenvolvido em primatas e nos roedores, e atua como uma barreira
que evita que 0 sangue se misture por completo entre a mae e o feto (BOSCO; DIAZ,
2012; COLL et al., 2018). Tanto em humanos quanto em roedores, a placenta
apresenta morfologia discoide, com a interacdo materno-fetal limitada a esta area
comum denominada cotilédone. A placenta humana possuium grupo de cotilédone,
enquanto a de roedores possuem um unico cotiléedone formando a estrutura discoide
(BURTON; KAUFMANN; HUPPERTZ, 2006).

A placentacédo inicia-se cedo, pois, ela é de fundamental importancia a
sustentacao do feto (BURTON; JAUNIAUX; CHARNOCK-JONES, 2010). O processo
de implantacdo da placenta humana € bastante invasivo, com o0 concepto sendo
completamente envolvido pela superficie endometrial. Projecdes do sinciotrofoblasto
infiltram-se entre as células epiteliais uterinas, enquanto que as células do estroma
endometrial agem ativamente para encapsularo concepto (BURTON; JAUNIAUX,
2015). As células citotrofoblasticas, localizadas abaixo do sincicio, inicialmente néo
estdo em contato com o tecido materno, mas projetam-se através do sincicio primario
para formar vilosidades primarias (um nucleo de citotrofoblasto envolto por uma
camada externa de sinciotrofoblasto). Em sequéncia, células mesenquimais
extraembrionarias penetram pelo nucleo das vilosidades para originar as vilosidades
secundérias, e, as vilosidades terciarias sdo formadas quando os capilares fetais
surgem dentro do nucleo (TURCO; MOFFETT, 2019).

4. ALCOOL E PLACENTA
A ingestdo de &lcool durante a gravidez causa vasoconstricdo placentaria

interferindo nos niveis de oxigenacao e passagem de nutrientes para o feto. Mas
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esses efeitos no feto dependem sempre do tipo de exposicdo ao etanol. O alcool
possuiacdo direta nos 6rgaos dos fetos causando problemas graves de malformacoes
e mau funcionamento, também possuindo acdo indireta, agindo no organismo da
gestante causando falta de apetite e consequentemente nutricdo desregulada
(COSTA, 2017). As moléculas de alcoois com o grupo -OH interagem com as
bicamadas lipidicas das membranas celulares. Possuem estrutura bioquimica simples
com extremidades hidrofilicas e lipofilicas (SONMEZ et al., 2013).

O Aalcool induz a formacgéo excessiva de moléculas de radicais livres, podendo
levar a uma desregulacdo nos niveis celulares causando estresse oxidativo. O
consumo crénico de é&lcool pode aumentar a producédo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) e aumentar a peroxidacdo de lipidios, proteinas e DNA
(CEDERBAUM; LU; WU, 2009; WU; CEDERBAUM, 2009). Portanto, seria essencial
um tratamento intrauterino contra essas patologias, porém, ainda se encontra em
desenvolvimento, e substédncias como agentes antioxidantes como vitamina C,
vitamina E, e extratos de cha verde vém sendo estudados (PRUETT; WATERMAN,;
CAUGHEY, 2013).

O alcool possui facilidade de atravessar a barreira placentaria e se distribuino
liguido amnidtico, conferindo a este ser um reservatorio de etanol (COSTA, 2017),
onde, se consegue alterar os niveis de alcool no sangue do feto assim como os niveis
maternos até mesmo 2 horas apés a sua ingestao (DEJONG; OLYAEI; LO, 2019;
GUERRINI; THOMSON; GURLING, 2007). A atividade da enzima ADLH do citosol da
placentapara metabolizar o etanol € pelo menos 100 vezes mais devagar que o figado
adulto humano, e ainda se os niveis de acetaldeido na placenta forem altos, aumenta
a duracao da exposicéo fetal ao alcool (MEIER-TACKMANN et al., 1985).

E através das células do sinciciotrofoblasto que estdo diretamente em contato
com o etanol ingerido pela mae, que pode comecar o contato do alcool com o feto
através da placenta. Essa interacdo gera uma formacdo anormal de radicais de
oxigénio,como anions superoxido, que podem ser removidos por meio do consumo
de 6xido nitrico. A quantidade deste vai ser diminuida causando desregulagéo do fluxo
sanguineo tanto no espaco interviloso quanto nos vasos placentarios, podendo afetar
o crescimento fetal, conforme observado na Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) (KAY;
GRINDLE; MAGNESS, 2000). Acredita-se que as citocinas sejam de grande
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importancia no processo da ovulacdo, durante a implantagdo, no desenvolvimento
placentario, ao longo da gravidez e no parto. S&o liberadas em vérios 6rgaos do

organismo e também s&o expressas na placenta contribuindo para uma gestacao
normal (BOWEN et al., 2002).

5. EXPRESSAODAS CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS NA PLACENTA

As citocinas realizam processos em varias vias de sinalizacao celularimunoloégica
gue podem causar efeitos positivos e negativos na gravidez. (AGGARWAL et al.,
2019). Em alcoolistas, dois fatores sdo importantes para determinar os niveis de
liberacdo de citocinas no organismo: dose de alcool ingerida e a cronicidade do uso.
Em usuarios cronicos de alcool, os niveis de Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-
6), e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF a) aumentam significativamente tanto no
feto quanto na méde durante a gestacdo. Tais alteracdes ndo se comportaram da
mesma maneira em usuarios moderados de alcool, pois, 0s niveis destes sdo
diminuidos pela aceleragdo da taxa de depuracdo do alcool no organismo
(AHLUWALIA et al., 2000). Essas trés citocinas sdo produzidas por células imunes

inatas e fazem parte da resposta imunoldgica, em niveis normais causam uma
resposta inflamatéria completa (SZABO; SAHA, 2015).

Dentre as citocinas pro-inflamatorias, a IL-1 se comporta de forma especifica,
ela pode ser expressa em duas proteinas diferentes, IL-1a e IL-13 e uma antagonista
IL-1ra (MODI etal., 1988). Com foco nalL-1a, sabe-se que esta pertence a um grupo
de citocinas com funcao dupla, que estdo presentes em células em repouso sob
condicBes homeostaticas. Possui grande potencial para induzir inflamacéo, e esta
presente no interior das células, especialmente na barreira endotelial dos tecidos. E
também desempenha papéis de fatores intracelulares, por isso sdo consideradas
citocinas com func¢des duplas. Essa citocina inicia a cascata do processo inflamatorio,

nos casos de lesdo tecidual (RIDER, 2013).

A IL-1 é uma das citocinas pré-inflamatorias mais importantes por possuir a
capacidade de estimular a expressdo de genes associados a inflamacgéo e doencas
autoimunes (CA, 2002). IL-1 em baixas concentracdes pode afetar tecidos e células
como as células T e células do hipotdlamo. Os receptores da familia IL-1 s&o

expressos no sistema nervoso central e desempenham funcfes fisiologicas
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(MANTOVANI et al., 2019). Ela também atua ajudando na producéo de anticorpos e
estimula as células-tronco da medula 6ssea para sua diferenciagéo. E um fator de

crescimento para células do sangue (CA, 2002).

A IL-1 e o TNF-a compartilham varias propriedades biologicas, mas a maior
diferenca entre as duas citocinas é que o TNF-a induz a morte celular programada,
enquanto a sinalizagdo do receptor de IL-1 néo (CA, 2002). O TNF-a possui varias
funcdes como inflamacéo, desenvolvimento linfoide e apoptose (MEHAFFEY; MAJID,
2017). Participa do crescimento celular normal e neoplasias, expressao de genes de
diferenciacdo celulareinfluénciano comportamento de diferentes células, sendo esta,
uma das mais importantes citocinas inflamatérias. E produzida por macréfagos e
também ativada pela endotoxina lipopolissacarideo (LPS) (ROMANOWSKA-
PROCHNICKA et al., 2021).

O TNF-a influencia a producéo e liberagdo de horménios, a formacao da
placenta e o desenvolvimento embrionario. Quando os niveis de TNF-a estdo
aumentados pode haver associacdo com a formacéo do trofoblasto, da camada do
sinciciotrofoblasto, da fun¢éo enddcrina, da relacdo materno-fetal, desenvolcimento
de pré-eclampsia e até aborto (ROMANOWSKA-PROCHNICKA etal., 2021). Durante
a gravidez os niveis de TNF-a sao elevados gradualmente de acordo com o estagio
da gestacéo, bem como no periodo pés-parto (PANTHAM; AYE; POWELL, 2015). O
TNF-a pode promover diretamente o dano tecidual na gravidez induzindo apoptose
(MA et al., 2012).

Outra citocina inflamatéria que possui efeito na gestagéo € a (IL-6) (BOWEN et
al., 2002). Foi descrita pela primeira vez por Hirano et al. (1986), sendo um composto
presente no organismo e que interage em diversas células do individuo. E uma
citocina multifuncional que contribui positivamente para regular a resposta
inflamatéria. (WOJDASIEWICZ; PONIATOWSKI; SZUKIEWICZ, 2014). A regulacao
da producéo de IL-6 durante a gravidez torna-se importante para manter a gestacéo
em equilibrio (GOYAL et al., 2013). O seu aumento pode ser prejudicial, pois, age nos
hepatdcitos realizando sintese de proteinas plasmaticas que influenciam as proteinas
de fase aguda a aumentarem a quantidade de células malignas no sangue
(AHLUWALIA et al., 2000). Em niveis diminuidos pode estar ligada a reabsorcao fetal

e problemas em partos. Essa interleucina ndo necessariamente € essencial parauma
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gravidez bem-sucedida, porém, dentre suas funcdes ajuda aimplantacédo do embrido
e o desenvolvimento da placenta. (PRINS; GOMEZ-LOPEZ; ROBERTSON, 2012).

Em inflamagdes, quando ocorre a transicao de imunidade inata paraimunidade
adquirida, a IL-6 garante que esta mudanca terd resultado positivo. Porém, quando
em baixos niveis, ndo colabora para o processo transitério de mudancas de
imunidades (JONES, 2005). Mas normalmente atua como regulador no recrutamento,
ativacao e apoptose de leucdcitos para dar inicio ao processo inflamatério (CURNOW
et al., 2004; MCLOUGHLIN et al., 2004). Ha evidéncias ligando os niveis de IL-6 com
deficiéncias reprodutivas como: distlirbios gestacionais, aborto espontaneo, pré-
eclampsia e parto prematuro, o que resgata um olhar sobre a mesma em termos de
entendimento ao conceito de fertilidade e infertilidade (PRINS; GOMEZ-LOPEZ;
ROBERTSON, 2012).

Hé& ainda outras citocinas, nao explanadas aqui, tanto pro-inflamatérias quanto
anti-inflamatérias que também sofrem alteracbes e desregulacbes em suas
expressbes durante a gravidez quando esta estd associada a ingestéo crénica de
alcool (HOLBROOK et al., 2019), podendo causar diversas patologias graves a mae,

feto e salde da crianca, ou progredir para natimorto (POPOVA et al., 2017).

6. CITOCINASE ALCOOL

As citocinas sdo consideradas uma classe de proteinas multifuncionais, que tém
como principal fungéo enviar multiplos sinais para diversas células do sistema imune,
por estarem envolvidas na comunicacgao, ativacdo, modulacédo e inibicdo celular.
(VARELLA;FORTE, 2001; ACHUR, etal., 2010). S&o sintetizadasde forma autocrina,
paracrina e enddcrina e sdo mensageiros intracelulares muito importantes no
desenvolvimento e na atividade do sistema imunolégico (GANDHI et al., 2016) e
principalmente emdoencas autoimunes (ROSE-JOHN, 2018). Podem ser sintetizadas
por células do sistema imunoldgico ou por células somaticas, como por exemplo,
células do tecido conjuntivo, células trofoblasticas da placenta, deciduas maternas,
células endoteliais da mae e do feto (AGGARWAL et al., 2019). As citocinas podem
causar processos inversos, ativar a proliferagao celular e ainda causar apoptose nas
células do mesmo o6rgao, pois, sdo controladas por um mesmo receptor (COHEN,;
COHEN, 1996).
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Citocinas séo produtos do sistema imunolégico que possui funcéo de defesa do
organismo. A resposta imune inata € a resposta imediata a qualquer alteracédo
percebida pelo organismo e resulta na ativacdo de, entre outros, citocinas pro-
inflamatdrias, que iniciam reac¢des inflamatodrias (SZABO; SAHA, 2015). A inflamacéo
causa um aumento da sintese de citocinas e promove uma cascata pré-inflamatoria.
As citocinas pro-inflamatérias sdo conhecidas como T helper 1 (Thl) e as ant
inflamatérias como T helper 2 (Th2) (CREWS et al.,, 2006). A gravidez atinge
resultados normais através do equilibrio das citocinas TH1 e TH2, sendo as citocinas
Th1 necessarias para a estimulacdo de novos vasos sanguineos e para implantacao
bem sucedida (DEMIR; YABA; HUPPERTZ, 2010).

E o alcool é uma substancia conhecida por afetar os niveis dessas citocinas em
varios tecidos, ja que ele tem a capacidade de modular o sistema imune de forma
complexa (CREWS, et al., 2006). De maneira que, 0 consumo crénico do etanol esta
relacionado com o aumento da circulacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como
TNF- a, IL-1, IL-6 e IL-8 (KHORUTS, et al., 1991; MCCLAIN, et al., 1999). E esse
aumento contribui para o desenvolvimento de patologias relacionadas a exposicao
cronica ao alcool, ja que estudos tém relatado que alcodlatras, além de possuir niveis
elevados de citocinas, apresentam um aumento na atividade dos mondécitos, o que
leva a alteracdo de diversos tecidos, deixando-0s mais sensiveis a agressdes
inflamatorias (CREWS, et al., 2006).

Pesquisas apontam a relacdo do aumento das citocinas TH1 produzidas por
monacitos, hepatocitos, macréfagos e células de Kupffer com a Doenca Hepatica
Alcodlica (DHA), dado que niveis elevados dessas moléculas proteicas ja foram
constatados em pacientes cirréticos durante o consumo crénico de alcool (DANILUK,
et al., 2001, REIMERS, et al., 2012). O figado por sua vez, € considerado um 6érgao
importante na atividade das citocinas, tanto por suas células serem bastante
vulneraveis a atuacdo dessas moléculas, como por possuir células que tém a
capacidade de produzir diversas citocinas que podem agir de forma sistémica em
outros 6rgaos ou paracrina (RAMADORI; ARMBRUST, 2001).

A parede intestinal tem a sua permeabilidade aumentada com o consumo agudo
de alcool, causando o aumento da concentracdo de endotoxinas provenientes do

intestino na circulagéo portal e favorecendo a ativacao das células de Kupffer, através
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da via do receptor 4 do tipo LPS/ Toll-like, 0 que leva a producao das citocinas pro-
inflamatérias no figado (HOEK; PASTORINO, 2002; ROBERTS, et al., 2007).

O estresse oxidativo causado pelo consumo agudo de alcool também é um fator
que atua sobre a regulacado das citocinas. As espécies reativas de oxigénio (ERO),
liberadas durante o metabolismo do etanol, quando atingem uma alta quantidade
tornam os sistemas antioxidantes ineficientes para remové-las, o que causa a
peroxidacdo lipidica, liberando aldeidos que induzem a producdo de citocinas
(KAMIMURA, et al., 1992; DONG, et al., 2016).

De acordo com o estudo realizado por Dong, et al. (2016) o peréxido de oxigénio,
uma das espécies reativas de oxigénio, esta associado ao aumento de citocinas pro-
inflamatérias nas células de Kupffer e hepatdcitos. Enquanto que o trabalho de
Svistunov, et al. (2012) constata a diminuicdo da sintese de IFN-y e uma pequena
diminuicdo da concentracdo de IL-10 (citocina anti-inflamatéria) causada pela
intoxicacdo crénicapor etanol, indicando que o consumo crénico de alcool possui mais
efeitos prejudiciais em células TH1 quando comparados com os linfécitos TH2.

Foi constatado que as citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL1-f e MCP-1,
no figado e no soro voltam aos niveis basais em um dia de abstinéncia do alcool,
enquanto que no cérebro persistem em niveis elevados por periodos mais longos,
apos o consumo crdnico de alcool durante apenas 10 dias por ratos (QIN, et al. 2008).
Estudos apontam que o consumo intenso de alcool em menos de 24h propicia a
resposta anti-inflamatéria, enquanto que o consumo crénico favorece a producéo de

citocinas envolvidas naresposta pré-inflamatoria (BARR, et al., 2016).

A citocina IL1- B tem sido associada ao desenvolvimento da dependéncia do
etanol, sendo considerada como um regulador importante para a resposta
neuroimune, visto que pesquisas mostraram a relagdo genética entre 0s genes que
codificam citocinas e o alcoolismo, de forma que o gene da IL1- B pode estar
associado ao desenvolvimento da suscetibilidade ao alcoolismo. Pelo fato de ja terem
encontrado,em estudos com humanos, polimorfismosem genes que compde a via de
sinalizagdo dessa citocina sendo relacionada ao aumento da vulnerabilidade ao
alcoolismo (PASTOR, et al., 2005; PATEL, et al., 2019). As mudancas crénicas e

agudas que o alcool causa no cérebro também tém sido conectadas com a IL-1f,
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através de estudos em modelos animais (KOO; DUMAN, 2008; CREWS; VETRENO,
20I111).

7. CONCLUSAO

Portanto, é necessario uma maior disseminacdo de informacdo e
desenvolvimento de programas especificos sobre a combinacdo de gravidez e
alcoolismo crénico, pois, esta causa alto risco gestacional e fetal. Dependendo das
condicdes de saude e vida materna pode-se criar um ambiente intrauterino insalubre,
com desequilibrio entre os niveis de citocinas inflamatorias que leva a alteracdes no
desenvolvimento natural do feto levando a danos irreversiveis para a vida da prole ou

interrompendo-a.
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RESUMO
O consumo cronico de alcool é um fator de risco para a salde materna e fetal durante

a gestacdo. Dados indicam prevaléncia de indices de 9,8% na populacao mundial. A
partir dessa perspectiva esse fato pode levar a sindrome do alcoolismo fetal e no
aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio levando a desordens fetais.
Por outro lado, a placenta produz uma variedade de citocinas que quando reguladas
Sao essenciais para uma gravidez saudavel. Porém, quando desregulada, podem
interromper as vias de desenvolvimento fetal e placentaria, ocasionando deformidades
congénitas e outras complicacfes. Atualmente tem-se verificado o efeito protetor da
melatonina contra os maleficios ocasionados pelas espécies reativas de oxigénio e
sua acao sobre as citocinas inflamatdrias. Assim, esta pesquisa teve por objetivo
analisaros efeitos da administracdo exdgenada melatoninadurante a gestacdo sobre
a placenta de ratas submetidas ao consumo crénico de alcool. Utilizou-se 30 ratas
albinas divididas em 3 grupos: Controle — 10 ratas prenhes que ndo receberéo alcool;
Alcool — 10 ratas prenhes submetidasao consumo crénicode alcool; Alcool + Mel - 10
ratas prenhes submetidas ao consumo de alcool associado a melatonina. O alcool foi
administrado na dose de 3g/kg por gavagem, enquanto a melatoninafoi aplicada a
noite na dose de 0,8mg/kg por via intraperitoneal. As placentas foram pesadas e
analisadas histopatologicamente, morfometricamente e imunohistoquimicamente. Os
resultados mostraram reducédo significativa no peso placentario no grupo alcool,
enquanto, no grupo alcool + mel as médias se igualaram ao controle. As analises
histopatoldgicas exibiram uma desorganizacdo na zona do labirinto, ao mesmo tempo
gue a morfometria indicou reducéo nos vasos maternos e fetais no grupo alcool. Nos
animais dos grupos controle e alcool + mel ndo se observou alteracdes histoldgicas
ou morfométricas significativas. As analises imunohistoquimicas revelaram forte
marcagao para os fatores TNF a e VEGF no grupo alcool. Quanto & marcacao pelo
PCNA, as fémeas do grupo controle e do grupo alcool + mel apresentaram os maiores
percentuaisde células positivas. E emrelacdo a apoptose, verificou -se forte marcacéo
na zona juncional das placentas das fémeas do grupo alcool quando comparado aos
demais grupos. Portanto conclui-se que a melatonina possui um potencial de acéo
protetora sobre os danos oxidativo do etanol nas células da placenta e ainda pode
regulara geracao de citocinas inflamatorias.

PALAVRAS-CHAVE: Placenta; citocinas inflamatorias; ratas; alcool; antioxidante;

estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Chronic alcohol consumption is a risk factor for maternal and fetal health during
pregnancy. Data indicate a prevalence rate of 9.8% in the world population. From this
perspective this fact can lead to fetal alcohol syndrome and increased production of
reactive oxygen species leading to fetal disorders. On the other hand, the placenta
produces a variety of cytokines that when regulated are essential for a healthy
pregnancy. However, when unregulated, they can interrupt fetal and placental
development pathways, causing congenital deformities and other complications.
Currently, the protective effect of melatonin against the harm caused by reactive
oxygen species and its action on inflammatory cytokines has been verified. Thus, this
research aimed to analyze the effects of exogenousadministration of melatonin durng
pregnancy on the placenta of rats submitted to chronic alcohol consumption. We used
30 albinorats divided into 3 groups: Control — 10 pregnantrats that will not receive
alcohol; Alcohol — 10 pregnantrats submitted to chronic alcohol consumption; Alcohol
+ Honey - 10 pregnant rats submitted to alcohol consumption associated with
melatonin. Alcohol was administered at a dose of 3g/kg by gavage, while melatonin
was administered at night at a dose of 0.8mg/kg intraperitoneally. Placentas were
weighed and analyzed histopathologically, morphometrically and
immunohistochemically. The results showed a significantreduction in placental weight
in the alcohol group, while in the alcohol + honey group the means were equal to the
control. Histopathological analyzes showed disorganization in the labyrinth zone, while
morphometry indicated a reduction in maternal and fetal vessels in the alcoh ol group.
In the animals of the control and alcohol + honey groups, no significant histological or
morphometric alterations were observed. Immunohistochemical analyzes revealed
strong stainingfor TNF a and VEGF factors in the alcohol group.As for PCNA staining,
females in the control group and in the alcohol + honey group had the highest
percentages of positive cells. And in relation to apoptosis, there was a strong marking
in the junctional zone of the placentas of females in the alcohol group when compared
to the other groups. Therefore, it is concluded that melatonin has a potential of
protective action on the oxidative damage of ethanol in placental cells and can also
regulate the generation of inflammatory cytokines.

KEYWORDS: Placenta; inflammatory cytokines; rats; alcohol; antioxidant; oxidative
stress.
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1. INTRODUCAO

A ingestéo de &lcool por mulheres gravidas vem aumentando significativamente
nas ultimas décadas (SEBASTIANI et al., 2018). O consumo de bebidas alcodlicas
‘durante a gravidez desempenha um papel forte e significativo na diminuigdo do
desenvolvimento da prole (DISNEY et al., 2008). Estudos mostram diferencas na
porcentagem entre a ingestdo de bebidas alcodlicas por gestantes pelo mundo, no
Reino Unido 28,5%, na Russia 26,5%, na suica 20,9%, na Sérvia 15,4% e na ltalia
18,2% das gestantes da pesquisa afirmam que beberam alguma porcentagem de
alcool durante o periodo gestacional (MARDBY et al., 2017). A prevaléncia média
global do consumo de alcool por gestantes € de aproximadamente 9,8%. E no Brasil
a porcentagem é superior a média mundial com 15,2% (POPOVA, 2017).

Nessas condicdes, varios problemas que dificultam a interacao da placenta com
o feto em desenvolvimento podem ser ocasionados, aumentando os niveis de
estresse oxidativo (COSTA, 2017). As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) séo
formadas através da geragdo excessiva de moléculas chamadas radicais livres, que
podem causar nos tecidos um estado de estresse oxidativo. As EROs causam
degradacdo completa de moléculas complexas das células, podendo acarretar em
peroxidacdo lipidica, mudanca nas proteinas e no DNA ou até morte celular, sendo
nocivos para as células (WU; CEDERBAUM, 2003).

Uma variedade de citocinas também sdo produzidas pela placenta
(SZUKIEWICZ, 2012), e durante o processo gestacional, os niveis de algumas
interleucinas podem sofrer modificacdes. E em usuérios crénicos de alcool, os niveis
de Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6), e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF a)
aumentam significativamente (AHLUWALIA et al., 2000). A regulacao da sintese das
citocinas € imprescindivel para uma gestacdo saudavel. No entanto, quando a
expressao das citocinas encontra-se desreguladas, as vias de desenvolvimento fetal
e placentaria sdo interrompidas (YOCKEY; IWASAKI, 2018), levando a complica¢ces
durante a gravides como lentidao no desenvolvimento intrauterino, e dificuldade no
parto como baixo peso ao nascer, bebés prematuros e até, natimortos (POPOVA et
al., 2017).

Atualmente € bem conhecido que amelatonina (N-Acetil-5-Metoxitriptamina) age
como um antioxidante natural de extrema importancia para a saude. Atua

principalmente no figado contribuindo para a reducao do estresse oxidativo e também
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em varios 0rgaos como ovario, placentae noproéprio feto (REITER et al., 2014a). Além
disso, essaindolaminaapresentaacao sobre diversas citocinas. Como a placentanéo
€ uma barreira para a melatonina, esta consegue fluir pela membrana mostrando que
a melatonina da mée possui efeito e niveis semelhantes no feto (REITER et al.,
2014b). Entretanto, ndo se pode afirmar ainda se a melatonina exdgena administrada
durante a gestacao pode atuar nas citocinas produzidas pela placenta e assim, evitar
os danos provenientes do consumo croénico de alcool. Portanto, este trabalho teve
como objetivo avaliar morfometricamente, histologicamente e
imunohistoquimicamente (IL6, TNF-a, PCNA, VEGF e indice Apoptético) o efeito da
melatonina exdgena administrada durante a gestacdo para possivel prevencdo dos

efeitos deletérios produzidos pelo alcool na placenta de ratas.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e grupos experimentais

Este experimento foi realizado no Laboratério de Estudos Morfologicos de
Vertebrados e Invertebrados (LABEMOVI) do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) com
aprovacgdo da Comisséo de Etica Institucional (CEUA) sob n°5329121120.

Foram utilizadas 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), pesando
aproximadamente 200 * 30g, da linhagem Wistar, com 90 dias de idade, procedentes
do Biotério do DMFA, da UFRPE. Os animais foram mantidos em gaiolas com
alimentacéo e agua ad libitum, permanecendo em condi¢des padrdes de temperatura
de 22 + 1° C e iluminacdao artificial com fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, sendo o periodo de luz entre 06:00 horas as 18:00 horas. Os tratamentos com
alcool e com melatonina foram iniciados no primeiro dia de confirmacgéo da gestacéo
e foram administrados até o vigésimo dia de gestacao, e diada eutanasia. As fémeas
gue apresentaram trés ciclos estrais consecutivos regulares foram selecionadas para

0 experimento e divididas em 10 ratas por grupo da seguinte maneira:

Grupo Controle: dez ratas prenhes que néo receberam alcool e nenhum tratamento;

Grupo Alcool: dez ratas prenhes submetidas apenas aingestéo alcool;

Grupo Alcool + Mel: dez ratas prenhes submetidas ao consumo de alcool e tratadas

com melatonina simultaneamente.
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2.2 Acasalamento dos Animais

As fémeas foram submetidas ao acasalamento sempre no inicio da noite
(18:00h), periodo em que sdo mais ativos biologicamente. Foram colocadosna gaiola,
na propor¢do de um macho para cada trés fémeas. No dia seguinte foram realizados

exames vaginais de colpocitoldégico nas ratas para a confirmacéo do acasalamento.
2.3 Exame colpocitolégico

No inicio da manh4, para a coleta do material vaginal das ratas, foram utilizadas
hastes de algoddo umedecidas em soro fisioldgico, e introduzidas navaginado animal
com movimentos rotatérios. SO entdo, transferiu-se para a lamina histologica o
material coletado, também a partir de movimentos giratérios da haste sobre as
laminas. Estas foram submetidas a coloracdo com Azul de Toluidina durante 3
segundos e observadas através do microscoépio de luz, da marca OLYMPUS BX-49
para analise da presenca ou auséncia de espermatozoides. Sendo este, se

confirmado, considerado como o primeiro dia de prenhes.
2.4 Administrac&o do Etanol

Foi administrado por gavagem intragastrica, na dosagem de 3 g/Kg de alcool
etilico nas ratas desde o primeiro dia de prenhes (ARAUJO-FILHO et al., 2007;
MARCO et al., 2017; SCHEIDT et al., 2015; VARLINSKAYA; SPEAR; SPEAR, 2001)
diluido em agua destilada.

2.5 Tratamento com melatonina

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
foi administrada com injecdes diarias de 0,8 mg/Kg, durante toda a gestacao. Esta foi
dissolvidaem 0,2 mL de etanol e diluidaem 0,8mL NaCla 0,9%. Ainjecao foiaplicada
via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00h as 19:00h. (ABD-ALLAH et al.,
2003; MOUSTAFA et al., 1999; PAGET; BARNE, 1994). Esta dose é comparavel a
dosagem humana (9 mg/kg), a qual foi convertida com base na area de superficie do

corpo.
2.6 Eutanasia

Apos 20 dias de tratamento os animais foram anestesiados com hidrocloridrato
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular e eutanasiados por

aprofundamento anestésico. As placentas foram removidas a partir da abertura da
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cavidade abdominal e fixadas em solucéo de formol tamponado a 10%, durante 48

horas.
2.7 Histopatologia

Apés a eutanasia e fixacdo, o material foi desidratado em alcool etilico,
diafanizado pelo xilol e impregnado em parafina para suaincluséo e posterior cortes
no micrétomo ajustado em 5 um por corte. Os cortes foram colocados em laminas
histologicas e estas passaram pelo procedimento de coloracdo pela hematoxilina -
eosina (H. E.), e analisadas em microscépio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e
fotografados em microscépio OLYMPUS BX-50.

2.8 Anélise Morfométrica da placenta

Foram utilizadas dez laminas de cada um dos trés grupos e foram analisadas as
células do disco placentario, nas regibes do labirinto, trofospdngio,
espongiotrofoblasto e células trofoblasticas gigantes. A morfometria de pontos foi
analisada pela quantificacédo, através da graticula de 110 pontos, das estruturas e
células, as quais foram classificadas em: (1) Vascularizacdo materna; (2) Células
trofoblasticas pequenas - indiferenciadas (em contato com vasos fetal); (3) Células
intermediarias (em contato com vasos maternos); (4) Células trofoblasticas gigantes
(binucleadas); (5) Células sinciciais (proximas a regido do espongioblasto) e (6)
Mesénquima, na regiao do espongioblastos naregido do trofospdngio, e naregiao do
labirinto em: (1) Trofoblasto sincicial; (2) Parede de vasos fetais; (3) Lumen de vasos
fetais e (4) Espaco sanguineo materno Leito vascularlabirintico (vaso materno), sendo
analisados na objetiva de 40X, escolhidos aleatoriamente 15 campos por regido
placentaria (LEMOS etal., 2014).

2.9 Andlise Imunohistoquimica (TNF-a, VEGF, PCNA e Apoptose)

Foram utilizados os anticorpos TNFa (sc-33639, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), VEGF-A (MBS2540134, MyBioSource) e PCNA (Santa Cruz
Biotechnology), todos na propor¢cdo de diluicdo de 1: 100. As laminas foram
desparafinizadas e desidratadas em xilol e alcodis, respectivamente. A recuperacao
do antigeno foi realizada através de uma solucéao tampé&o de citrato pH 8,0 em alta
temperatura no micro-ondas por 5 minutos. A peroxidase endégenafoiinibida poruma
solucéo de peréoxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacao inespecifica antigeno-

anticorpo foi bloqueada pela incubacdo das laminas em PBS e albumina de soro
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bovino a 5% (BSA) por 1 hora e diluidos em PBS/BSA 1% por overnight
Posteriormente, as secbes foram tratadas com Histofine® (Cod. 414191F, - Nichirei
Biosciences, Toquio, Japao) por 30 min. A reacdo antigeno-anticorpo foi observada
através de um precipitado marrom apés aplicacao de 3,3 diaminobenzidina por quatro
minutos e contra corados com hematoxilina. As imagens foram capturadas por meio
de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus®Bx50, as quais foram
submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de Histograma RGB
(Red-Green-Blue) (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001).

Para a proliferacao celular a contagem foi realizada usando um reticulo WEIBEL
de 25 pontos, em uma ocular de 10x. Foram utilizadas trés laminas por grupo em que
foram analisados quatro campos nas placentas, com uma objetiva de 40x. Em cada
campo, 300 células marcadas pelo PCNA positivas foram contadas e transformadas

em porcentagem de células positivas (Weibel 1963).

Para apoptose, foi utilizado o método TUNEL. Os cortes foram inicialmente
desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds, a Proteinase K foi aplicada sobre as [aminas por 15
minutos. As |laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em peréxido de
hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS
e incubados em tampéao equilibrio por 60 minutos a 4 °C. Depois, 0s cortes foram
incubados em TdT a 37 °C por 1 horaem camara umida. Foi aplicada a solucao stop
por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em
PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas foram enxaguadas em PBS e os
cortes revelados com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation ™) (20 minutos), sendo contracorados com hematoxilina por 20 a
30 segundos. Apds isso, as laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas
em concentracdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas e
observadas em microscopio de luz. O indice apoptético foi determinado pela
contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 nucleos
subdivididosem 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40X
(Wu et al., 2013).
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2.10 Analise estatistica

Para anadlise estatistica do peso das placentas, da morfometria, da
imunohistoquimica com IL-6, TNF-a, VEGF, PCNA e Apoptose foi utilizado o método
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (P<0,05).

3. RESULTADOS

As placentas com vinte dias de desenvolvimento, dos grupos experimentais
controle e alcool + melatonina, ndo mostraram alteragdes histologicas significativas,
caracterizando-se pela observacédo da regido da decidua basal e a regido do disco
placentario bem desenvolvido, com a zona do labirinto, regido mais externa e mais
espessa, com presenca de vasos maternos e fetais, além de trofoblastos sinciciais
(Figs. 1 A-B e 3 A-B). Na zona juncional, também chamada de espongioblastos ou
trofospongio observou-se trofoblastos indiferenciados e célulastrofoblasticas gigantes
(binucleadas) (Figs.1 C e 3 C).

A andlise das placentas das fémeas do grupo experimental alcool, caracterizou-
se por apresentar regido da decidua basal e do disco placentario pouco desenvolvido,
com desorganizagédo da zonado labirinto com predominancia dos vasos maternos e
trofoblastos sinciciais, porémraros vasos fetais (Figs. 2 A-B). Na zonajuncional,foram
observados trofoblastos indiferenciados, numerosos aglomerados de células de

glicogénio, porém auséncia de células trofoblasticas gigantes (Fig. 2 C).

Com relacéo ao peso das placentas, verificou-se reducéo significativa no grupo
que recebeu apenas Alcool (Fig 4). Ja4 a analise morfométrica das placentas mostrou
alteracbes na zona do labirinto e juncional. No labirinto observou-se reducao dos
vasos maternos e fetais e aumento dos trofoblastos sinciciais nas fémeas que
receberam Alcool. Na zona juncional houve reducdo das células trofoblasticas
indiferenciadas e células trofoblasticas gigantes, além de aumento das células de

glicogénio (Tabela 1).

As analises imunohistoquimicas revelaram forte marcacdo para os fatores TNF
a e VEGF nasplacentasdas fémeas do grupo alcool, quando comparado as placentas
das fémeas dos grupos controle e alcool + melatonina, o que foi confirmado pela
quantificacdo desses fatores (Figuras 5 e 6). Com relacdo a marcacao pelo PCNA,

para proliferacéo celular, as fémeas do grupo controle e do grupo alcool + melatonina
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apresentaram 0s maiores percentuais de células positivas, diferindo
significativamente das placentas das fémeas do grupo alcool, que apresentou o menor
percentual (Figura 7). Com relacdo a apoptose, verificou-se forte marcacédo na zona
juncional das placentas das fémeas do grupo é&lcool em relacdo aos demais,

resultando em um elevado indice apoptético (Figura 8).
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Figura 1: Histologia das placentas do grupo Controle. A - Observar disco placentario
(P) bem desenvolvido; B - Zona do labirinto evidenciando vasos maternos (setas
curtas), presencade vasos fetais (setas longas) e trofoblasto sincicial (pontade setas);
C - Zona juncional apresentando trofospéngio (T) e células trofoblasticas gigantes
(CG). Coloragdo Hematoxilina-Eosina H.E.
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Figura 2: Histologia das placentas do grupo Alcool. A - Notar disco placentario (P)
pouco desenvolvido; B - Zona do labirinto desorganizada apresentando vasos
maternos (setas curtas) e prevaléncia de trofoblastos sinciciais (ponta de setas); C -
Zonajuncional observartrofospongios (T) e célulasde glicogénio (Cg).Coloracdo H.E.
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Figura 3: Histologia das placentas do grupo Alcool + Mel. A — Observar o disco
placentario (P) bem desenvolvido; B - Zona do labirinto contendo vasos maternos
(setas curtas), vasos fetais (setas longas) e trofoblasto sincicial (ponta de setas); C -

Zona juncional presenca de trofospongios (T) e células trofoblasticas gigantes (CG).
Coloragdo H.E.
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Figura 4: Peso das placentas. Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem
significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

Tabela 1l: Percentuais dos elementos constituintes das Zonas do Labirinto (ZL) e

Zonas Juncional (ZJ) das placentas das fémeas dos grupos experimentais.

Controle Alcool Alcool + Mel P
VM 52,75 +361a 45,34 £1,02b 54,20 £ 4,78a 0,0197
VF 36,57 + 1,68a 30,56 £1,42b 34,65 £ 1,24a 0,0002
TS 10,68 £ 1,13b 24,10 £ 0,86a 11,15 +£0,97b 0,0078
CT 49,20 +£2,09a 40,11 +1,03b 48,66 = 3,49a 0,0125
CG 12,76 = 4,80b 26,32 £ 2,16a 14,01 +4,49b 0,0334
CTG 38,04 + 3,26a 33,20 £ 1,04b 37,33 £ 2,76a 0,0113

de glicogénio e CTG= células trofoblasticas gigantes.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05). VM=vasos maternos, VF= vasos fetais,

TS= trofoblastos sinciciais, CT= células trofoblasticas indiferenciadas, CG= células
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Figura 5: Imunohistoquimicado TNFa nas placentas. Observar em A (Controle) e C
(Alcool + Mel) fraca marcacdo. Em B (Alcool) forte marcacéo. D) Quantificacdo em
pixels da expressédo desse fator. Notar elevacéo significativa dos pixels no grupo
alcool em relacdo aos demais grupos experimentais. Médias seguidas pela mesma
letra n&o diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(P>0,05).
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Figura 6: Imunohistoquimica do VEGF nas placentas. Observar em A (Controle) e C
(Alcool + Mel) fraca marcacdo. Em B (Alcool) forte marcacdo. D) Quantificacdo em
pixels da expressédo desse fator. Notar elevacéo significativa dos pixels no grupo
alcool em relacdo aos demais grupos experimentais. Médias seguidas pela mesma
letra n&o diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(P>0,05).
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Figura 7: Imunohistoquimica para o PCNA nas placentas. Observar em A (Controle)
e C (Alcool + Mel) varias células positivas. Em B (Alcool) poucas células positivas. D)
Quantificacdo em pixels da expresséo desse fator. Notar elevacéo significativa dos
pixels nogrupo élcool em relacdo aos demais grupos experimentais. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon -Mann-
Whitney (P>0,05).
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Figura 8: Imunohistoquimica para apoptose (TUNEL) nas placentas. Observar em A
(Controle) e C (Alcool + Mel) poucas células positiva (setas). Em B (Alcool) varias
células positivas (setas). D) indice apoptdtico. Notar elevacgéo significativa no grupo
alcool em relacdo aos demais grupos experimentais. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(PL10,05).
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4. DISCUSSAO

A analise morfométrica revelou alterac6es nas zonas do labirinto e juncional nas
placentas do grupo alcool, caracterizadas pela reducéo dos vasos maternos e fetais,
além dos trofoblastos e células trofoblasticas gigantes, sugerindo que essas
alteracbes podem causar mudancas na estrutura placentaria promovendo baixa
nutricdo ao feto (KALISCH-SMITH 2016). Porém, a administracdo de melatonina foi
capaz de prevenir tais efeitos, visto que de acordo com Lanoix et al. (2008) essa
idolamina é capaz de promover a sobrevivéncia dos trofoblastos, além de ser capaz
de exercer regulacdo positiva na sintese de RNAmM de genes para expressao de
enzimas antioxidantes, eliminando assim, os radicais livres gerados pelo alcool
(HANNAN et al., 2018).

Para fornecer uma possivel compensacao nutricional para o feto decorrente do
efeito do alcool sobre a placenta ha um aumentodas célulasde glicogénio, pois sabe-
se que os estoques de glicogénio placentario fornecem uma fonte de glicose para
concluir o crescimento fetal no final da gravidez (COAN et al., 2006; GARDEBJER et
al., 2014; ROBERTS; TUNSTER, 2020). Em nossos experimentos a presenca da
melatoninaevitou o aumento dessas células, provavelmente por ter permitido um fluxo
nutricional adequado, uma vez que ndo houve alteracdo na quantificacdo dos vasos

maternos e fetais.

Além disso, o alcool ingerido durante a gravidez pode modificar adaptacdes
vasculares uterinas especificas e modular a angiogénese uterina induzida por
estrogénio (RAMADOSS, JOBE, MAGNESS, 2011). Tais adaptacfes, podem causar
desenvolvimento de vasos tortuosos e ineficazes para o desenvolvimento e
manutencdo saudavel da gestacdo (WOODS, 2018). Nos nossosresultados verificou-
se um aumento da expressdo do VEGF placentario o que pode ter tido um efeito
negativo sobre os vasos maternos e fetais ocasionandoumadesorganiza¢cdoe menor
desenvolvimento placentariono grupo alcool. Essa queda naangiogénese é resultado
dos efeitos diretos e indiretos que o etanol causa na elevagcdo das citocinas,
ocasionando possivelmente a disfuncdo placentaria (HOLBROOK et. al. 2019).
Porém, a administracdo de melatonina melhora o fluxo sanguineo, pois pode
normalizar a expressao das citocinas inflamatorias, que sao os principais mediadores
da ativacao da coagulacédo (YAWNO et. al., 2012). Portanto, a melatonina induz a

expressdo e atividade da catalase e superoxido dismutase, podendo prevenir o
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estresse oxidativo e inibir a expressdo do VEGF contribuindo para a regulacéo
placentaria (VALENZUELA et al., 2015). Podemos observar tal redugdo no grupo
tratado simultaneamente com alcool + mel, onde os niveis de VEGF demonstraram

marcacdo semelhante & marcagao do grupo controle.

Quanto aos pesos placentarios o grupo alcool apresentou reducdo quando
comparado aos demais grupos. Este resultado é similar com o apresentado no
trabalho de Gardebjer et al. (2014), onde, aponta reducdo do peso placentario além
de alteracdes em sua morfologia. Devido a geracdo de estresse oxidativo apés a
ingestdo do alcool, ha uma mudanca no fluxo sanguineo da placenta, que leva a
deficiéncias na circulacédo da placenta (SEBASTIANI et al., 2018), ocasionando perca

naobtencado de nutrientes e liberagéo de excretas pelo feto (BURD et al., 2007).

Nossos resultados evidenciaram a elevacdo do TNF-a no tecido placentario das
ratas do grupo alcool. O TNF-a é necessario para a implantagao bem sucedida, e em
casos de elevacao nas suas concentracdes, pode ocorrer aborto (KWAK-KIM, 2002;
ZHANG et al., 2016). Segundo Holbrook (2019), ha um padrao elevado e significativo
nos niveis de algumas citocinas, como TNF-a, em ratas que foram expostas ao alcool
durante o periodo pré-natal. Assim, como os achados de Ahluwalia (2000), onde a
guantidade de TNF-a aumentou quase 20 vezes durante a gravidez submetida ao
consumo de alcool. De acordo com nossos resultados, a melatonina exégena
administrada nas ratas do grupo alcool + mel preveniu o aumento de TNF-a. Segundo
Berbets et al. (2019), a melatonina pode afetar a atividade de mediadores
inflamatérios envolvidos na gravidez. Este hormbnio exerce seus efeitos anti-
inflamatérios regulando citocinas pré e anti-inflamatorias em situacdes diversas
(ZHANG et al., 2020), como ja foi demonstrado por Haddadi; Fardid (2015), onde, a
administracdo de melatoninaexégena causou diminui¢do da secrecdo exacerbada de
TNF-a.

Neste trabalho, as placentas do grupo alcool apresentaram menor marcacao de
PCNA em relacdo aos outros grupos estudados. Segundo Bertolini et al. (2007), para
que a placenta se desenvolva corretamente é necessario um equilibrio entre a
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. Além disso, os citotrofoblastos
humanos sofrem apoptose quando expostos ao etanol (KALISCH-SMITH, 2016). Em
estudos, Shanmugan etal. (2019), verificaram que a exposi¢ao ao alcool ocasionou a

reducdo do padrdo de expressdo do PCNA, e assim, a reducéo do crescimento dos



1532
1533
1534
1535
1536
1537
1538

1539
1540
1541
1542
1543
1544
1545
1546
1547
1548
1549
1550

1551

1552
1553
1554
1555
1556
1557
1558
1559

1560

1561

54

trofoblastos humanos. Isto também pode explicar a reducdo dos trofoblastos
indiferenciados e células trofoblasticas gigantes na zona juncional das placentas do
grupo alcool observadas em nosso trabalho. Enquanto que nossos resultados dos
niveis de PCNA do grupo alcool + mel n&o diferem estatisticamente dos resultados do
grupo controle, pois a melatonina age de forma ampla como um potente antioxidante
e também possui propriedades anti-inflamatoérias (TAN et al., 2007; PARADIES et al.,
2010).

Sabe-se que as células citotrofoblasticas exibem um aumento nos niveis de
apoptose apos exposicao ao alcool (BOLNICK et al., 2014). Pois, 0 estresse oxidativo
pode resultar na fosforilagdo e acumulo da proteina p53, podendo resultar em
apoptose celulare prejuizo nainvasédoembrionariae proliferacao placentaria (FORTIS
et al., 2018). Como podemos observar nos nossos resultados do grupo alcool, onde
houve forte marcacdo na zona juncional das placentas, resultando em um elevado
indice apoptotico quando comparados ao grupo controle e grupo alcool + mel. O
tratamento com melatoninapodeter prevenido a apoptose das célulasapos exposi¢cao
ao alcool. Lanoix et al. (2013) afirmam que a melatonina consegue reduzir a apoptose
pois ela atua na mitocdndria através das vias ativadas pelo estresse oxidativo sendo
capaz de reduzir a perda dos citotrofoblastos vilosos. Assim, podendo atuar na

manutenc¢do e/ou narestauracao da atividade placentaria.
5. CONCLUSAO

Diante do apresentado concluimos que a melatonina possui alto potencial
protetor sobre as células da placenta, regulando a expressdo das citocinas
inflamatérias. Além disso, diferentemente dos resultados observados no grupo tratado
com alcool,a melatoninaconseguiu asseguraraestrutura placentaria, atenuara perda
de peso fetal, conservar o crescimento endotelial vascular e os indices apoptoticos e
também manter a proliferacdo celular. Sendo um importante antioxidante para o
organismo e para uma gama de patologias provocadas pela alta geracéo de radicais

livres.
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