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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar si la administracion de melatonina durante
el embarazo y la lactancia puede mitigar el dafio hepético y renal inducido por el
alcohol en la descendencia. Se formaron tres grupos con la descendencia de 30 ratas
Wistar albinas del bioterio de la UFRPE: grupo de control, descendencia de ratas que
no consumieron alcohol; grupo de alcohol, descendencia de ratas que consumieron
alcohol; grupo de alcohol+mel, descendencia de ratas que consumieron alcohol y
recibieron melatonina. Las ratas hembra recibieron 3 g/Kg de alcohol y 0.8 mg/Kg de
melatonina durante el periodo gestacional y de lactancia. Las crias de rata fueron
sacrificadas a los 30 dias de edad. Los 6rganos recolectados fueron sometidos a
procedimientos histologicos para analisis morfométricos, histopatolégicos y
estadisticos. En el higado del grupo de alcohol, se observé congestion en las venas
portal y centrolobulares, esteatosis y alteraciones en el tamafio del parénquima
hepatico, que no estaban presentes en los grupos de alcohol+mel y control. En el
grupo de alcohol, los rifiones también mostraron congestion en el area cortical, sin
espacio subcapsular y con tamafio alterado de los glomérulos; en cambio, el grupo
tratado con melatonina no presentd alteraciones en estos organos. Los analisis
estadisticos de los pesos y longitudes del grupo de alcohol+mel tampoco revelaron
alteraciones significativas en comparacion con el grupo expuesto solo al alcohol. Asi,
la melatonina actué de manera positiva, interfiiendo y mitigando los efectos
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perjudiciales que el etanol tenia en el higado, los rifiones, el peso y la longitud de la
descendencia cuyas madres fueron sometidas a un consumo crénico de alcohol.

Palabras clave: Alcohol, Antioxidante, Feto, Radicales libres, Raton.

INTRODUCCION

Casi el 10% de las mujeres en todo el mundo consumen alcohol durante el periodo
gestacional (POPOVA et al., 2017). Esta prevalencia en las Américas es del 11,2%,
segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2019). Esta ingestién de
bebidas alcohdlicas durante el embarazo se considera ain mas grave, ya que puede
llevar a varias consecuencias adversas no solo para la madre, sino también para el
embrién o feto. Estos resultados perjudiciales se conocen como Trastornos del
Espectro Alcoholico Fetal (TEAF), que incluyen cambios mentales, fisicos, cognitivos
y conductuales (BERTRAND et al., 2005).

Los problemas causados a la descendencia de madres alcohélicas se consideran los
mas perjudiciales derivados del alcoholismo, ya que el alcohol llega facilmente a los
tejidos fetales (MESQUITA; SEGRE, 2009). Ademas, segun algunos autores, el
alcohol también puede llegar a la leche materna en grandes o pequefias cantidades
(BURGOS et al., 2002).

Durante el metabolismo del alcohol, se liberan radicales libres que aumentan el estrés
oxidativo y causan cambios en la actividad de las proteinas (GONCALVES; PEREIRA,
2007). El higado es principalmente responsable de metabolizar el alcohol, siendo la
magnitud del dafio hepatico determinada por la cantidad y regularidad del consumo,
lo que puede causar hepatitis, esteatosis hepdtica, fibrosis, cirrosis y carcinoma
hepatocelular (LIEBER, 2005; FONSECA; RODRIGUES, 2018).

Segun Batista et al., (2010), el consumo constante de alcohol también puede causar
varios efectos en los rifiones y en grandes cantidades puede llevar al sindrome de
necrosis tubular aguda. Asi, el consumo de bebidas alcohdlicas esta relacionado con
la promocién de la insuficiencia renal crénica, ademas de que los autores presentan
la relacion entre el alcoholismo y los cambios en la fisiologia y morfologia renal (THIEL

et al., 1977).
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En vista de esto, el uso de antioxidantes ha sido una alternativa para compensar los
dafios causados por el estrés oxidativo en los 6rganos, como la melatonina, que
ademas de reducir la formacion de radicales libres y estimular la accion de enzimas
antioxidantes, también disminuye la oxidacion hepatica, protege el ADN nuclear y
mitocondrial y aumenta los niveles de ARN mensajero para enzimas antioxidantes
(GUERRERO et al., 2007; SOLIS-HERRUZO; SOLiS-MUNOZ, 2009; SOUZA,;
MORAIS, 2016). Durante el periodo gestacional, la melatonina materna llega al feto a
través de la placenta, por lo que puede desempeniar sus funciones en el feto o embriéon
y en las primeras semanas de vida, esta hormona puede llegar al recién nacido a
través de la leche materna (ALVES et al., 1998; THOMAS et al., 2002; CARPENTIERI
etal., 2012; REITER et al., 2013).

Considerando los efectos perjudiciales que puede causar el consumo excesivo de
alcohol en el organismo, es pertinente investigar la posible accion protectora de la
melatonina sobre el dafio causado por el etanol en la descendencia de ratas. Asi, esta
investigacion tuvo como objetivo evaluar si la melatonina exégena administrada
durante el embarazo y la lactancia puede prevenir los efectos perjudiciales causados

por el alcohol en el higado y los rifiones de la descendencia de ratas.
MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en la Universidad Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) y fue aprobada por el Comité de Etica Institucional bajo el registro n.°
3325300821. Participaron en este estudio 30 ratas hembra albinas virgenes (Rattus
norvegicus albinus), de 90 dias de edad, con un peso de aproximadamente 250+30 g,
de la cepa Wistar, adquiridas a través del bioterio del Departamento de Morfologia y
Fisiologia Animal (DMFA). Los animales fueron provistos de alimento y agua, y se
alojaron en jaulas a una temperatura ambiente de 22+1 °C. La iluminacién fue
proporcionada por lamparas fluorescentes de 40W (marca Philips, modelo luz del dia),
estableciendo un fotoperiodo de 12 horas. Las ratas hembra se sometieron a
examenes colpocitoldgicos para identificar el ciclo estral y se seleccionaron aquellas
gue presentaron tres ciclos estrales regulares consecutivos para el experimento.

Después del apareamiento y confirmacion del embarazo, se dividieron en 3 grupos
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experimentales con 10 animales cada uno, para la futura formacién de los siguientes
grupos con la descendencia: grupo de control: crias de ratas que no recibieron alcohol
durante el embarazo y la lactancia, sacrificadas después de 30 dias de vida; grupo de
alcohol: crias de ratas sometidas a consumo cronico de alcohol durante el embarazo
y la lactancia, sacrificadas después de 30 dias de vida; grupo de alcohol + mel: crias
de ratas sometidas a consumo crénico de alcohol y tratadas simultdneamente con
melatonina durante el embarazo y la lactancia, sacrificadas después de 30 dias de

vida.
APAREAMIENTO DE LOS ANIMALES

Las hembras en los experimentos fueron apareadas al comienzo de la noche (18:00
h). Al dia siguiente, se realizaron examenes colpocitoldgicos utilizando el método de
tincién de Shorr-Harris, tomando la presencia de espermatozoides como parametro

para la confirmacion del apareamiento.
ADMINISTRACION DE ETANOL

Se administré una dosis de 3 g/Kg de etanol intragastricamente a las ratas durante el
embarazo (VARLINSKAYA et al., 2001; ARAUJO-FILHO et al., 2007; VEIGA et al.,
2007; SCHEIDT et al., 2015; MARCO et al., 2017).

TRATAMIENTO CON MELATONINA

La melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EE. UU.),
se administré en inyecciones diarias de 0.8 mg/Kg durante todo el embarazo. Para
este proposito, la melatonina se disolvié en 0.2 mL de etanol y se diluy6 en 0.8 mL de
solucion salina al 0.9%. Las inyecciones se aplicaron por via intraperitoneal, siempre
entre las 6:00 p. m. y las 7:00 p. m. Esta dosis es comparable a la dosis humana (9
mg/kg), que se convirtio en funcion de la superficie corporal (MOUSTAFA et al., 1999;
ABD-ALLAH et al., 2003). Los grupos de control y alcohol recibieron el vehiculo de la

hormona.
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PESO Y MEDICION DE LOS ANIMALES

Los pesos y longitudes de las crias se registraron el dia del nacimiento, utilizando una
balanza de precision y una cinta métrica. Las medias de los datos obtenidos se

utilizaron para los analisis estadisticos.
HISTOPATOLOGIA

Para recolectar el higado y los rifiones de las crias a los 30 dias de edad, los animales
fueron anestesiados con clorhidrato de ketamina (80 mg/kg) y xilazina (6.0 mg/kg) por
via intramuscular. A continuacion, se abrioé la cavidad abdominal para extraer los
organos. Doce cachorros fueron utilizados por grupo, independientemente del sexo.
Los animales fueron sacrificados mediante anestesia profunda con clorhidrato de
ketamina (80 mg/Kg) y xilazina (6.0 mg/Kg), asociada a tiopental (100 mg/kg), por via
intraperitoneal. Fragmentos de higado y rifion fueron sumergidos en formaldehido
tamponado, permaneciendo alli durante 48 horas. Luego, partes de estos érganos
pasaron por el proceso de deshidratacién y diafanizacion para ser embebidos en
parafina. Las secciones se realizaron en un microtomo tipo Minot (Leica RM 2035)
ajustado a 5 mm. Cuando se obtuvieron, se colocaron en portaobjetos previamente
engrasados con albumina de Mayer y se dejaron secar durante 24 horas a una
temperatura de 37°C en un horno. Finalmente, las secciones fueron tefidas con
hematoxilina-eosina (H.E.) y analizadas en un microscopio de luz OLYMPUS BX-49 y

fotografiadas en un microscopio OLYMPUS BX-50.

ANALISIS MORFOMETRICO

HIGADO

El estudio morfométrico se realizé segun la metodologia descrita por Engelman et al.,
(2001). Se determind la proporcion entre el parénquima no lobulillar y lobulillar del
higado de las crias a los 30 dias de los grupos experimentales mediante métodos
estereoldgicos, utilizando una rejilla con 100 puntos de prueba, colocada en las

secciones de las preparaciones histologicas tefiidas con tricromico de Mallory, ya que
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esto facilita la visualizacion de los espacios porta al utilizar métodos estereolégicos.
Se utilizaron cinco portaobjetos para el conteo, considerando 10 campos visualizados

a través del objetivo de 40x, concluyendo 5.000 puntos por grupo.
RINONES

Para el analisis morfométrico de los rifiones de las crias a los 30 dias de los grupos
experimentales, se utilizaron cinco portaobjetos de cada grupo y se analizaron diez
glomérulos en cada portaobjetos. Las medidas se limitaron a los glomérulos, que
demostraron, en un solo corte, los polos vascular y urinario. Este arreglo indica la
seccién que coincide con la region ecuatorial del glomérulo. Para las mediciones, se
utilizaron glomérulos seleccionados al azar. Con el uso de una camara de video
Sony®, acoplada al microscopio Olympus® Bx50, se grabaron las imagenes y se
realizé el andlisis morfométrico utilizando la aplicacion Line Morphometry, calibrada
en micrometros, asociada al programa Optimas® 6.2 para Windows. El valor del &rea
glomerular se obtuvo posicionando el cursor para dibujar una linea circular externa,
coincidiendo con los limites del penacho glomerular. Para medir la capsula de
Bowman, se adopt6 la misma metodologia (AKAOKA et al., 1994). Para calcular el
volumen del glomérulo y la capsula de Bowman, se utilizaron los criterios descritos
por Pagtalunan et al., (2000). Para esta estimacion, se utilizé la ecuacion 4/31r3,

destinada a calcular el volumen de la esfera, en la que "r" representa el radio.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacion de los datos morfométricos, se realiz6 el analisis de varianza, y
cuando fue significativo, se complementé con la prueba de comparaciones mdaltiples

de Tukey y Kramer. Se adopto6 un nivel de significancia de 0,05 (P <0,05).
RESULTADOS

En cuanto al peso y la longitud de las crias después del nacimiento, hubo una
reduccion significativa en el grupo que recibié solo alcohol (Figuras 1y 2). El andlisis

histopatolégico del higado de los animales en el grupo de control mostré6 un
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parénquima hepatico sin cambios con cordones de hepatocitos organizados
bordeando la vena central lobulillar, intercalados con capilares sinusoidales. Sin
embargo, las crias de ratas que recibieron alcohol durante el embarazo y la lactancia
mostraron parénguima hepatico con congestion en las venas portal y centrolobulillar,
ademas de un alto grado de esteatosis. Estos efectos no se observaron en los

animales del grupo Alcohol + Mel (Figura 3).

Los rifiones de los animales en el grupo de control estaban bien conservados, con la
mayoria de los glomérulos y el espacio subcapsular bien definidos, ademas de tabulos
contorneados proximales y distales con caracteristicas normales, sin ninguna
alteracion. Estas caracteristicas también se verificaron en los riflones de los animales
que recibieron melatonina. En los rifiones de los animales que recibieron solo alcohol,
se observd la presencia de areas de congestién en la corteza y corpusculos con

ausencia de espacio subcapsular (Figura 4).

El andlisis morfométrico del higado de los animales, cuyas madres recibieron solo
alcohol durante el embarazo y la lactancia, mostré un parénquima lobulillar
significativamente reducido y un parénquima no lobulillar aumentado. En el analisis
morfométrico de los rifiones, también se observd una reduccién significativa en el
diametro y el volumen del glomérulo, ademas del diametro y el volumen de la cipsula
de Bowman, en este grupo. Mientras que los grupos de control y Alcohol+Mel no

presentaron estas alteraciones (Tablas 1y 2).
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Figura 1: Peso de las crias al nacer. Alcohol: Observar reduccion de peso significativa; Control y
Alcohol+Mel: No hubo diferencia significativa. Medias seguidas de la misma letra en las lineas no
difieren significativamente por la prueba Anova de una via de Tukey con post hoc (p < 0.05)
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Fuente: Autores, 2023.
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Figura 2: Longitud de las crias al nacer. Alcohol: Observar reduccion significativa en la longitud; Control
y Alcohol+Mel: No hubo diferencia significativa. Medias seguidas de la misma letra en las filas no
difieren significativamente por la prueba Anova de una via de Tukey con post hoc (p < 0.05)
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Fuente: Autores, 2023.
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Figura 3: Fotomicrografia del higado de los animales a los 30 dias de edad. (AB) - Control: sin
alteraciones con cordones de hepatocitos organizados; (CD) - Alcohol: observe congestién de venas
portal y centrolobulillar y alto grado de esteatosis; (EF) - Alcohol + Mel: estructuras similares al control.
Flechas largas - vena centrolobulillar; Flechas cortas - cordones de hepatocitos; Asterisco - conducto
bilifero; Puntas de flecha - sinusoides; Flechas discontinuas - co-manejo de la vena centrolobulillar;
Flechas blancas - hepatocitos que muestran esteatosis. H.E.

Fuente: Autores, 2023.
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Figura 4: Fotomicrografia de los rifiones de los animales a los 30 dias de edad. (AB) - Control: estructura
histolégica preservada; (CD) - Alcohol: observe la presencia de areas de congestion en la corteza y
corpusculos con ausencia del espacio subcapsular; (EF) - Alcohol + Mel: estructuras similares al control

Flechas largas - capsula de Bowman; Asterisco - glomérulo; Flechas discontinuas - congestion cortical
Flechas cortas - ausencia de espacio subcapsular; Rc - Region Cortical. H.E.
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Fuente: Autores, 2023.
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Tabla 1. Media + desviacion estandar del porcentaje de parénquima lobulillar y no lobulillar en el higado
de los animales a los 30 dias de vida

Grupos Control Alcohol Alcohol + Mel P
Parénquima lobulillar 81.59 + 2.95y 73.26 £ 1.40b 80.53+1.42a  0.0050
Parénquima no lobulilla 18.43 +2.97y 26.50 £ 1.04b 19.50+1.48y  0.0053

Fuente: Autores, 2023.

Las medias seguidas de la misma letra en las filas no difieren significativamente segun

la prueba Anova de una via de Tukey con post hoc (p < 0,05).

Tabla 2. Media £ desviacién estandar del diametro glomerular (DG), volumen del glomérulo (VG),
diametro de la capsula de Bowman (DCB), volumen de la capsula de Bowman (VCB) en los rifiones de
los animales a los 30 dias de vida

Grupos Control Alcohol Alcohol + Mel P

DG (um) 6629 + 351a 4670 £ 121b 6302 = 157a 0.0017
VG (um 35212 + 3584a 20329 + 1734b 33319 + 216a 0.0094
DCB(um) 7338 + 296a 5877 + 380b 7202 £ 110a 0.0024
VCB(um?® 41645 + 544a 30881 + 761b 42972 + 464a 0.0317

Fuente: Autores, 2023.

Prueba Anova de una via de Tukey con post hoc (p < 0,05).
DISCUSION

La exposicion intrauterina al alcohol puede causar varios efectos perjudiciales en el
feto o embrién, tales como anomalias estructurales y deficiencias conductuales,
neurocognitivas, y uno de los primeros sintomas prenatales, la deficiencia de
crecimiento (longitud y/o peso) que posiblemente persiste en el periodo postnatal
(HOYME et al., 2005).

En este trabajo, se observo una disminucion en el peso y la longitud de las crias con
el consumo de alcohol por las madres, mientras que en los grupos de control y
alcohol+mel no hubo diferencias significativas para este resultado. Autores como

Domingues et al., (2009) también encontraron la interferencia del etanol en el
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crecimiento de los fetos. Dado que el consumo excesivo de alcohol puede afectar la
capacidad materna para mantener el desarrollo del feto, interfiriendo en la absorcion
de nutrientes por parte de la madre y causando vasoconstriccion del cordén umbilical
y la placenta, alterando su capacidad para proporcionar nutrientes al feto a través del
flujo sanguineo (GOODLETT; HORN, 2001).

A su vez, la melatonina en el grupo alcohol+mel logré preservar el crecimiento fetal,
ya que tiene una accion antioxidante, protegiendo la placenta contra dafios, ademas
de estimular el paso de nutrientes a traves del cordén umbilical (EIFERT et al., 2015).
Asi como Nagai et al., (2008) encontraron en su estudio que el tratamiento con

melatonina evito la restriccion del crecimiento fetal y el dafio oxidativo a la placenta.

En los analisis histopatoldgicos y morfométricos del higado en el grupo de alcohol, se
detectd congestion en las venas centrolobulillares y portal, ademas de esteatosis, que
es considerada la primera etapa de la enfermedad hepatica alcohdlica, siendo una
consecuencia directa de los impactos causados por el metabolismo del alcohol
(BREITKOPF et al., 2009). La esteatosis puede ser causada por la acumulacion de
NADH en los hepatocitos durante el metabolismo del etanol, provocando cambios en
el metabolismo de los lipidos al inhibir la 3-oxidacién de los acidos grasos y aumentar
su sintesis para eliminar el exceso de hidrégeno (ALBANO, 2006; SOZIO; CRABB,
2008).

Por otro lado, estas alteraciones no se observaron en el grupo de alcohol+mel,
indicando la accién beneficiosa de la melatonina y demostrando su eficacia en la
proteccion del higado de las crias contra las lesiones causadas por la exposicion al
alcohol. Las actividades antioxidantes y antiinflamatorias de la melatonina son bien
conocidas, ademas de sus propiedades protectoras contra el estrés oxidativo y su
capacidad para prevenir la esteatosis hepatica alcohodlica (ZHANG et al., 2017). Segun
Hu et al., (2009), la melatonina demostro la capacidad de inhibir la generacion de
radicales libres, lo que resulta en una reduccion considerable de la esteatosis, la
peroxidaciéon lipidica y la actividad de citocinas inflamatorias en ratas adultas

expuestas al consumo de alcohol. Nuestro trabajo mostré que la administracion de
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melatonina también puede detener el desarrollo del dafio hepatico causado en las

crias de madres que consumen alcohol durante el embarazo y la lactancia.

En el grupo de alcohol, los hallazgos histologicos y morfométricos también mostraron
congestion en la region cortical y ausencia de espacio subcapsular en los corpusculos
renales, ademas de una reduccion significativa en el volumen y el diametro de los
glomérulos y la capsula de Bowman. Estudios han confirmado la relacion entre la
Enfermedad Arterial Renal Aterosclerdtica (ARAD) y el consumo crénico de alcohol,
lo que lleva a la atrofia renal, asi como al aumento de la produccion de especies
reactivas de oxigeno por el metabolismo del etanol, lo que puede afectar los rifiones
y dafiar los tabulos renales; estos radicales libres también afectan a las células del
sistema inmunologico y estimulan la produccion de citocinas proinflamatorias, lo que
puede llevar al desarrollo de enfermedades renales (KONOPKA et al., 2007; BARR et
al., 2016; VARGA et al., 2017; WANG et al., 2017).

El grupo de alcohol + mel no revel6 estas lesiones en los rifiones, lo que indica la
accion de la melatonina con sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes y
moduladores de citocinas en este 6rgano también. El tratamiento con melatonina es
capaz de reducir de manera significativa el estrés oxidativo en los riflones, ademas de
ejercer una accién antiapoptética, con la capacidad de reducir las citocinas
proinflamatorias, mejorar la actividad mitocondrial y tener efectos beneficiosos sobre
las alteraciones en la presion renal (RUSSCHER et al., 2012, ZHANG et al., 2021).
Esto explica la proteccion contra los cambios en la histologia renal y cémo evito la
congestion causada por la estimulacién de acciones inflamatorias en el grupo de
alcohol + mel, ya que la melatonina tiene una variedad de actividades biologicas
realizadas en diferentes 6rganos a través de sus receptores. Estudios con ratas
adultas muestran que la melatonina evita el deterioro estructural y funcional del tejido
renal causado por el estrés oxidativo inducido por el etanol (KURHALUK et al., 2020).
Sin embargo, nuestros hallazgos indican que la melatonina es capaz de atenuar estas
lesiones también en las crias que estuvieron expuestas al etanol durante el embarazo

y la lactancia.
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CONCLUSIONES

Asi, la melatonina fue capaz de interferir y mitigar los efectos perjudiciales que el
etanol ejercid sobre la histologia del higado y los rifilones de las crias cuyas madres
fueron sometidas a un consumo cronico de alcohol. Esta investigacion también mostré

un efecto positivo de esta hormona sobre el peso y

la longitud, lo que significa que el exceso de alcohol no altera la absorcion y el
transporte de nutrientes entre la madre y las crias. Asi, sugiriendo que la melatonina
puede ser un adyuvante importante en el tratamiento de los dafios causados por el

alcohol en el higado y los rifiones de los hijos de mujeres alcohdlicas.
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