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RESUMO

O consumo de alcool na gestacdo constitui um grave problema de saude publica,
pois aumenta o risco de abortos espontaneos, retardo mental e anomalias
congénitas, comprometendo o desenvolvimento fetal saudavel. A producdo de
acetaldeido e o aumento na liberacéo de radicais livres decorrentes do metabolismo
etilico sdo os principais fatores que contribuem para os prejuizos causados pelo
alcool. Esses produtos reagem e lesionam proteinas, lipideos e DNA das células e,
portanto, prejudicam a organogénese e a fisiologia fetal. A melatonina é um
poderoso antioxidante, capaz de cruzar livremente as barreiras morfofisiolégicas
encontradas nas células e nos compartimentos celulares, incluindo o ndcleo e a
mitocbndria, protegendo, assim, as membranas celulares, as proteinas e o0s
genomas nuclear e mitocondrial. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito protetor
da melatonina exdgena sobre os neonatos de matrizes submetidas ao consumo
crébnico de &lcool durante a prenhez. Utilizou-se 20 ratas prenhes divididas nos
grupos: | — Ratas que receberam agua destilada (controle); Il — Ratas que receberam
alcool etilico absoluto (3 g/kg/dia); Ill — Ratas que receberam alcool etilico absoluto
(3 g/kg/dia) e melatonina (10 mg/kg/dia); IV — Ratas que receberam alcool etilico
absoluto (3 g/kg/dia) e melatonina (15 mg/kg/dia). Ap6s o nascimento, as matrizes e
10 filhotes (cinco machos e cinco fémeas) de cada grupo experimental foram
anestesiados para coleta do sangue e figado das mées e do sangue, figado e
cérebro dos neonatos para verificacdo da frequéncia de danos no DNA pelo ensaio
cometa. O sangue ainda foi usado para o teste do microndcleo. Anélises sobre
tamanho e peso ao nascer dos neonatos, assim como avaliacbes morfomeétricas,
histoquimicas (quantificacdo de glicogénio e colageno) e imunohistoquimicas (fator
TNF-a e IL-6) no figado desses animais também foram realizadas. Os resultados
demonstraram um aumento significativo de dano no DNA das células sanguineas e
hepéticas das matrizes e das proles do grupo alcool, bem como no cérebro desses
neonatos. Os tratamentos com melatonina (10 e 15 mg/kg/dia) reduziram
significativamente a genotoxicidade causada pelo etanol no sangue das maes e dos
neonatos (machos e fémeas), no figado das matrizes e dos filhotes machos e no
cérebro da prole de fémeas. Mostrou-se ainda que apenas a prole de fémeas
exposta ao consumo materno de A&lcool apresentou frequéncia maior de

microndcleos em eritrocitos policrométicos. Além disso, a exposi¢ao intrauterina ao



alcool provocou reducgdo significativa no comprimento e peso ao nascer dos
neonatos. Ademais, reduziu o numero de hepatdcitos e de sua area nuclear,
aumentou a area citoplasmatica dessas células, diminuiu o acumulo de glicogénio
hepatico e elevou os niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6. Contudo, o
namero de megacariocitos e a deposicdo de colageno ndo foram alterados. Os
tratamentos com melatonina a 10 e a 15 mg/kg durante a prenhez protegeram os
neonatos contra as injurias provocadas pelo consumo materno de alcool sobre o
crescimento, peso ao nascer e morfofisiologia hepatica. Assim, concluimos que o
tratamento com melatonina exdgena pode ser uma estratégia eficaz na protecédo

contra danos induzidos pela exposi¢éo pré-natal ao alcool.

Palavras-chave: Ensaio Cometa. Etanol. Imunohistoquimica. Melatonina. Neonato.

Teste do Micronucleo.



ABSTRACT

Alcohol consumption during pregnancy is a serious public health problem because it
increases the risk of spontaneous abortions, mental retardation and congenital
anomalies, compromising healthy fetal development. Production of acetaldehyde and
increase in the liberation of free radicals due to the metabolism of ethanol are the
main factors that contribute to the damages induced by alcohol. These products react
and injure proteins, lipids and DNA of the cells and thus impair organogenesis and
fetal physiology. Melatonin is a powerful antioxidant capable of freely crossing the
morphological and physiological barriers found in cells and cell compartments,
including the nucleus and mitochondria, protecting cell membranes, proteins and
nuclear and mitochondrial genomes. The objective of this study was to evaluate the
protective effect of exogenous melatonin on the neonates of matrices submitted to
chronic alcohol consumption during pregnancy. Twenty pregnant rats were used and
divided into the groups: | - Rats receiving distilled water (control); Il - Rats receiving
absolute ethyl alcohol (3 g/kg/day); Ill - Rats receiving absolute ethyl alcohol (3
g/kg/day) and melatonin (10 mg/kg/day); IV - Rats receiving absolute ethyl alcohol (3
g/kg/day) and melatonin (15 mg/kg/day). After birth, dams and 10 neonates (five
males and five females) of each experimental group were anesthetized to collect of
the dams' blood and liver and of the neonates' blood, liver and brain to verify the
frequency of DNA damage by the comet assay. Blood was also used for the
micronucleus test. Analyzes of size and birth weight of newborns, as well as,
morphometric, histochemical (quantification of glycogen and collagen) and
immunohistochemical (tumor necrosis factor alpha - TNF-a and interleukin 6 - IL-6)
evaluations in the liver of these animals were also performed. Our results
demonstrated a significant increase in DNA damage in the blood and liver cells of the
dams and offspring of the alcohol group as well as in the brains of these neonates.
Treatments with melatonin (10 and 15 mg/kg/day) significantly reduced the
genotoxicity caused by ethanol in the blood of dams and neonates (males and
females), liver of dams and male offspring, and in the brain of offspring of females. It
was also shown that only the offspring of females exposed to maternal alcohol
consumption showed a higher frequency of micronuclei in polychromatic
erythrocytes. In addition, intrauterine exposure to alcohol resulted in a significant

reduction in neonatal length and birth weight. Moreover, it reduced the number of



hepatocytes and their nuclear area, increased the cytoplasmic area of these cells,
decreased the accumulation of hepatic glycogen and raised the levels of the
proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6. However, the number of megakaryocytes
and collagen deposition were not altered. Treatments with melatonin at 10 and 15
mg/kg during pregnancy protected the neonates against injuries caused by maternal
alcohol consumption on growth, birth weight and hepatic morphophysiology. Thus,
we conclude that treatment with exogenous melatonin may be an effective strategy in

protecting against damage induced by intrauterine exposure to alcohol.

Key words: Comet assay. Ethanol. Immunohistochemistry. Melatonin. Micronucleus

test. Neonate.
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NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
NF-kB — Fator nuclear kappa B

NMDA — N-metil-D-aspartato

NH — NUumero de hepatécitos

NMC — Numero de megacariocitos
*NO — Oxido nitrico

NSQ — Nucleo supraquiasmatico

OMS - Organizacdo Mundial da Saude
ONOO- — Anion peroxinitrito



O,-* — Superoxido

PAS — Acido Periddico de Schiff

PBS — Tampao fosfato salino

REL — Reticulo endoplasmatico liso

RNA — Acido ribonucleico

SAA - Sindrome de Abstinéncia Alcodlica

SAF — Sindrome Alcodlica Fetal

SENAD - Secretaria Nacional Antidroga

SNC - Sistema nervoso central

SOD - Superdéxido dismutase

TGF - Fator de transformacéo de crescimento
TLR4 - Receptor do tipo Toll 4

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TNFR1- Receptor do fator de necrose tumoral 1
TNFR2- Receptor do fator de necrose tumoral 2
TGF-B — Fator de Transformacéo do Crescimento beta

TRIS - Tris(hidroximetil)aminometano
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1. INTRODUCAO

O alcool é a substancia psicoativa mais utilizada em todo mundo. Seu
consumo em excesso e regular pode desenvolver dependéncia, uma condi¢ao
conhecida como alcoolismo (PASSINI JUNIOR, 2005). O alcoolismo tem aumentado
demasiadamente entre homens e mulheres e atualmente é considerado um grave
problema de saude publica, merecendo atencao especial o uso abusivo de bebidas
alcodlicas pelas gestantes (LARANJEIRA, 2014).

A ingestdo exagerada de etanol esta associada ao desenvolvimento de
diversas complicacbes fisioldgicas, tais como: desordens neuroldgicas, doencas
hepaticas, disfun¢des do ciclo reprodutivo em mulheres, pancreatite crénica e risco
para o surgimento de neoplasias (APTE; PIROLA; WILSON, 2010; CHUFFA et al.,
2011; FEDELI et al., 2003; GAO; BATALLER, 2011; RIDLEY; DRAPER; WITHALL,
2013; WUNSCH FILHO, 2013). Nos fetos e embrides, a exposicdo pré-natal ao
etanol pode levar a efeitos deletérios, incluindo alteracdes na morfogénese de varios
orgdos e a uma série de alteracdes fisicas, cognitivas e comportamentais
permanentes e irreversiveis (COOK, 2003; LANDGREN et al., 2010).

A Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) representa a consequéncia mais severa
resultante da exposicdo intrauterina ao alcool. Esse quadro patoldgico acarreta
desordens fetais que incluem dismorfias faciais caracteristicas, restricbes nos
crescimentos pré e pos-natal, anormalidades estruturais e disturbios no sistema
nervoso central, podendo apresentar outras malformacdes congénitas, dificuldades
de aprendizagem, de memoria, problemas funcionais, emocionais e de
comportamento (MOMINO; SANSEVERINO; SCHULER-FACCINI, 2008). Ainda néo
foi estabelecida a quantidade segura para se consumir de alcool durante a gestacéo,
por isso, a abstinéncia nessa situacdo é considerada a conduta mais segura
(YAMAGUCHI et al., 2008).

O etanol ingerido pela gestante atravessa livremente a barreira placentéria e
distribui-se pelo liquido amnidtico, atingindo os tecidos fetais (GUERRINI et al.,
2007). A difusdo passiva do alcool ocorre por gradiente de concentracdo, de forma
gue os niveis da mée e do feto sdo semelhantes até que todo o alcool tenha sido
metabolizado. Como nos fetos 0 metabolismo e a eliminacdo sdo processos mais
lentos, a exposicdo fetal ao etanol e seu metabdlito, o acetaldeido, € maior
(DOMINGUES; TOLEDO; MORAES, 2009).
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Um dos maiores fatores contribuintes para os danos induzidos pelo alcool
consiste na geracdo aumentada das espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas
moléculas sdo capazes de reagir e lesionar constituintes celulares essenciais, como
proteinas, lipidios e DNA, prejudicando a organogénese (WU; CEDERBAUM, 2009).
Renis et al. (1996) observaram um aumento significativo de danos ao DNA no
hipocampo e cerebelo de ratos submetidos & administragcdo crénica de etanol.
Também tem sido demonstrado que o consumo dessa droga produz danos ao DNA
de hepatocitos de humanos e modelos de animais (NAVASUMRIT; MARGISON;
CONNOR, 2001; WANG et al., 2006). Deste modo, os danos genotdxicos podem ser
uma importante razdo para a neurotoxicidade, carcinogenicidade ou anomalias
congénitas induzidas pelo etanol.

Estudos tém apontado que o consumo etilico em excesso ainda estimula o
surgimento de doencas inflamatérias sistémicas, visto que, o alcool tem o potencial
de elevar os niveis das citocinas pro-inflamatorias, tais como a interleucina-6 (IL-6) e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), no plasma e em tecidos (CREWS et al.,
2006). A translocacdo de endotoxinas bacterianas causada pelo aumento na
permeabilidade da mucosa intestinal e o estresse oxidativo sdo condi¢cdes que
podem levar ao crescimento na producdo dessas citocinas constatado no consumo
cronico de etanol (LU; CEDERBAUM, 2010).

A melatonina (N-Acetil-5-Metoxitriptamina) € uma indolamina sintetizada
principalmente pela glandula pineal. Sua secre¢do é controlada pelos ciclos de
iluminagdo ambiental caracteristicos de dia/noite, sendo estimulada pelo escuro e
inibida pela luz. Estudos tém reportado que este horménio exerce papel importante
em uma variedade de funcgbes fisiolégicas, atuando na regulacdo dos ciclos
circadianos e sazonais, na modulacdo da reproducdo, exercendo efeitos
antitumorais em diferentes tipos de neoplasias, ha modulagéo da inflamacéo e como
molécula com elevado poder antioxidante (GONZALEZ et al., 2008; REITER; TAN;
FUENTES-BROTO, 2010; SANTOS et al., 2004).

O papel antioxidante da melatonina se deve a sua natureza anfifilica que a
permite cruzar livremente as barreiras morfofisiolégicas encontradas nos tecidos,
nas células e nos compartimentos celulares, incluindo o nacleo e a mitocondria. Por
isso, protege as membranas celulares, proteinas e 0s genomas nuclear e
mitocondrial (HERRUZO; MUNOZ, 2009). A melatonina pode ajudar a neutralizar os
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radicais livres antes que estes exercam suas atividades oxidativas. Além disso, é
capaz de capturar as espécies reativas diretamente e estimular a expressédo génica
de algumas enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase e a superoxido
dismutase (FERRARO; LOPEZ-ORTEGA, 2008; LEMOS et al., 2014).

Uma pesquisa relacionada a melatonina indicou que a administracdo deste
horménio durante 15 dias diminuiu o estresse hepético induzido por etionina em
ratos e aumentou a atividade especifica da enzima glutationa peroxidase
(FERRARO; LOPEZ-ORTEGA, 2008). No mesmo sentido, Rosa et al. (2010), em
estudo com ratos cirréticos, reportaram que a administracdo de melatonina reduziu
os danos e os niveis de lipoperoxidagdo no figado e em eritrocitos e, aumentou a
atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase nos eritrocitos.

O ensaio cometa e o teste do micronucleo sao importantes ferramentas que
podem ser utilizadas na investigagdo da genotoxicidade e na identificagcdo do
potencial de mutagenicidade de um determinado produto fisico, quimico ou biologico
(BAUSINGER; SPEIT, 2016; BOLOGNESI; HOLLAND, 2016). O ensaio cometa €&
capaz de detectar lesbes pré-mutagénicas, analisando danos e reparos no DNA em
diversos tipos celulares em resposta a uma série de agentes nocivos a saude
(KAMMANN et al., 2001), enquanto que o teste do micronucleo verifica a existéncia
de mutacdes cromossOmicas (BONASSI et al., 2011). Esses testes tém sido
utilizados na deteccdo de danos genotoxicos induzidos pela exposicdo ao etanol
(IGNATOWICZ et al., 2013; RAMIREZ; SALDANHA, 2002).

Diante do exposto, torna-se interessante testar a hipotese de que a
melatonina exdégena pode apresentar um efeito protetor durante a gestacdo sobre os

neonatos de matrizes submetidas a ingestao cronica de alcool.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Consumo de &lcool e suas consequéncias

O alcool (etanol) é uma droga psicoativa que tem seu uso difundido em todo o
mundo. Historicamente, é consumido pela sociedade h& muitos séculos em
comemoracoes, rituais religiosos e usado na producdo de medicamentos e de
perfumes (GIGLIOTTI; BESSA, 2004).

Inicialmente, o teor alcodlico das bebidas era relativamente baixo, pois
dependiam exclusivamente dos processos de fermentacdo. Contudo, novos tipos
surgiram a partir da técnica de destilacdo desenvolvida na Idade Média (OLIVEIRA
et al., 2012). Com a Revolucdo Industrial, houve uma crescente producédo e
comercializacdo das bebidas alcodlicas, contribuindo significativamente para o
aumento de seu consumo e, consequentemente, ampliando o nimero de pessoas
gue passaram a apresentar complicacdes devido ao consumo excessivo de alcool
(GIGLIOTTI; BESSA, 2004). Diferente de outras drogas, as bebidas alcoodlicas sdo
licitas, possuem baixo custo e sdo de facil acesso, o que estimula ainda mais sua
aceitacao pela sociedade (CAVALCANTE; ALVES; BARROSO, 2008).

O consumo de alcool pode gerar vicio em pessoas predispostas
geneticamente e/ou submetidas a situacdes de depresséao, estresse e uso abusivo e
frequente, bem como em decorréncia das motivacdes individuais para beber
(GONZALEZ; REYNOLDS; SKEWES, 2011; O'SHEA; DASARATHY;
MCCULLOUGH, 2010). Essa dependéncia do individuo ao alcool é definida como
alcoolismo (Sindrome de Dependéncia do Alcool), atualmente considerado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenca multifatorial que
compromete 0s aspectos bioldgicos, psicolégicos, sociais e ambientais do individuo
e uma grave questdo de ordem publica em todo o mundo. Estima-se que cerca de
dois bilhdes de pessoas em todo o planeta fagam o uso de bebidas alcodlicas, o que
corresponde a 40% (2 em cada 5) da populacdo acima dos 15 anos (BRITES;
ABREU; PINTO, 2014; WHO, 2004).

Segundo o Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas Psicotrépicas do
Departamento de Psicologia da Universidade Federal de S&o Paulo — CEBRID, em
um estudo com o objetivo de acompanhar a atualizacdo do consumo de alcool e de

outras drogas no Brasil, o0 numero de brasileiros com idade entre 12 a 65 anos,
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dependentes de bebidas alcodlicas foi de 12,3%, o0 que corresponde a
aproximadamente seis milhdes de pessoas no pais (CARLINI et al., 2006).

As principais consequéncias relacionadas ao consumo de alcool estédo
relacionadas a saude. O alcool é apontado como causador de mais de 60 tipos de
doencas, de desenvolvimento agudo e crénico, contribuindo com cerca de 4% do
total dos casos mundiais de processos patologicos (NALPAS et al.,, 2003).
Aproximadamente 7,3 milhbes das pessoas que fazem o uso do alcool sé&o
acometidas por doencas provocadas pelo seu consumo, levando o alcool a terceira
maior causa de morte no mundo, perdendo apenas para as doencas
cardiovasculares e neoplasias (WHO, 2014). Além de pessoas que ficam
incapacitadas devido a acidentes ou pelos efeitos nocivos do alcool sobre o
organismo (WONG et al., 2008).

O etanol estd associado a transtornos psicolégicos, doencas do figado,
desordens do sistema imune, promocéo de efeitos adversos no trato gastrointestinal,
abortos espontaneos e desenvolvimento de neoplasias na cavidade oral, no eséfago
e na mama em mulheres (CAO et al., 2015; COOK, 1998; MINCIS; MINCIS, 2011).
Além disso, o consumo crbnico de alcool esta relacionado a acidentes de transito e
de trabalho, situacdes traumaticas e de violéncia, envenenamentos, suicidios,
homicidios, dentre outras (BOHLAND; GONCALVES, 2015). Contudo, a ingestao de
alcool continua sendo amplamente aceita pela sociedade, o que dificulta o
reconhecimento de seus efeitos maléficos (ELAMIN et al., 2014; INUMARU et al.,
2011).

2.2. Metabolismo do alcool

O etanol (H3C-CH,-HO) é uma molécula simples, possui um peso molecular
baixo, moderada solubilidade em lipidios e € bastante hidrossoluvel. Depois de
ingerido, é absorvido pelas mucosas da boca e do eséfago (em pequenas
guantidades), do estbmago e do intestino grosso (em quantidades moderadas), por
difusdo simples. Contudo, € no intestino delgado seu local de maior absorgéo
(CRABB, 1987). A taxa de absorcao do etanol depende de diversos fatores, dentre
0s quais, podemos citar: presenca de comida no estbmago, efeito dos alimentos,
ingestao de farmacos que afetam a motilidade gastrointestinal e o fluxo sanguineo,

indice de massa corporal, quantidade de alcool consumida e atividade enzimética no
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estbmago (HOLFFMANN; CARBONELL; MONTORO, 1996). Aproximadamente 2-
10% da quantidade absorvida é expelida pelos pulmdes, rins ou suor, sendo a maior
parte dele metabolizada pelo figado (90-98%) (MARTINS, 2013).

Apoés absorvido, 0 etanol atinge a circulacdo sanguinea e rapidamente é
distribuido através dos fluidos corporais para os tecidos. O coragéo, o cérebro e os
musculos sdo, geralmente, expostos as mesmas concentracdes de alcool do
sangue, sendo o figado o 6rgdo sujeito a concentracbfes mais elevadas, ja que
recebe o etanol absorvido pelo estdmago e intestino. A maior parte do alcool é
desintoxicada no figado, que contém a maioria das enzimas capazes de metaboliza-
lo, através de alteracdes metabdlicas oxidativas (MINCIS; MINCIS, 2011).

As etapas envolvidas na metabolizacdo do etanol consistem na oxidacdo em
acetaldeido e depois em acetato. Nos hepatdcitos, principais células que compdem
o figado, existem trés vias metabdlicas capazes de oxidar o etanol em acetaldeido: o
sistema da enzima &lcool desidrogenase (ADH), presente no citosol; o sistema
microssbmico de oxidacdo do etanol (MEOS, do inglés, microssomal ethanol
oxidizing system) nos microssomos e através da catalase nos peroxissomos
(MINCIS; MINCIS, 2011) (Figura 1).

PEROXISSOMOS
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Figura 1. Esquema representando as possiveis vias de metabolizacédo do etanol nos

hepatdcitos. Adaptado de Elamin et al. (2014).
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O sistema da ADH é uma via metabolica essencial de conversao do etanol em
acetaldeido e apresenta uma grande complexidade genética e funcional. As enzimas
alcool desidrogenases estao agrupadas em cinco classes diferentes, de acordo com
suas subunidades, composicéo de suas isoenzimas e de suas propriedades fisicas e
quimicas (HURLEY; EDENBERG, 2012; REBELLO; CARVALHO, 2008).

As ADH da classe | (codificadas pelos genes ADH;, ADH, e ADH3) séo as
maiores responsaveis pelo metabolismo do alcool nos seres humanos,
respectivamente constituidas por associacdes de subunidades polipeptidicas a, B e
y. A maior parcela dessas enzimas € encontrada no figado, porém estudos ja
demonstraram sua expressao em células epiteliais do intestino (ADH3), nos pulmdes,
nos rins (ADH;) e no estdbmago (ADHs3). As enzimas ADH, codificam trés
subunidades B diferentes e as ADH3 codificam duas subunidades y diferentes. As
enzimas ADH; e ADH3 séo polimérficas, portanto, distribuem-se de forma diferente
entre 0os grupos raciais, influenciando, assim, no habito de consumo das bebidas
alcoodlicas e no desenvolvimento de doencas associadas aos efeitos do alcool no
organismo. As ADH das classes Il (ADH,), Ill (ADHs) e IV (ADH7) estdo menos
presentes no organismo. As das classes V (ADHg) foram descritas ha pouco tempo e
sua importancia no processo de metabolizacdo do etanol ainda € desconhecida
(ELAMIN et al., 2014; REBELLO; CARVALHO, 2008).

A segunda via de metabolizacdo do etanol em acetaldeido ocorre pelo MEOS,
através do citocromo P4502E1 ou CYP2EL, presentes no reticulo endoplasmatico
liso dos hepatdcitos. E responsavel por menos de 10% da oxidagio do etanol nas
condi¢des normais do organismo, contudo, torna-se fortemente ativo em alcoolistas,
expostos cronicamente ao etanol (JIN et al., 2013).

A catalase oxida o etanol em acetaldeido na presenca do peréxido de
hidrogénio (H,O,) nos peroxissomos. A presenca da catalase no homem,
especialmente no figado, nos rins e nos eritrdcitos, juntamente com diversos
sistemas geradores de H,O, parece ndo exercer um papel relevante na oxidacdo do
etanol sob as condigfes fisiolégicas normais. No entanto, assim como o MEOS,
quando o organismo € exposto por um longo periodo ao etanol, a catalase é
vigorosamente ativada (FORTEA et al., 1999).

O acetaldeido é um metabdlito altamente nocivo ao organismo, mesmo que

em pequenas concentracdes. O aumento dos niveis desse produto esta relacionado

29



a muitas acdes toxicas secundarias, principalmente no figado (LU; CEDERBAUM,
2008).

Depois de ser transformado em acetaldeido por uma das trés vias
metabdlicas, ocorre a conversdo em acetato por acdo da enzima aldeido
desidrogenase (ALDH). A ALDH possui duas formas variantes: a ALDH; e a ALDH,
(MESSAS; FILHOB, 2004).

Nas reacfes do metabolismo do etanol mediadas pelas enzimas ADH e ALDH
ocorre a transferéncia de ions de hidrogénio do alcool para o cofator nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD") que é convertido para sua forma reduzida NADH+H"
no citoplasma do hepatécito. O aclimulo de NADH+H' leva a alteragdo da
homeostase celular (MARTINS, 2013).

O acetato é convertido em acetil-CoA e segue na corrente sanguinea. Em
outros tecidos ou no proéprio figado, a coenzima A entra no Ciclo de Krebs e é
rapidamente oxidada em di6xido de carbono e agua (MARTINS, 2013).

Do ponto de vista bioldgico, as mulheres sdo menos tolerantes ao alcool que
os homens. O organismo feminino apresenta menos agua e mais tecido gorduroso,
fazendo com que o alcool na corrente sanguinea da mulher seja mais concentrado
mesmo apos ingestdo similar a do homem. As mulheres também possuem uma
menor quantidade das enzimas metabolizadoras do alcool. Por isso, em comparac¢éo
com os homens, as mulheres demoram mais tempo para metabolizar o alcool. Além
disso, ha a influéncia da acdo de estrogenos. Isto faz com que as mulheres, na
maioria das vezes, figuem alcoolizadas em doses mais baixas e estejam mais
vulneraveis ao desenvolvimento de complicacdes clinicas do que os individuos do
sexo masculino (CEDERBAUM, 2012; OLIVEIRA et al., 2012).

A susceptibilidade aos efeitos negativos do alcool sobre o individuo também é
influenciado por sua genética. Em asiaticos, por exemplo, cerca de 10% da
populacdo, apresenta a forma variante da ALDH que resulta em um acumulo de
acetaldeido no organismo, causando desconforto e nauseas, reduzindo, assim, seu
estimulo para dependéncia alcodlica (MESSAS; FILHOB, 2004).

2.3. Alcool e 0 estresse oxidativo

Radicais livres sdo atomos, grupos de atomos ou moléculas de oxigénio

(ERO) ou de nitrogénio (ERN) instaveis por possuirem um elétron livre ndo pareado
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na sua camada orbital externa. Para alcancar sua estabilidade, tendem a se associar
a outras moléculas de carga positiva, oxidando-as (VASCONCELOS et al., 2014).

A constante producdo de radicais livres no organismo consiste em um
processo bioldégico comum, desenvolvido primariamente na mitocondria, através da
cadeia transportadora de elétrons ao converter os nutrientes provenientes da dieta
em energia (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004; SILVA; FERRARI, 2011). Em
condicbes fisiologicas normais, 2-5% do oxigénio metabolizado na mitocondria sao
convertidos em radicais livres (BARBOSA et al., 2010), que sdo altamente reativos e
causam lesdes nas células, como a peroxidacao de lipidios, a oxidacdo de proteinas
e danos ao DNA (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; SUZUKI;
FORMAN; SEVANIAN, 1997). As espécies reativas incluem: anion peroxinitrito
(ONOO-), hidroxila (‘(HO), superéxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,O,), 6xido
nitrico ('NO), acido hipocloroso (HCIO), radical hidroperoxil, radical alcoxi (LO") e
hidroperéxido [L(R)OOH] (FERREIRA et al., 2011).

Para inibir ou reduzir os danos causados por essas substancias, 0s
organismos aerébicos desenvolveram um sistema de defesa antioxidante. A
glutationa reduzida (GSH), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH-Px), a
superoxido dismutase (SOD) e a glutationa redutase (GSH-Rd) sdo enzimas que
fazem parte desse sistema de protecdo e atuam regulando a formacéo de radicais
livres ou podem neutraliza-los depois de formados. As vitaminas C (acido ascoérbico),
E (tocoferol) e os B-carotenos também sdo poderosos antioxidantes, capazes de
amenizar as lesbes causadas pelos radicais livres (BARBOSA et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2014).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as atividades
mediadas pelo sistema de defesa antioxidante e a geracdo de radicais livres, de
modo que a producdo das espécies reativas é superior a capacidade antioxidante do
sistema de defesa, resultando na oxidagao de lipidios, proteinas, acidos nucleicos e
carboidratos (ONDEI; TERESA; BONINI-DOMINGOS, 2014). Ele tem grande
relevancia nos processos de envelhecimento, inflamagéo, transformagdo e morte
celular, levando ao desenvolvimento de processos patologicos, como cancer,
doencas autoimunes, cardiovasculares, pulmonares, diabetes, sindrome metabdlica,

hipertensdo arterial sisttmica e doencas neurodegenerativas (Alzheimer e
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Parkinson) (FURUKAWA et al., 2017; GIACCO; BROWNLEE, 2010; JACOB et al.,
2013; REUTER et al., 2010; SILVA; FERRARI, 2011).

Durante o metabolismo do &lcool, quando ocorre sua conversao em
acetaldeido e, posteriormente, em acetato ha a producdo excessiva de radicais
livres, ademais, o etanol também pode diminuir a atividade do sistema de defesa
antioxidante (BANSAL et al., 2010). No consumo excessivo de bebidas alcodlicas,
as enzimas alcool desidrogenases ficam saturadas; por isso, as moléculas de etanol
passam a ser também metabolizadas pelas proteinas de membrana CYP2E1 no
reticulo endoplasmaético (citocromo P450) (LIEBER, 1997). Isso aumenta a producgéo
de acetaldeido e das EROs. O aumento nos niveis dessas espécies reativas resulta
na peroxidacao lipidica, danos na formacéo de proteinas e na estrutura dos acidos
nucleicos, além da reducdo nos niveis da enzima antioxidante glutationa que, por
conseguinte, causa um desequilibrio no balanco redox das células e favorece o
surgimento do estresse oxidativo (TSEDENSODNOM et al., 2013).

2.4. Alcool e o processo inflamatorio

A inflamacédo € uma reacdo de defesa do organismo diante de infec¢des ou
lesbes teciduais locais (RANKIN, 2004). Esse processo fisioldégico possui um
importante papel na manutengdo da homeostase tecidual, no entanto, sua
persisténcia ou resposta demasiada pode ser extremamente prejudicial ao tecido
afetado e favorecer o desenvolvimento de doencas (CHALLIS et al., 2009).

O processo inflamatério € desencadeado pelas células do sistema imune,
como macrofagos, neutrofilos, linfocitos e eosindfilos, contando com a participacao
de seus mediadores quimicos (COSTA; RUFINO; LAPA e SILVA, 2009).

As citocinas sdo moléculas proteicas (algumas contém moléculas de acucar
ligadas - glicoproteinas) que desempenham um papel crucial na comunicacdo e
ativacao celular durante as respostas imunes. Elas atuam na célula-alvo e exercem
multiplas funcdes, tais como ativacdo e proliferagcdo celular, imunomodulacéo,
estimulo a liberacdo de outras citocinas ou mediadores inflamatorios, favorecem o
crescimento e a diferenciacdo celular e até induzem a apoptose (CHUNG; BARNES,
1999). Interferons (IFN), interleucinas (IL), fator estimulador de colénias (CSF), fator
de necrose tumoral (TNF-a e TNF-B) e fator de transformacéao de crescimento (TGF)
sao citocinas inflamatérias (CREWS et al., 2006; VARELLA; FORTE, 2001).
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As citocinas sd0 0s primeiros mensageiros quimicos envolvidos nas
inflamacdes aguda e cronica. Elas sao sintetizadas por diversas células e podem ser
classificadas em pro-inflamatérias e anti-inflamatorias, de acordo com o seu papel
no processo inflamatério. Os mediadores pré-inflamatérios induzem a liberacdo de
outras citocinas e, assim, amplificam a inflamacéo, sendo as principais: TNF-q, IL-1,
IL-6 e IFN, enquanto que os anti-inflamatérios atenuam a inflamacgéo (IL-4 e IL-10)
(CREWS et al., 2006).

A interleucina 6 (IL-6) é produzida por diferentes tipos de células, tais como
células T, células B, mondcitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e
células tumorais (KISHIMOTO et al., 1989). E geralmente produzida em resposta a
microrganismos e a estimulacdo por outras citocinas como o IL-1 e o TNF-q,
promovendo a maturacao de células que secretam anticorpos, atuando com outras
citocinas e estimulando outras células do sistema imune (MCCLAIN et al., 1993;
SOUZA et al., 2008).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é sintetizado principalmente por
monocitos e macrofagos ativados (JOVINGE et al., 1996). Ele exerce suas
atividades sobre as células através de dois receptores de membrana: TNFR1 e
TNFR2, cuja interagao pode ativar diversas vias de transducao de sinais com efeitos
variados, tais como inducéo da necrose e apoptose, o0 estimulo a producéo de outras
citocinas inflamatérias e modulacdo da proliferacdo celular (LASO; PASTOR;
ORFAO, 2005).

O alcool € uma droga conhecida por modular as respostas imunes inata e
adaptativa de maneira complexa. Estudos tém relacionado seu consumo crénico ao
desenvolvimento de doencas inflamatdrias sistémicas, pois seu uso compulsivo
pode levar ao aumento dos niveis das citocinas inflamatérias no plasma e em uma
variedade de tecidos, como figado, pulméo e cérebro (EL-GUINDY; DE VILLIERS;
DOHERTY, 2007; GONZALEZ-QUINTELA, et al., 2000; NEUMAN et al.,, 2015;
TERASAKI; SCHWARZ, 2017). Alfonso-Loeches et al. (2010), por exemplo,
mostraram que a ingestado cronica de etanol elevou os niveis das citocinas IL-1, IL-6
e TNF-a no cortex cerebral de camundongos.

O figado é um oOrgado que desempenha um papel importante na resposta
inflamatoria tanto por ser um local potencial para do desenvolvimento de doencas

cronicas, como por ser fonte de fagdcitos (a maioria dos macrofagos fixos do
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organismo residem no figado, conhecidos com células de Kupffer) e citocinas
(RAMADORI; ARMBRUST, 2001).

O etanol tem a capacidade de aumentar a permeabilidade da mucosa
intestinal e, com isso, leva a translocacdo de endotoxinas de bactérias gram-
negativas que colonizam o intestino a circulagdo porta, atingindo o figado. Esses
produtos bacterianos toxicos estimulam a secrecao de citocinas como o TNF-a pelas
células de Kupffer, o que pode contribuir com posterior inflamacdo do tecido
hepatico (DONG et al., 2016). As endotoxinas ativam as células de Kupffer pela
interagdo com o receptor CD14 e o receptor tipo Toll 4 (TLR4), promovendo sinais
intracelulares que induzem o fator de transcricdo NFkB, que regula a sintese de
TNF-a (SU, 2002). HANCK et al. (1998) demonstraram uma correlacao entre o grau
de endotoxinemia e as concentracdes plasmaticas de TNF-a e seus receptores com
o gravidade da doenca alcodlica hepatica.

O estresse oxidativo causado pelo metabolismo etilico também € um fator que
desempenha um importante papel na expressao aumentada de TNF-a induzida pelo
etanol. Além de atuar como substancias toxicas, as EROs estimulam a transducao
de sinais intracelulares, ativando o NFkB que, por sua vez, leva a producdo TNF-a
(ZHOU et al., 2003).

O excesso de citocinas gerados por esses dois fatores induzidos pelo alcool
podem desencadear processos bioquimicos que aumentam ainda mais a
permeabilidade intestinal e a geracdo de EROs, aumentando a lesdo tecidual e a
inflamacédo (MCCLAIN et al., 1993). Um estudo realizado por Wang et al. (2002)
demonstrou que inje¢cdes com baixas doses de endotoxinas em ratos foi seguido por
um aumento nos niveis sanguineos das citocinas TNF-a e IL-6.

Alguns pesquisadores apontam que esse desequilibrio da producdo das
citocinas inflamatérias induzido pelo uso cronico de alcool contribui para o
desenvolvimento de doencas hepaticas, em virtude de pacientes diagnosticados
com doenca hepatica alcodlica apresentarem niveis elevados de IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a no sangue e figado, reduzindo na medida em que a funcdo hepatica
melhorou (BODE; BODE, 2005; DANILUK et al., 2001). Segundo Bala et al. (2014),
a administragdo de etanol resultou em um aumento rapido no nivel do DNA

ribossomal 16s (um marcador de translocacdo bacteriana do intestino) no sangue,
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bem como das citocinas inflamatérias IL-6 e TNF-a e quimiocinas no sangue de

humanos.

2.5. Efeitos do alcool sobre o sistema nervoso central

O alcool é uma droga depressora do sistema nervoso central (SNC), podendo
afetar qualquer parte de seu eixo (AMINOFF, 2007). As alteracdbes no SNC
causadas pela ingestao de bebidas alcodlicas sdo bem variadas, podendo ocasionar
desde excitacdo ao coma. Os indicios iniciais da intoxicacdo alcodlica caracterizam-
se por mudancas no humor, desinibicdo social, ataxia leve, disartria, rubor facial,
taquicardia e midriase. Na medida em que esses sinais evoluem, passam a
predominar os sintomas de depressdo do SNC, levando ao coma, hiporreflexia,
depressdao respiratoria e hipotenséo arterial (HAES et al., 2010).

As alteracfes psicolégicas e comportamentais provocadas pelo alcool estao
relacionadas diretamente a concentracdo das doses das bebidas alcodlicas
consumidas; porém, em alcoolistas cronicos, a tolerancia aos efeitos da ingestdo do
etanol € maior quando comparada a de individuos nao etilistas, ou seja, uma dose
de alcool que pode ser fatal para um paciente nédo etilista, pode nem provocar sinais
de intoxicacdo em etilistas crénicos (HAES et al., 2010). A tolerancia €é caracterizada
por uma resisténcia que o organismo desenvolve atribuida a adaptagdo ao consumo
continuo do alcool, de modo que, o SNC torna-se toleravel a uma rotina de nivel
alcoolico na corrente sanguinea (REIS et al., 2014).

O etanol é capaz de atravessar facilmente através da barreira
hematoencefélica, alcancando de forma rapida o SNC (APFEL et al., 2002). Estudos
relacionados aos mecanismos envolvidos nos danos induzidos pelo &lcool ao SNC
sugerem que a ingestao dessa droga provoca desorganizacao geral da transmissao
dos impulsos nervosos nas membranas excitaveis, mediada pelos principais
sistemas de neurotransmissores, como GABAérgico, glutamatérgico, opibide,
serotonérgico e dopaminérgico. Essas intera¢cfes resultam nos prejuizos mentais e
comportamentais mencionados anteriormente (HAES et al., 2010).

O efeito depressor do SNC observado pelo uso do etanol esta associado a
sua afinidade pelos receptores inibitérios acido y-aminobutiricos (GABA). O alcool

potencializa a acédo desses receptores, atraves de mecanismos pré e pos-sinapticos,
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levando a um efeito sedativo, ansiolitico e de descoordenac¢édo (DAVIS; WU, 2001;
SILBERMAN; ARIWODOLA; WEINER, 2009).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC. Ele atua
através de varios receptores, incluindo o do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato).
Quando ocorre o consumo elevado de alcool, a atividade glutamatérgica é reduzida
devido a sua atuacao sobre os receptores NMDA (CREWS; NIXON, 2009).

Existem evidéncias de que o uso do alcool etilico esta associado ao aumento
da atividade opidide, reforcando os mecanismos de dependéncia alcodlica, fissura e
sinais de abstinéncia, acompanhados por agitacdo, agressividade e depressao
(TURCATEL; FUNCHAL; DOMEZ, 2012).

Ainda ndo esta bem estabelecido o efeito do etanol sobre a serotonina; no
entanto, alguns estudos demonstraram que essa droga pode reduzir os niveis de
serotonina e suas projecdes neuronais em embrides de ratas (SARI; ZHOU, 2004).

O A&lcool também pode afetar o sistema dopaminérgico. Tem sido apontado
gue a exposicdo as bebidas alcodlicas aumenta a liberacdo de dopamina, causando
no individuo as sensacodes de prazer e euforia (REIS et al., 2014)

Os individuos dependentes do &lcool geralmente apresentam alterac6es no
namero e na funcdo dos neurotransmissores em resposta compensatéria aos efeitos
do alcool. Sabe-se que inicialmente o etanol potencializa o efeito do GABA e reduz o
efeito do glutamato, mas sua exposi¢cao continua leva a diminuicdo da acdo sobre os
receptores inibitorios GABA e aumento dos sitios de ligacdo do glutamato nos
receptores NMDA, o que explica a tolerancia alcodlica (WONG et al., 2008). Quando
h& suspensdao repentina da ingestao de etanol, podem surgir sintomas como insénia,
tremores, nauseas, sudorese, ansiedade, agitacdo a desordens mais severas como
as crises convulsivas, caracteristicas da Sindrome de Abstinéncia Alcodlica (SAA)
(LUIS; LUNETTA; FERREIRA, 2016).

Além de agir sobre o sistema de neurotransmissores, tem sido demonstrado
gue a ingestdo permanente das bebidas alcodlicas estd associada ao aumento da
producdo de EROs e de acetaldeido, metabdlito priméario do etanol, que suprimem o
sistema de defesa antioxidante, caracterizando o estresse oxidativo. A oxidacdo do
etanol pelo citocromo P4502E1 (CYP2El) e pela catalase é particularmente
relevante para o metabolismo do etanol no cérebro. O excesso dessas espécies

reativas e de acetaldeido alteram a fungdo neuronal, pois elas reagem com os
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lipidios, alterando a fluidez da membrana celular, além disso, lesionam diretamente
o material genético (ERUKAINURE et al., 2011; KRUMAN; HENDERSON;
BERGESON, 2012) (Figura 2). As células nervosas sao extremamente sensiveis aos
efeitos nocivos do estresse oxidativo, uma vez que, apresentam alta taxa
metabdlica, concentracdo elevada de &cidos graxos insaturados e metais de
transicdo, um sistema antioxidante menos eficiente e baixa capacidade regenerativa
(MIGUEL; MENEZES; ARAUJO, 2012).

ADH
CYP2E1
Catalase ALDH2

ETANOL > | Acetaldeido | —> | Acetato

ROS [—| Danos ao DNA

Figura 2. Esquema representando como o etanol pode danificar o DNA. Adaptado

de Kruman; Henderson; Bergeson (2012).

O consumo de alcool durante a gestacdo fornece riscos aos
desenvolvimentos embriol6gico e fetal. Pesquisas tém demonstrado que o cérebro é
o 6rgdo mais vulneravel as consequéncias da exposi¢ao intrauterina ao alcool. Essa
droga atua sobre o encéfalo de varias formas, dependendo da célula e do estagio de
desenvolvimento embrionéario, podendo provocar apoptose, interferir nas funcdes
celulares, prejudicar a génese de novas células, causar migracdo anormal dos
neuroblastos e desorganizar a estrutura tecidual, interferindo na producdo de
neurotransmissores e causando a formagdo anormal de sinapses nervosas
(ARONNE et al.,, 2011; FARBER; CREELEY; OLNEY, 2010; IERACI; HERRERA,
2007).
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Esses danos geralmente sdo permanentes e irreversiveis e se manifestam
como anormalidades neuroldgicas, alteracdes no comportamento e atrasos no
desenvolvimento cognitivo (MOMINO; SANSEVERINO; SCHULER-FACCINI, 2008).

2.6. Efeitos do &lcool sobre o figado

O figado € um orgdo complexo que realiza muitas funcdes vitais para o
organismo, cujo papel primordial € a homeostase. E responsavel pelo metabolismo,
sintese, acumulo e redistribuicdo de nutrientes, carboidratos, lipidios e vitaminas
(ZUH et al., 2012).

O metabolismo do alcool ocorre essencialmente no figado, sendo, portanto, o
orgdo mais afetado pelos maleficios provocados pelo consumo crénico das bebidas
alcoodlicas (HENZEL et al., 2004). O consumo de alcool é o maior responsavel pelo
surgimento de doencas crbnicas no figado em paises ocidentais. Nos Estados
Unidos, por exemplo, a dependéncia alcodlica é apontada como causa de
aproximadamente 48% das mortes relacionadas a cirrose e a maior contribuinte para
a mortalidade acometida por doencas hepaticas no mundo (MINCIS; MINCIS, 2011).

Estudos tém demonstrado que hepatotoxicidade do etanol esta estreitamente
relacionada ao seu metabolismo. A formacdo de moléculas de acetaldeido, o
aumento da producao de radicais livres (provocado principalmente pela oxidacdo do
etanol no citocromo P450 2E1), a reducdo da enzima antioxidante glutationa, a
desnutricdo, a passagem de endotoxinas do intestino e, consequentemente, a
ativacdo das células de Kupffer sdo essenciais para o0 desenvolvimento de
enfermidades hepaticas (AMBADE; MANDREKAR, 2012; GAO; BATALLER, 2011).

O consumo crénico de alcool esta relacionado ao surgimento de doencas
hepéticas alcodlicas (DHA), como a esteatose (figado gorduroso, devido ao acimulo
anormal de lipidios nos hepatdcitos), a hepatite (causada por inflamacéo e necrose),
a cirrose (relacionada ao excesso de fibrose) e até o carcinoma hepatocelular
(AMINI; RUNYON, 2010; XIONGWEN et al., 2010). Estas ndo sao, obrigatoriamente,
as etapas de evolucdo das desordens hepaticas relacionadas ao etanol, pois mais
de um desses estagios patolégicos podem acometer um individuo simultaneamente
(ZHU et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Espectro da doenca hepéatica alcodlica (DHA). Observa-se que a cirrose é
0 processo patolégico primario para o surgimento do carcinoma hepatocelular,
porém, uma DHA pode evoluir para um cancer sem passar necessariamente pela
cirrose. Adaptado de Zhu et al. (2012).

A esteatose hepdtica alcoodlica € o primeiro e mais frequente dano induzido
pelo etanol. Geralmente é um processo patolégico menos grave e assintomatico,
desenvolvido pela maioria dos alcoolistas (O’'SHEA; DASARATHY; MCCULLOUGH,
2010). E resultante da deposicdo elevada de gordura nos hepatécitos devido a
inibicAo da oxidagdo dos acidos graxos e aumento da lipogénese, a partir,
principalmente de triglicerideos, fosfolipidios e colesterol (BARAONA; LIEBER,
1979). Em condigbes menos complicadas, a esteatose localiza-se na zona
centrolobular, porém, em condicdes mais severas pode situar-se por todo lobo
hepatico (MINCIS; MINCIS, 2011). O acumulo de gordura hepética pode ser
completamente reversivel com a abstinéncia alcodlica (2-6 semanas), todavia, em
caso de continuidade de ingestdo etilica, essa condicdo pode evoluir para o
desenvolvimento de tecido fibroso ao redor das veias hepaticas terminais, podendo
estender-se para os capilares sinusdides adjacentes, levando a uma hepatite
alcodlica ou a uma cirrose (ANDRADE, 2006; MINCIS, 2002).
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A hepatite alcodlica € um processo patoldgico caracterizado por inflamacéo e
lesdo hepatocelular, geralmente ocasionada devido ao abuso do alcool por um
periodo prolongado. O nivel de severidade dessa doenca € variavel, apresentando-
se desde forma assintomatica até uma hepatite grave com faléncia do figado e
morte. Esta é a complicacdo precursora da cirrose mais importante, no entanto, ndo
a sua Unica causa (MATOS, 2006; MINCIS, MINCIS, 2006).

O dano croénico ao figado resulta em um processo de inflamacédo, que
estimula o desenvolvimento da fibrose hepatica como medida fisiolégica de
reparacgdo tecidual. A fibrose é identificada pelo acimulo excessivo de colageno (I e
[I) e de outras proteinas na matriz extracelular. O colageno € sintetizado pela
ativacdo das células estreladas hepaticas (células de Ito) que se diferenciam em
células com caracteristicas de miofibroblastos (GARCIA et al., 2002; ROSA; BONA,;
MARRONI, 2008).

A cirrose hepética € uma doenca resultante de longos periodos de agresséo
ao figado, sendo considerada irreversivel. E caracterizada pela disfuncdo hepatica e
pela deformacéo nodular do parénquima, consequente da fibrose. Essa é a forma
mais comum para o surgimento do carcinoma hepatocelular avancado (PASSOS et
al., 2010).

O consumo moderado ou excessivo das bebidas alcodlicas por individuos
acometidos por doencas hepéticas de origem nao alcodlica, tal como, a hepatite B
pode elevar os danos hepaticos. Lin et al. (2013) demonstraram que 0 consumo
pesado de &lcool aumenta significativamente o risco para o desenvolvimento de
hepatocarcinoma em pacientes com cirrose relacionada a hepatite viral B.

Galligan et al. (2012) demonstraram que 0 estresse oxidativo é um fator
primario no desenvolvimento das doencas hepdéticas relacionadas ao consumo
demasiado de alcool. As espécies reativas reagem com os lipidios de membrana e
provocam a peroxidacédo lipidica que, por sua vez, altera a fluidez e a estrutura das
membranas celulares, prejudicando sua permeabilidade no transporte ibnico e
sinalizacdo, assim, prejudicando o transporte celular (SILVA; CERCHIARO;
HONORIO, 2011).

O acetaldeido produzido pelo metabolismo do etanol € altamente prejudicial
aos hepatocitos porque pode formar adutos (ligacdo de substancias as bases do

DNA) que interferem na sintese e no reparo do material genético (GALBIATTI et al.,
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2013). Além disso, promove a deplecdo da enzima antioxidante glutationa, lesiona
as mitocondrias, provoca a morte celular e induz a peroxidacédo lipidica (GAO;
BATALLER, 2011). O acetaldeido também tem sido apontado como um estimulador
das células estreladas hepaticas e, consequentemente, da producédo do colageno do
tipo | (HA et al., 2010).

Acredita-se que a ingestdo crbnica de alcool ainda esteja associada ao
comprometimento da barreira intestinal, levando ao aumento de sua permeabilidade
com passagem de endotoxinas bacterianas para o figado por meio da circulacéo
porta. Essa exposicdo estimula a ativagdo das células de Kupffer a liberacdo de
citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, prostaglandinas e leucotrienos), resultando na
inflamacdo hepatica (MATOS et al.,, 2013). O aumento da sintese das citocinas
inflamatorias pelas células de Kupffer e a elevacdo da producdo das EROs e de
acetaldeido resultantes do metabolismo etilico estimulam os fatores fibrinogénicos,
cuja progressdo causa a producdo aumentada de fibras de colageno na matriz

extracelular, culminando em fibrose ou cirrose (AJAKAIYE et al., 2011).

2.7. Efeitos do alcool sobre os desenvolvimentos embrionario e fetal

O alcoolismo materno tem se tornado um habito cada vez mais comum,
constituindo um dos problemas mais relevantes da dependéncia alcoodlica em todo o
mundo. Muitas mulheres continuam com o habito de ingerir bebidas alcodlicas
mesmo durante a gestacdo, apesar das recomendacdes médicas e campanhas
publicas a respeito dos riscos da exposicdo pré-natal ao alcool (SKAGERSTROM;
CHANG; NILSEN, 2011).

O uso do alcool é o vetor mais relevante de retardo mental nos filhos de méaes
usuarias dessa droga, além de ser o principal responsavel por teratogenias no
mundo. A ingestao de bebidas alcoodlicas durante o periodo de gravidez pode levar a
graves efeitos deletérios nos desenvolvimentos embrionario e fetal, como abortos
espontaneos, natimortatidade, alteracbes na morfogénese de varios 0rgaos,
prematuridade e/ou futuros problemas fisicos, cognitivos e comportamentais
inconvertiveis (COOK, 2003; MESQUITA, 2010).

A forma mais severa de condicdo patologica decorrente do uso do alcool
durante a gravidez € denominada de Sindrome Alcoodlica Fetal (SAF). Essa

sindrome é caracterizada por combinagédo de dismorfias faciais (fissura labial, fenda
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palatina, hipoplasia maxilar, fissuras palpebrais curtas, labios superiores finos,
orelhas sem paralelismo, pregas epicanticas, filtro labial indistinto, nariz curto e face
plana), retardo nos crescimentos pré e/ou pos-natal, anormalidades estruturais e
comprometimentos neurolégicos. A criangca ainda pode apresentar outras
malformacdes congénitas, dificuldades de aprendizagem e de memoria, problemas
funcionais, emocionais e de comportamento (RIBEIRO et al., 1995; RIBEIRO;
GONZALEZ, 1995; JONES, 2011) (Figura 4).

Figura 4. A esquerda, crianca de quatro meses com SAF e a direita, essa mesma
crianca com oito anos de idade. Notar fissuras palpebrais curtas, labios superiores
finos e auséncia de filtro labial (JONES, 2011).

A caracterizacdo dessas malformacdes foi descrita e publicada pela primeira
vez em 1968, na Franca, por Lemoine e colaboradores. Esses pesquisadores
descreveram os graves efeitos adversos do alcool em 127 casos de criancas de
maes alcoolistas (LEMOINE et al., 1968; JONES, 2011). Contudo, o termo Sindrome
Alcodlica Fetal foi proposto por Jones e Smith, no ano de 1973, nos Estados Unidos,
guando estabeleceram um padrdo para as anormalidades presentes nos filhos de
alcoolistas e critérios diagnosticos (JONES; SMITH, 1973; RIBEIRO; GONZALEZ,
1995). Foi identificado um conjunto caracteristico de tracos faciais dismorficos em
criangas em que as maes haviam ingerido bebidas alcodlicas durante a gravidez
associado ao retardo no crescimento e a disfungdes cognitivas e comportamentais,
perdurando na adolescéncia e na vida adulta (STREISSGUTH et al., 1991).

Com a finalidade de padronizar a nomenclatura referente as caracteristicas

parciais da SAF, o Institute of Medicine (IOM) of the National Academy of Sciences,
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em Washington, nos Estados Unidos, em 1996, introduziu os termos: Defeitos
Congeénitos Relacionados ao Alcool (ARBD, do inglés, Alcohol Related Birth Defects)
e Desordens do Neurodesenvolvimento Relacionados ao Alcool (ARND, do inglés,
Alcohol Related Neurodevelopmental Disorder). A fim de simplificar a aplicacdo dos
termos empregados pela IOM, Hoyme et al. (2005) chamou as alteragfes fisicas,
psicolégicas, comportamentais e cognitivas relacionadas ao consumo materno de
alcool de Espectro de Desordens Fetais Alcodlicas (FASD, do inglés, Fetal Alcohol
Spectrum Disorders) que abrange a SAF, os ARBD e as ARND (JONES, 2011,
MESQUITA; SEGRE, 2010).

O Espectro de Desordens Fetais Alcodlicas representa um dos maiores
problemas de saude publica no mundo. O registro mundial da prevaléncia da SAF é
variante. Estima-se que cerca de 1-2 de cada 1.000 nascidos vivos sé&o
diagnosticados com a sindrome (MAY; GOSSAGE, 2001). Os motivos que levam ao
consumo de alcool durante a gestacdo sdo bastante complexos. Fatores como
gravidez antes dos 30 anos, cultura, problemas psicolégicos, baixo nivel
socioeconémico, menor escolaridade, desnutricdo, predisposicdo genética,
desestrutura familiar, gravidez ndo planejada e o uso concomitante de outras
drogas, podem estar fortemente ligados a susceptibilidade para o desenvolvimento
da SAF (MESQUITA; SEGRE, 2010; RAMALHO; SANTOS, 2015; SOUSA; ROSS,
2015).

Diversos estudos ja demonstraram que os danos causados pelo alcool no
desenvolvimento embrionério sdo evidentes logo apds o nascimento ou no decorrer
da infancia. O sistema nervoso central € o mais prejudicado, apresentando niveis de
gravidade distintos (MATTA et al., 2008). No entanto, a exposicdo intrauterina ao
alcool também pode afetar a organogénese do coracéao, dos rins, do figado, além de
provocar dermatites atopicas (SHEN et al., 2014).

Diferentes mecanismos tém sido apresentados para justificar os efeitos
teratogénicos provocados pelo alcool no desenvolvimento embrioldgico, tais como o
aumento do estresse oxidativo, alteragdo no metabolismo da glicose, das proteinas,
dos lipidios e do DNA, aumento da apoptose, principalmente em células da crista
neural e defeitos na expressdo genética (BROCARDO et al.,, 2012; ORNOY;
ERGAZ, 2010).

43



O alcool é uma substancia teratogénica que atravessa livremente a placenta,
por um gradiente de concentracdo, sem que este seja modificado, de forma que, em
pouco tempo, o etanol absorvido pelo feto ou embrido € equivalente ao da mée
(JONES; BASS, 2003). Contudo, a exposicao fetal ao alcool € maior porque seu
metabolismo e processos de eliminacdo sao mais lentos, fazendo com que o liquido
amni6tico permaneca impregnado pelo etanol e pelo seu metabdlito, o acetaldeido, o
que expde ainda mais o feto aos seus efeitos toxicos (JONES; SMITH, 1973;
FREIRE et al., 2005). O alcool também prejudica o transporte normal dos nutrientes
essenciais ao feto realizado pela placenta e favorece a desnutricio materna,
levando a vasoconstriccdo da placenta e dos vasos umbilicais, podendo resultar em
hipéxia (GRINFELD et al., 2000). A placenta humana possui pouca capacidade
metabdlica para o alcool e o figado fetal ainda ndo apresenta um sistema
competente para oxida-lo, de modo que, a diminuicdo da concentracao alcodlica
ocorre pela reentrada na circulagédo materna (BURD et al., 2007).

O etanol consumido pela mée também é transferido ao bebé através do leite
materno, na proporcao de 2% da alcoolemia materna. Criangas amamentadas por
maes alcoolistas podem apresentar alteracdes nos padrbes de sono, mamar pouco,
ser irritavel, hiperexcitado, apresentar tremores, hipotonia muscular, transpirar
bastante e ter apneia. Mais tarde, a crianca pode apresentar comprometimentos
neuromotor e de aprendizagem (NICCOLS, 2007).

Apesar da existéncia de diversas pesquisas sobre o tema, ndo se sabe até o
momento a dose segura que uma gestante pode consumir de alcool. Porém, se
conhece que a severidade dos danos fetal e embriol6gico devido ao alcool depende
da frequéncia e da quantidade consumida, de modo que, quanto maior o0 consumo
de bebidas alcoolicas por mulheres gravidas, maior as chances de prejudicar o
bebé. Além disso, o periodo da gestacdo em que a mae ingeriu a substancia, a
idade materna, aspectos genéticos, nutricionais e fisicos também interferem. Por
isso, é recomendavel a total abstinéncia do consumo de alcool durante toda a
gravidez, bem como se aconselha que a mae que ingeriu algum tipo de bebida
alcoolica deixe de amamentar nas horas seguintes a ingestédo, a fim de evitar os
danos causados pelo etanol no feto ou recém-nascido (DOMINGUES; TOLEDO;
MORAES, 2009; GIL-MOHAPEL et al., 2010).
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2.8. Melatonina: estrutura, sintese e mecanismos de acao

A melatonina (N-Acetil-5-Metoxitriptamina) € um hormdnio produzido e
secretado principalmente na glandula pineal (ALMEIDA et al., 2016). Essa molécula
foi isolada e identificada estruturalmente pela primeira vez em 1958, por Aron Lerner
e seus colaboradores, a partir de extratos de pineais bovinas (LERNER et al., 1958)
(Figura 5).
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Figura 5. Estrutura quimica da melatonina (CHEN et al., 2012).

A melatonina pertence ao grupo das indolaminas. Em vertebrados, sua
sintese ocorre nos pinealdcitos (principais células que compdem a pineal) e é
regulada pelos ciclos de iluminacdo ambiental, sendo estimulada durante a fase de
escuridao e inibida na presenca de luz (STEHLE et al., 2011). Consequentemente, a
informacéo temporal percebida é enviada ao meio interno, modulando as funcdes
fisiolégicas e comportamentais associadas aos ciclos circadianos e sazonais,
fundamentais para a adaptacdo dos individuos as alteracdes temporais ciclicas do
ambiente (HIRIART et al., 2012).

O ritmo diario da producdo de melatonina depende principalmente de vias
neurais que controlam sua ritmicidade circadiana. Os impulsos nervosos resultantes
da estimulacdo dos fotorreceptores (cones e bastonetes) da retina pela luz, através
da via retino-hipotalamica, projetam-se para o0 nucleo supraquiasmatico (NSQ)
(estrutura localizada no hipotdlamo que atua como um rel6gio endégeno) e para o
ndcleo paraventricular do hipotalamo. As variacdes ritmicas no NSQ projetam-se
para os ganglios cervicais superiores (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2009;
MARKUS: BARBOSA JUNIOR; FERREIRA, 2003). Durante a fase de escuro, as
fibras simpaticas pés-ganglionares liberam noradrenalina na pineal que estimulam
0s receptores B-adrenérgicos presentes na membrana dos pinealdcitos, promovendo
a ativacdo da via dependente de AMP ciclico que desencadeia a producédo de

melatonina pela expresséo génica da enzima N-acetiltranferase, etapa limitante para
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a producdo da melatonina (CARPENTIERI et al., 2012; DOMINGUEZ-RODRIGUEZ
et al., 2009).

A cascata de eventos envolvidos na biossintese de melatonina conta com a
acdo de quatro enzimas: triptofano-hidroxilase, descarboxilase de L-aminoacido
aromatico, N-acetiltransferase e hidroxindol-O-metiltransferase (GARCIA et al.,
2014). Inicialmente, o aminodacido triptofano, presente na corrente sanguinea, é
capturado e sofre uma hidroxilacdo através da enzima triptofano-hidroxilase, sendo
convertido em 5-hidroxitriptofano que, em seguida, é descarboxilado sob a acdo da
enzima descarboxilase de L-aminoacido aromatico e transformado em serotonina.
Durante o escuro, a enzima N-acetiltransferase converte a serotonina em N-
acetilserotonina. Este composto, por sua vez, € oximetilado em melatonina pela
atividade da enzima hidroxiindol-O-metiltransferase (CARPENTIERI et al., 2012;
DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2009). Depois de produzida, a melatonina é
liberada para a circulacdo sanguinea, atingindo fluidos, tecidos e compartimentos
celulares. Seu transporte plasmatico se da principalmente acoplado a albumina
(CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008) (Figura 6).
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Figura 6. Biossintese da melatonina. Adaptado de Carpentieri et al. (2012).
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A vida média da melatonina circulante dura em torno de 20 minutos e seu
metabolismo ocorre particularmente no figado. Nesse progresso, a melatonina
segue uma via de hidroxilacéo, envolvendo enzimas do sistema citocromo P450, que
catalisam a formacéo de 6-hidroximelatonina. Esse composto sofre conjugacdo com
sulfatos ou com glicuronideos, formando o metabdlito 6-sulfatoximelatonina que é
eliminado na urina (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

Por muitos anos apos sua descoberta, a melatonina foi considerada como
secretada exclusivamente pela glandula pineal e se limitava apenas ao controle dos
ritmos circadiano e sazonal, incluindo a reproducao sazonal. No entanto, a presenca
de enzimas ligadas & melatonina foram subsequentemente descobertas na retina, no
cerebelo e em muitos outros tecidos, levando a descoberta da producdo de
melatonina fora da pineal (CARDINALI; ROSNER, 1971; BUBENIK et al., 1974).
Contudo, a producéo extrapineal de melatonina ndo é controlada pelos ciclos de
iluminacdo ambiental e atua de forma autécrina e paracrina, possivelmente,
protegendo as células contra danos inflamatorios e oxidativos (GARCIA et al., 2014).
A existéncia da sintese de enzimas-chave, de receptores para este hormdnio em
muitos tecidos e de suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias levaram os
pesquisadores a considerar a melatonina como uma molécula com mdltiplas fungfes
(ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014).

A melatonina contém dois grupos funcionais, os residuos O-metil e N-acetil,
conferindo a essa molécula, propriedade anfifilica (hidro e lipossoluvel), o que a
permite alcancar facilmente diversos compartimentos celulares, agindo diretamente
nas células através de acdes ndo mediadas por receptores, bem como, por
receptores nucleares e de membrana especificos (CARPENTIERI et al., 2012;
MOHD et al., 2011; GARCIA et al., 2014).

Atualmente, estdo descritos trés sitios de ligacdo para a melatonina. Dois
tipos de receptores de membrana, o MT1 e o MT2 s&o receptores tipicamente de
sete alcas e acoplados a proteina G (CAMPINO et al.,, 2008; DUBOCOVICH,;
MARKOWSKA, 2005). Ambos os receptores estdo presentes em diversos 0rgaos.
Os receptores MT1 ja foram encontrados no cérebro, sistema cardiovascular,
sistema imune, testiculos, ovarios, figado, adrenais, rins, placenta e utero
(CAMPINO et al., 2008; SLOMINSKI et al., 2012; TORRES-FARFAN et al., 2003;

VENEGAS et al.,, 2013). Os receptores MT2 sdo expressos no sistema imune,
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hipotdlamo, ndcleo supraquiasmético, retina, trato gastrintestinal, glandulas
mama@rias e tecido adiposo (SLOMINSKI et al., 2012). O terceiro tipo de receptor de
membrana, o MT3, € uma enzima identificada como uma quinona redutase 2,
membro da superfamilia de receptores nucleares RZR/ROR. Eles ja foram
encontrados em figado, rins, coracdo e tecido adiposo de hamsters e retina de
coelhos e, estdo geralmente ligados a protecdo contra o estresse oxidativo (ROCHA
et al., 2011; SLOMINSKI et al., 2012).

Este hormbnio € um ligante natural para receptores nucleares identificados
como receptores oOrfaos ROR que incluem trés subtipos: a, B e y (ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2014; EKMEKCIOGLU, 2006).

Além de atuar como um sinal fotoperiddico ao meio interno, a literatura tem
demonstrado que a melatonina também esta relacionada a varios processos
fisiologicos, incluindo a digestdo de alimentos, controle do sono, o processo de
inflamacéo, atividades do ciclo reprodutivo, acdes anti-apoptéticas e como um
poderoso antioxidante (DING et al., 2014; REITER et al., 2012; SILVA; TEIXEIRA;
TEIXEIRA, 2015; TAMURA et al., 2014).

2.9. O papel antioxidante da melatonina

Desde a descoberta do alto poder antioxidante da melatonina, é crescente a
quantidade de pesquisas documentando sua eficiéncia nas diversas espécies
animais. Esses trabalhos tém demonstrado que essa indolamina € capaz de
proteger efetivamente os sistemas biolégicos contra o estresse oxidativo (CHABRA
et al., 2014; GHOSH et al., 2016; SUWANJANG et al., 2016).

O importante papel antioxidante da melatonina é atribuido principalmente a
sua natureza anfifilica que a permite cruzar livremente as barreiras morfofisioldgicas
encontradas nos tecidos, nas células e nos compartimentos celulares, incluindo o
nacleo e a mitocdndria, preservando as membranas celulares, proteinas e 0s
genomas nuclear e mitocondrial (HERRUZO; MUNOZ, 2009).

A melatonina pode auxiliar na reducdo dos danos oxidativos por diferentes
meios. Ela pode atuar diretamente, capturando e neutralizando as ERO e ERN antes
que estas tragam prejuizos as células (FERRARO; LOPEZ-ORTEGA, 2008) ou de

forma indireta, estimulando o aumento da sintese de algumas enzimas do sistema
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antioxidante e potencializando a fungdo mitocondrial, reduzindo a formacdo de
radicais livres (DING et al., 2014; KUCUKAKIN et al., 2009; ZHNAG; ZHANG, 2014).

Depois de passar pela membrana, a melatonina dispde-se, principalmente, na
regido superficial da bicamada lipidica, proximo a cabeca polar dos fosfolipidios.
Nessa localizacédo ela pode atuar como um “removedor” (scavenger) das espécies
reativas, além de ajudar na estabilizacdo e fluidez da membrana, preservando sua
eficiéncia (CARPENTIERI et al., 2012; SOUZA; MORAES, 2016).

Devido a presenca de um anel aromatico rico em elétrons, a melatonina
possui propriedades redutoras, agindo como uma poderosa doadora de elétrons,
capaz de neutralizar os radicais livres (SOUZA; MORAES, 2016).

A melatonina também pode atuar como antioxidante de maneira indireta,
através da estimulacdo da atividade de algumas enzimas antioxidantes, tais como
glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase e superdoxido dimutase (SOD)
(REITER et al., 2003; SOUZA; MORAES, 2016). Esse hormoénio tem a capacidade
de aumentar os niveis celulares de RNA mensageiro para essas enzimas,
provavelmente por regular sua expressao génica (REITER, 2000).

A mitocondria é o maior alvo da melatonina. Tem sido demonstrado que a
melatonina protege a mitocondria contra os danos oxidativos e melhora seu
funcionamento. Na mitocondria, esse hormonio detoxifica diretamente as ERO e
ERN, removendo esses radicais livres, aumenta os niveis das enzimas antioxidantes
e diminui a geracdo de enzimas pro-oxidantes, estabiliza membrana mitocondrial
interna, mantendo sua integridade, melhora a atividade mitocondrial na cadeia
transportadora de elétrons, a respiracdo mitocondrial e a formacdo de ATP,
reduzindo a formacao dos radicais livres (ZHNAG; ZHANG, 2014).

2.10. Melatonina e gestacao

A melatonina tem sido apontada como um importante horménio para a
fisiologia fetal, visto que, alguns estudos tém demonstrado a expressdo de
receptores para este horménio em 6rgaos fetais como o cérebro, o figado, os rins e
as gbnadas (GOLDMAN, 2003; SAGRILLO-FAGUNDES et al., 2016; THOMAS et
al., 2002; WEAVER; NAMBOODIRI; REPPERT, 1988; YELLON; LONGO, 1988).

Conforme demonstrado em alguns mamiferos, a pineal fetal ainda ndo tem a

capacidade de secretar melatonina, sendo as oscilagbes circadianas maternas,

49



responsaveis pela organizacéo temporal do feto (SERON-FERRE et al., 2012). A
melatonina materna é transferida ao feto através da placenta (TAMURA et al., 2008).
Lanoix; Ouellette; Vaillancourt (2006) e Maekawa et al. (2007), em pesquisa com
ratas, demonstraram que os niveis de melatonina sérica aumentaram do 12° ao 21°
dia de gestacdo, declinando logo apdés o parto.

Os niveis séricos de melatonina neonatal s&o muito baixos nas primeiras
semanas de vida; no entanto, a melatonina materna também é capaz de passar para
0 recém-nascido via leite materno, sincronizando temporalmente sua fisiologia
(BISHNUPURI; HALDAR, 2000; CARPENTIERI et al., 2012).

Além de exercer importante papel na sincronizacdo dos ritmos biologicos
fetais e neonatais, foi mostrado que a melatonina da mae também possui efeitos
protetores nas células/tecidos de embrides e fetos, uma vez que possui uma
poderosa atividade antioxidante, atuando na reducdo do estresse oxidativo em
varias partes do corpo, como ovarios, placenta e feto (REITER et al., 2013).

2.11. Modelos de avaliacdo de danos ao DNA

A exposicdo a agentes genotoxicos (fisicos, quimicos ou biologicos) esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento de diversos efeitos nocivos a saude
humana, tais como malformacbes, doencas congénitas e degenerativas,
envelhecimento celular e cancer (SCHERER; STROHSCHOEN, 2013). Dentre os
agentes quimicos capazes de provocar alteracdbes no DNA, o alcool, maior
componente das bebidas alcéolicas, merece importante destaque (BENASSI-
EVANS; FENECH, 2011).

Desse modo, os testes de genotoxicidade representam uma importante
ferramenta para a avaliagdo da toxicidade celular para identificar o potencial de
mutagenicidade de um determinado produto fisico, quimico ou biolégico e,
consequentemente, proteger o material genético. Diversos ensaios sdo utilizados
para a deteccdo de agentes mutagénicos, incluindo a deteccdo de danos ao DNA,
aberracdes cromossdmicas e mutacdes genéticas in vitro e in vivo, todavia, o teste
do micronlicleo e o ensaio cometa tém sido altamente empregados para essa
finalidade, sendo conceituados como padrdo ouro nos testes citogenéticos
(BAUSINGER; SPEIT, 2016; BOLOGNESI; HOLLAND, 2016).
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2.11.1. Teste do Micronucleo

Os microndcleos sdo pequenos corpos hucleares adicionais localizados a
parte do nudcleo principal das células-filhas, formados a partir da extrusdo de
cromossomos inteiros ou fragmentos de cromossomos que nao foram incluidos no
nacleo principal durante a divisdo celular, sendo uma parte de cromatina resultante
de mitoses aberrantes (RAMIREZ; SALDANHA, 2002). E concebido devido as
alteracbes estruturais cromossdmicas espontaneas, decorrentes de fatores
ambientais ou a falhas no fuso mitético. Os microndcleos possuem cromatina
semelhante a do nucleo principal, diametro menor que um ter¢co do nucleo, formato
arredondado ou oval e localizagao intracitoplasmética (CARRARD et al., 2007;
LOBO; BOLANOS, 2014) (Figura 7).
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Figura 7. Formacao de micronucleos na divisdo celular (SABHARWAL et al., 2015).

Ainda que os mecanismos celulares de reparo sejam altamente minuciosos, a
sensibilidade da estrutura cromossdmica permite a atuacdo de agentes
clastogénicos (que quebram os cromossomos) e aneugénicos (que interferem na
formacdo do fuso mitético, induzindo a segregacdo cromossdmica anormal),
responsaveis por aberragcdes cromossOmicas estruturais e numeéricas (RAMIREZ;
SALDANHA, 2002).

Devido a sua associagdo com as aberragbes cromossémicas, O0s
micronucleos vém sendo reconhecidos como biomarcadores de mutagenicidade em
organismos expostos a agentes genotéxicos (MOREIRA et al., 2010). Desde 1973,

0s micronucleos tém sido objeto de estudo como indicador de exposicdo genotdxica

51



baseados em experimentos com radiacdo, conduzidos por Brenneke e Mather
(HEDDLE et al., 1983).

O teste do micronucleo é um ensaio desenvolvido primariamente para
detectar possiveis danos cromossémicos em células previamente expostas a
agentes quimicos (FLORES; YAMAGUCHI, 2008), proposto pela primeira vez em
1975, por Schimid, em uma metodologia realizada com células da medula 6ssea de
roedores in vivo (SCHIMID, 1975). Desde entdo, trabalhos subsequentes
envolvendo células vegetais, animais e, inclusive, humanas tanto in vitro como in
vivo foram sendo desenvolvidos (BANNISTER et al., 2016; KOTOVA, 2015).

O teste do microndcleo in vivo em mamiferos é especialmente relevante para
avaliar riscos mutagénicos na medida em que permite a consideracdo de fatores
como o metabolismo in vivo, a farmacocinética e os processos de reparo do DNA,
embora estes possam variar entre as espécies e entre os tecidos. Um ensaio in vivo
também € importante para uma investigagdo mais aprofundada de um efeito
mutagénico detectado por um sistema in vitro. Geralmente € avaliada a formacao de
micronucleos em eritrécitos oriundos da medula éssea ou de células sanguineas
periféricas de animais, na maioria das vezes, roedores (OECD, 2016).

O teste do micronucleo em eritrocitos imaturos (policromaticos) tem sido
aplicado juntamente com outros testes classicos de mutagenicidade para a

avaliacdo de agentes com potencial mutagénico (OLIVEIRA et al., 2016) (Figura 8).

Figura 8. Eritrécito policromatico micronucleado (seta vermelha) e eritrocitos

normocromaticos (em verde) (SOUZA, 2016).
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O teste do micronucleo é extremamente relevante em estudos toxicolégicos
genéticos e ambientais, uma vez que, o aumento na frequéncia de eritrocitos
policromaticos micronucleados em animais tratados € uma indicacdo de aberractes
cromossOmicas estruturais ou numeéricas, podendo ser considerado um indicador
prévio para a carcinogénese (BONASSI et al., 2011). Esse teste tem sido utilizado
com sucesso em diversos experimentos de monitoramento ecolégico, avaliacdo dos
efeitos genotoxicos da exposicdo a compostos quimicos, tais como agrotoxicos,
medicamentos e drogas, apontando para a necessidade da implementacdo de
medidas de seguranca para diminuicdo dos riscos a saude (KHAYAT et al., 2013;
MARTINS; PAZ; BRENTANO, 2010; NERSESYAN et al., 2011).

Quando comparado aos demais testes citogenéticos, o teste do micronucleo
oferece muitas vantagens. E considerado um método de avaliacdo simples e mais
rapido, realizado a baixo custo e concomitantemente confiavel, visto que, é sensivel
e, por isso, monitora com precisdo as alteracdes cromossOmicas causadas pelos
agentes quimicos. Além disso, apresenta uma produtibilidade satisfatoria, dado que,
a metodologia ja foi adaptada por diversos autores em diferentes espécies animais
(FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Estudos tém relacionado o consumo excessivo de &lcool a capacidade de
produzir lesbes genéticas em diversos 6rgdos, resultando em uma variedade de
patologias que podem levar ao surgimento de cancer (BAGNARDI et al.,, 2013;
VALERA-REY et al., 2013). A habilidade que o alcool possui em produzir aneuploidia
€ importante para sua associacdo com cancer em geral (ROBBINS et al., 1997).
Pesquisas tém demonstrado os efeitos mutagénicos do alcool em cromossomos de
mamiferos in vitro e in vivo (BARDAG-GORCE et al., 2006; KOTOVA et al., 2013;
SING; LAI; KHAN, 1995).

O teste do micronucleo tem sido utilizado como um modelo experimental para
a avaliacdo do efeito genotoxico do etanol nos diversos tecidos do corpo.
Consequentemente, € de suma importancia para a deteccdo da acdo do alcool como
um agente genotoxico, especialmente da deteccdo pré-clinica no processo da
formacao de desordens (KAYANI; PARRY, 2010).
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2.11.2. Ensaio cometa ou Eletroforese de Célula Unica

O ensaio cometa, também conhecido como Eletroforese de Célula Unica, é
uma das técnicas mais usadas atualmente para a detec¢do da toxicologia genética,
gracas a sua capacidade de detectar lesdes pré-mutagénicas, analisando danos e
reparos no DNA em diversos tipos celulares em resposta a uma série de agentes
nocivos a saude (KAMMANN et al., 2001).

O teste é eficiente na identificacdo de diferentes tipos de lesdes no DNA, tais
como quebras de fita simples e de fita dupla, danos a sitios alcali labeis e crosslinks.
Essas lesGes sdo passiveis de reparo. Quando reparadas, resultam em nenhum
efeito persistente. Caso ndao sejam reparadas, podem gerar mutacdo, mas essa
mudanca nao ter influencia sobre a atividade celular ou mesmo causar uma mutagao
gue leva a perda de funcéo celular, provocando a morte da célula por apoptose. Elas
também podem conduzir a danos cromossémicos associados a muitas doencas
humanas, incluindo as neoplasias (OECD, 2014).

O principio da técnica € simples. Neste teste, as células a serem estudadas
sao incluidas em gel de agarose sobre uma lamina de microscopia; em seguida, sdo
lisadas, utilizando um detergente com altas concentracbes salinas e posterior
desespiralizacdo do DNA. Depois, a amostra passa por uma corrente elétrica com
pH elevado. As laminas sdo posteriormente coradas com um corante fluorescente (0
brometo de etidio € mais comumente utilizado) e analisadas em um microscépio de
fluorescéncia. Em caso de clastogénese, os fragmentos de DNA migram para longe
da “cabeca” na “cauda”. A extensdo do DNA deslocado durante a eletroforese reflete
o tamanho e a quantidade da quebra do DNA (SINGH et al., 1988; TICE et al.,
2000).

As laminas sdo avaliadas de acordo com o comprimento e a quantidade de
DNA presente na “cauda”, comparada a chamada “cabeca” do cometa. Os danos
sdo qualificados em cinco classes: 0 = sem dano visivel; 1 = dano minimo; 2 = dano
meédio; 3 = dano médio com cauda mais longa; 4 = dano maximo. Geralmente, 100
cometas sdo contados e cada um deles recebe um valor de 0-4 de acordo com a
sua classificagéo (Figura 9) (COLLINS, 2004).
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Figura 9. Imagens de cometas de linfécitos, representando as classes 0-4 usadas

na mensuracao dos danos. Arquivo pessoal.

Na década de 70, Peter Cook e colaboradores, desenvolveram um modelo de
estrutura do nucleoide, técnica que investiga a estrutura nuclear, baseada na lise da
célula. Para isso, utilizaram um detergente nao ibnico com alta concentracdo de
cloreto de sdOdio. Este tratamento promovia a remocdo das membranas, do
citoplasma e do nucleoplasma, restando apenas o nucleossomo sem as histonas,
porém, com o DNA ainda espiralizado (COOK et al., 1976).

Mais tarde, Ostling; Johanson (1984), baseados nas vantagens do
procedimento desenvolvido pela pesquisa anterior, no entando, com maior
sensibilidade e resolugdo, demonstraram os primeiros “cometas”. Nesse teste, as
células individualizadas eram embebidas em gel de agarose; posteriormente, essas
células eram lisadas por detergentes contendo alta concentracdo de sais e
submetidas a eletroforese em condi¢bes neutras. O DNA danificado migrava para
além do nucleoide, em direcdo ao anodo, devido a sua carga negativa. Porém, as
condi¢gbes neutras utilizadas limitavam o emprego do ensaio, pois somente quebras
de fita dupla podiam ser detectadas (OSTLING; JOHANSON, 1984; TICE et al.,
2000).

A versao alcalina (pH > 13) do ensaio cometa foi introduzida por Singh et al.

(1988). A eletroforese em condi¢cbes alcalinas potencializa a migracdo do DNA e
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permite a deteccao dos niveis de quebras de fitas simples, quebras de fitas simples
relacionadas a extracdo de sitios de reparo, além de quebras de fitas duplas. Desde
entdo, essa técnica vem sendo amplamente aplicada em diversos estudos
genotoxicos (KHISROON et al., 2015; SAHIN; PIRING; TURKOGLU, 2015;
SOYLEMEZ et al., 2017).

Diferentemente do teste do microndcleo que detecta mutacbes ja
estabelecidas, o ensaio cometa é uma técnica mais sensivel porque é capaz de
verificar a presenca de danos pré-mutagénicos no DNA. Essas lesbes podem ser
reparadas, porém, caso O reparo ndo ocorra, podem resultar em mutacao
(GONTIJO; TICE, 2003).

Comparado a outros testes citogenéticos, o ensaio cometa ainda apresenta
outras vantagens que incluem: rapidez, simplicidade, baixo custo, boa
reprodutibilidade e pode ser aplicado a qualquer tipo de célula (desde que
nucleadas), sendo necessario um pequeno nimero delas e ndo necessita que estas
estejam em divisdo (TICE et al., 2000).

Esse teste tem sido bem utilizado em diversas areas da biologia, abrangendo
biomonitoramento ambiental, genética toxicoldgica, diagnésticos, radiacao bioldgica
e ecotoxicologia genética (BUCKER et al., 2012; CARBAJAL-LOPEZ et al., 2016;
KUMAR et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o efeito protetor da melatonina exdgena sobre o0s neonatos de

matrizes expostas ao consumo crénico de alcool durante a prenhez.

3.2. Especificos

e Investigar a frequéncia de danos genotéxicos no sangue e figado das
matrizes e dos neonatos e, no cérebro dos neonatos através do ensaio
cometa;

e Verificar a frequéncia de microndcleos em eritrocitos policromaticos
circulantes das matrizes e dos neonatos;

e Avaliar o comprimento e o peso ao nascer dos neonatos;

e Analisar alteracdes nos hepatécitos dos neonatos através de métodos
morfomeétricos;

e Quantificar o glicogénio e o colageno hepaticos por meio de métodos
histoquimicos;

e Examinar a expressdo das citocinas pro-inflamatorias fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) no figado dos neonatos.
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RESUMO

O alcoolismo materno pode induzir sérios comprometimentos nos desenvolvimentos
embrionario e fetal. O metabolismo do &lcool aumenta a producdo de radicais livres e
acetaldeido, moléculas capazes de reagir com o DNA, prejudicando a organogénese. A
melatonina € um poderoso antioxidante que pode funcionar como agente protetor contra
danos no DNA causados por agentes genotdxicos, como o etanol. Este estudo avaliou o efeito
protetor da melatonina exdgena em ratas e sua prole sobre a resposta genotoxica induzida pelo
consumo crénico de alcool durante a prenhez. Utilizou-se 25 ratas prenhes, divididas nos
grupos: CN — Controle negativo (dgua destilada); ET — Ratas que receberam etanol (3

o/kg/dia); ET+10M — Ratas que receberam etanol (3 g/kg/dia) e melatonina (10 mg/kg/dia);
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ET+15M — Ratas que receberam etanol (3 g/kg/dia) e melatonina (15 mg/kg/dia); CP —
Controle positivo (40 mg/kg de ciclofosfamida). As matrizes e 10 filhotes (cinco machos e
cinco fémeas) de cada grupo foram anestesiados para coleta do sangue e figado das maes e do
sangue, figado e cérebro dos neonatos para avaliacdo da frequéncia de danos no DNA pelo
ensaio cometa. O sangue também foi usado para o teste do micronucleo. Os resultados
demonstraram um aumento significativo de dano no DNA das células sanguineas e hepaticas
das matrizes e das proles do grupo ET, bem como no cérebro desses neonatos. Os tratamentos
com melatonina (10 e 15 mg/kg/dia) reduziram significativamente a genotoxicidade causada
pelo etanol no sangue das mées e dos neonatos (machos e fémeas), no figado das matrizes e
dos filhotes machos e no cérebro da prole de fémeas. Mostrou-se que apenas a prole de
fémeas exposta ao consumo materno de alcool apresentou frequéncia maior de micronucleos
em eritrocitos policromaticos. Consequentemente, a melatonina exdgena pode ser um agente
terapico promissor contra danos genotoxicos induzidos pelo alcool, entretanto, mais estudos
sd0 necessarios para confirmacao desses beneficios.

Palavras-chave: Ensaio Cometa; Etanol; Matrizes; Melatonina; Neonato; Teste do

Micronucleo.

ABSTRACT

Maternal alcoholism can induce serious injuries in embryonic and fetal development. The
metabolism of alcohol increases the production of free radicals and acetaldehyde, molecules
capable of reacting with DNA, impairing organogenesis. Melatonin is a powerful antioxidant
that can act as a protective agent against DNA damage caused by genotoxic agents, such as
ethanol. This study evaluated the protective effect of exogenous melatonin in rats and their
offspring on the genotoxic response induced by chronic alcohol consumption during
pregnancy. Twenty-five pregnant rats were divided into the following groups: NC - Negative
control (distilled water); ET - Rats receiving ethanol (3 g/kg/day); ET+10M - Rats receiving
ethanol (3 g/kg/day) and melatonin (10 mg/kg/day); ET+15M - Rats receiving ethanol (3
g/kg/day) and melatonin (15 mg/kg/day); PC - Positive control (40 mg/kg
cyclophosphamide). The dams and 10 pups (five males and five females) from each group
were anesthetized to collect blood and liver from the mothers and blood, liver and brain of
neonates to evaluate the frequency of DNA damage by the comet assay. Blood was also used
for the micronucleus test. The results demonstrated a significant increase in DNA damage in

the blood and liver cells of dams receiving ethanol and their offspring as well as in the brain
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of these neonates. Treatments with melatonin (10 and 15 mg/kg/day) significantly reduced the
genotoxicity caused by ethanol in the blood of dams and neonates (males and females), liver
of dams and male offspring, and in the brain of female offspring. It was shown that only the
female offspring exposed to maternal alcohol consumption showed a higher frequency of
micronuclei in polychromatic erythrocytes. Consequently, exogenous melatonin may be a
promising therapeutic agent against genotoxic damage induced by alcohol; however, further
studies are needed to confirm these benefits.

Keywords: Comet Assay; Dams; Ethanol; Melatonin; Neonate; Micronucleus Test.

1. Introducéo

O alcoolismo é uma doenca cronica e multifatorial considerada, atualmente, como um
grave problema de salde publica [1]. A ingestdo excessiva e frequente de etanol esta
associada a diversos distarbios fisioldgicos, tais como desordens do sistema nervoso central
(SNC), doencas hepaticas, complica¢Ges no trato gastrointestinal, problemas cardiovasculares
e aumento do risco para o desenvolvimento de cancer [2,3,4,5].

O consumo de alcool entre as mulheres vem crescendo de modo significativo. Um
estudo realizado pela SENAD (Secretaria Nacional Antidroga) em parceria com o CEBRID
(Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas Psicotrépicas) — Il Levantamento Domiciliar
sobre 0 Uso de Drogas Psicotropicas — 2006 demonstrou um aumento preocupante de quase
14% no numero de mulheres dependentes do alcool com relagcdo ao estudo anterior no ano de
2001, merecendo atencdo especial as mulheres gravidas [6,7].

O alcoolismo materno pode levar a sérios comprometimentos nos desenvolvimentos
embrionario e fetal [8]. A exposicdo intrauterina ao etanol pode acarretar alteracGes fisicas,
cognitivas e comportamentais permanentes e irreversiveis, incluidas no Espectro de
Desordens Fetais Alcoolicas (FASD) [9,10,11]. O FASD pode manifestar-se de forma
variavel e depende da frequéncia e da quantidade do consumo de bebidas alcodlicas durante a
gravidez; todavia, ainda ndo ha& consenso sobre a quantidade maxima de alcool permitida ao
longo do periodo gestacional [12].

O élcool ingerido pela mée € absorvido pelas mucosas do tubo digestivo e entra na
corrente sanguinea, cruzando livremente a barreira placentaria e distribui-se rapidamente para
0 liquido amniotico e o concepto. A difusdo passiva do etanol ocorre por gradiente de

concentracdo, de modo que, em minutos, as concentragcdes materna e fetal sdo equivalentes.
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Contudo, o feto permanece impregnado pelo etanol e seu metabdlito, o acetaldeido, por mais
tempo, devido ao seu metabolismo e processos de eliminagdo serem mais lentos [13].

Um dos principais fatores contribuintes para os danos induzidos pelo alcool sobre os
desenvolvimentos embrionario e fetal é atribuido ao seu efeito pré-oxidante. O alcool
metabolizado pela enzima &lcool desidrogenase (ADH), pelo sistema microssdmico de
oxidacdo do etanol e pela catalase produz acetaldeido e espécies reativas de oxigénio (ERO)
[14]. As espécies reativas sdo toxicas as células e capazes de reagir e lesionar lipidios,
proteinas e DNA, aumentando a apoptose e prejudicando o processo de organogénese [15].
Elas levam a diferentes danos no DNA, incluindo oxidacgdo e fragmentacéo de bases, rupturas
de cadeias simples e duplas, ligacBes cruzadas e produtos da fragmentagcdo do aglcar. O
acetalceido também é altamente toxico e reativo, podendo formar adutos de proteinas de curta
duracdo e estaveis, bem como ligac6es cruzadas de DNA-DNA e DNA-proteina [16,17].

A melatonina (N-acetil-metoxitriptamina) € um hormonio secretado principalmente
pela glandula pineal durante o escuro [18]. Essa indolamina exerce papel importante em
varias funcdes fisioldgicas, atuando na regulacdo do sono, na modulacdo da reproducéo
sazonal e, como descrito mais recentemente, com alto poder antioxidante [19,20,21]. Devido a
sua propriedade anfifilica, a melatonina penetra facilmente as membranas bioldgicas e é capaz
de proteger estruturas intracelulares importantes, como a mitocéndria e 0 DNA, contra o
estresse oxidativo [22]. A melatonina € capaz de capturar e neutralizar diferentes tipos de
radicais livres, além disso, reduz as enzimas pro-oxidantes e aumenta a expressao de enzimas
antioxidantes [23,24,25]. Assim, ela pode ser um antioxidante com potencial terapéutico
durante a exposicdo alcodlica e proteger o desenvolvimento fetal contra os efeitos
genotdxicos e teratogénicos do alcool.

O ensaio cometa e o teste do micronucleo sdo ensaios citogenéticos simples, sensiveis
e eficientes na avaliacdo de substancias com potencial para induzir danos no DNA,
amplamente empregados em estudos de genética toxicoldgica [26,27,28]. O ensaio cometa é
capaz de identificar lesdes genémicas como quebras no DNA, simples e duplas, danos alcali-
labeis e ligacOes cruzadas que sdo passiveis de reparo, mas que podem levar a mutacdes, caso
0 reparo ndo ocorra [29,30]. O teste do micronicleo é um dos ensaios mais recomendados
para avaliacdo da mutagenicidade. Este teste consiste na analise da frequéncia de mutacdes
induzidas por agentes clastogénicos e aneugénicos [31]. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito protetor da melatonina exdgena em ratas e sua prole sobre a resposta

genotoxica induzida pelo consumo crdnico de alcool durante a prenhez.
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2. Material e métodos

2.1. Animais

Neste estudo foram utilizadas 25 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), com 90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 200 = 30 g, procedentes
do biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Durante o experimento, as fémeas foram acondicionadas em
caixas de polipropileno adequadas, com alimentacdo e &gua ad. libitum, mantidas a
temperatura controlada de 22 + 1°C e expostas a luz por um periodo diario de 12 horas (7h-
19h). As ratas foram acasaladas e divididas aleatoriamente nos grupos experimentais. O
protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UFRPE (CEUA — UFRPE), com licenca de nimero 009/2016.

2.2. Acasalamento

Para o acasalamento, as ratas foram colocadas nas gaiolas na proporcao de trés fémeas
para cada macho da mesma linhagem, sempre no inicio da noite (18h). No dia seguinte, foram
realizados exames colpocitolégicos, sempre no periodo da manha (06h), para a confirmacéo
do acasalamento, tomando-se como pardmetro a presenca de espermatozoides ao exame

microscopico, sendo este considerado como o primeiro dia de prenhez.

2.3. Grupos experimentais

Apds a confirmacdo do acasalamento, as fémeas foram distribuidas em cinco grupos,
contendo cinco animais cada: CN — Ratas prenhes que receberam apenas agua destilada
(grupo controle negativo); ET — Ratas prenhes que receberam apenas etanol (3 g/kg/dia);
ET+10M - Ratas prenhes que receberam etanol (3 g/kg/dia) mais a administracdo de 10
mg/kg de melatonina; ET+15M — Ratas prenhes que receberam etanol (3 g/kg/dia) mais a
administracdo de 15 mg/kg de melatonina; CP — Ratas prenhes que receberam apenas agua
destilada com administracdo de 40 mg/kg de ciclofosfamida (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

MO, USA), por via intraperitoneal (grupo controle positivo).

2.4. Administracao do etanol
As matrizes dos grupos ET, ET+10M e ET+15M receberam diariamente alcool etilico

absoluto P.A., na dosagem de 3 g/kg de peso corporal, diluido em &gua destilada, com volume
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final de 3,8 mL, através de gavagem intragastrica, durante todo o periodo gestacional. As
ratas dos grupos CN e CP receberam diariamente 3,8 mL de agua destilada, por gavagem

intragastrica, durante toda a prenhez [32,33].

2.5. Tratamentos com melatonina

A administracdo de melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi
realizada diariamente nas ratas dos grupos ET+10M e ET+15M, durante toda a prenhez, nas
concentracdes de 10 mg/Kg e 15 mg/Kg, respectivamente. Para tanto, a melatonina foi
dissolvida em um valor minimo de alcool etilico absoluto e depois diluida na &gua de beber,
com concentragdo final de 0,07% (p/v) de etanol. As garrafas de &gua foram envolvidas com

papel aluminio para protecdo contra a luz [34].

2.6. Coleta dos materiais biologicos

Logo ap6s o nascimento, no primeiro dia, as matrizes e 10 filhotes (cinco machos e
cinco fémeas) de cada grupo experimental foram anestesiados com hidrocloridrato de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular, para coleta do sangue e do
figado das maes e do sangue, do figado e do cérebro dos neonatos para avaliagdo da
frequéncia de danos no DNA pelo ensaio cometa. O sangue coletado também foi utilizado
para o teste do micronucleo. Para tanto, foi coletado 1 mL de sangue por puncao cardiaca e
diluido em PBS (tampdo fosfato salino). Partes do figado e do cérebro foram coletadas e
mergulhadas em tampdo de suspensdo celular frio. Em seguida, esses pedagos foram
picotados, utilizando-se tesoura de aco inoxidavel adequada, em fragmentos com
aproximadamente 1 mm de didmetro e agitados delicadamente para facilitar a saida de sangue
dos vasos dos 6rgdos para a solucdo. O tampao foi retirado e um novo tampéo foi adicionado.
As amostras foram novamente picotadas até que o tampao se tornasse turvo e translicido,
indicando que grande parte das células hepéticas e nervosas foi desprendida. Cerca de 1 mL
da suspensdo celular foi colocado em microtubos e levados a geladeira até 0 momento do

preparo das laminas para o ensaio cometa.

2.7. Ensaio Cometa
O dano genético foi avaliado através do ensaio cometa conforme o protocolo proposto
por Singh et al. [35] e modificado por Tice et al. [36]. As etapas do experimento foram

realizadas sob luz vermelha para se evitar danos ao DNA causados pela luz.
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Para tanto, 15 pL da suspensdo celular em estudo (sangue, figado e cérebro) foram
adicionados a 100 pL de agarose de baixo ponto de fuséo previamente aquecida e mantida a
37°C. As amostras foram depositadas em duas laminas de vidro previamente preparadas com
agarose padrdo. Posteriormente, essas laminas foram cobertas com laminulas e levadas a
temperatura de 4°C por 10 minutos para solidificacdo da agarose com as células.

Apos a solidificacdo, as laminulas foram removidas e as laminas colocadas em cubas
contendo a solucédo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100,
10% DMSO, com pH 10), mantidas em geladeira por 48 horas. Apds a lise, as amostras foram
transferidas para uma cuba horizontal contendo solugdo de tampé&o alcalino gelado (1M
NaOH e 200 mM sal dissédico EDTA, pH 13) e descansaram por 20 minutos, para
desnaturacdo do DNA. Em seguida, as laminas foram submetidas a eletroforese durante 20
minutos, com corrente de 300 mA e diferenca de potencial de 32 V.

Logo apds a corrida eletroforética, as laminas permaneceram durante 15 minutos em
tampé&o de neutralizacdo (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5) e depois foram fixadas por 5 minutos em
alcool etilico absoluto. Para a revelagdo, as laminas foram coradas com 30 uL de solucdo de
brometo de etidio (0,0002%, p/v) e cobertas com laminulas. Todas as etapas descritas
anteriormente sdo fotossensiveis, portanto, foram realizadas sob a luz vermelha.

A andlise dos danos no DNA foi realizada em microscopio de florescéncia (Zeiss-
Imager, M2), com ampliagdo de 400X, utilizando-se o filtro Alexa Fluor 546. Foram
examinadas 100 nucleoides por animal. Para cada nucleoide analisado, os danos no DNA
foram classificados em cinco classes: 0 = sem dano visivel; 1 = dano minimo; 2 = dano
médio; 3 = dano médio com cauda mais longa; 4 = dano maximo).

Os resultados foram expressos em indice de dano (ID) e frequéncia de danos (FD%).
O valor obtido para cada individuo pode variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x 0) a 400
(com dano maximo: 100 células x 4), denominado de (ID) por animal, calculado da seguinte

maneira:
ID total =0 (n° classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3 (n° classe 3) + 4 (n° classe 4)
A frequéncia de danos (FD%) foi determinada de acordo com a porcentagem de todos

os nucleoides com algum dano (classe 1 até classe 4) em relacdo ao total de nucleoides

contabilizados, que vai da classe 0 a classe 4 (n° total), sequindo a formula:
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FD = [(n° total — n° classe 0) x 100]/n° total

A viabilidade celular foi medida em cada lamina preparada pela proporcdo de
nucleoides altamente danificados (em forma de ourico) sobre o total de 100 nucleoides
contados. Sempre que o numero de nucleoides em forma de ourico for maior do que 20% dos
do total de nucleoides, a amostra é descartada [37].

2.8. Teste do Microndcleo

A genotoxicidade do alcool também foi analisada através do teste do microndcleo em
sangue periférico. Para tanto, foram coletados 5 puL do sangue de cada animal e dispostos em
trés laminas histoldgicas, previamente preparadas com o corante laranja de acridina. Em
seguida, as laminas foram cobertas com laminula, a fim de espalhar uniformemente o material
bioldgico [38].

A andlise foi realizada em microscopio de fluorescéncia Zeiss-lmager M2, com
objetiva de 40X, utilizando-se o filtro Alexa Fluor 488. Foram avaliadas a proporcdo de
eritrocitos policromaticos (EPC) e a frequéncia de micronucleos presentes nestas células. A
propor¢do de eritrocitos policromaticos em relacdo aos eritrdcitos totais foi estabelecida pela
formula: EPC/(EPC+ENC), onde ENC significa eritrocitos normocromaéticos. Para a
determinacdo da frequéncia de micronucleos, foram contabilizados 2.000 eritrocitos
policrométicas por amostra e dentro desse total, a presenca de eritrécitos policromaticos
micronucleados (EPM) [39].

2.9. Andlise estatistica

Os resultados obtidos no ensaio cometa e no teste do micronucleo para cada grupo
experimental foram comparados pelo Teste Kruskal-Wallis com analise a posteriori
utilizando-se a estratégia de fazer testes t par-a-par com correcdo de Bonferroni. Os grupos
CN e CP foram comparados entre si pelo teste de Wilcoxon para se verificar a eficiéncia dos

testes. Foram considerados estatisticamente significativos os valores de P < 0,05.

3. Resultados
Os resultados demonstraram que as matrizes do grupo que recebeu etanol (ET)
apresentaram aumento significativo de danos no DNA das células sanguineas e hepaticas,

guando considerados o ID e 0 FD%. Os tratamentos com melatonina exdgena a 10 mg/kg/dia
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e a 15 mg/kg/dia foram capazes de reduzir significativamente os efeitos causados pelo alcool
durante a gestacdo. No entanto, a ingestdo crénica de alcool durante a prenhez ndo aumentou
de maneira significativa a formagdo de micronucleos em eritrocitos policromaticos nessas
ratas (Tabela 1). As médias obtidas para o grupo controle positivo foram: ID do sangue
(229.2+21.05), FD% do sangue (94+2.74), ID do figado (178.4+17.76), FD% do figado
(89+2.12) e eritrdcitos policroméaticos micronucleados (19.8+2.39). As comparacfes entre 0s

valores médios dos grupos CN e CP foram consideradas significativas (p<0,05).

Tabela 1: Resultados do Teste do Micronucleo e Ensaio Cometa realizados com as matrizes.

Teste/grupo CN ET ET+M10 ET+M15

Média (DP)  Média (DP)  Média (DP) Média (DP)

IDSa 15(4,80)b 58,4 (28,04)a 15,6 (5,03)b 16.6 (10,24)b
FDSa 11,8 (3,11)b 484 (533)a 12,2(3,96)b 12 (7,81)b
IDFi 36 (14,61)b 1386 (31,69)a 37 (10,58)b 36,2 (8,35)b
FDFi 26 (8,54)b 81,4 (12,70)a 27,2(8,32)b 28,8 (5,07)b
EPM 12(1,30)a  3(187)a  04(055a 0,8(0,84)a

IDSa: indice de dano no sangue pelo ensaio cometa; FDSa: frequéncia de dano (em
percentagem) no sangue pelo ensaio cometa; IDFi: indice de dano no figado pelo ensaio
cometa; FDFi: frequéncia de dano (em percentagem) no figado pelo ensaio cometa; EPM:
eritrécitos policromaticos micronucleados; DP: desvio padrdo; CN: controle negativo; ET:
etanol; ET+M10: etanol + melatonina a 10 mg; ET+M10: etanol + melatonina a 15 mg.
Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Para os filhotes machos, o ensaio cometa detectou que a ingestdo materna de alcool
aumentou significativamente os danos no DNA das células do sangue, figado e cérebro tanto
em relacdo ao ID como ao FD% nesses neonatos. Apenas o tratamento com 15 mg/kg/dia de
melatonina diminuiu efetivamente o ID e 0 FD% do sangue. Os tratamentos com melatonina
exogena a 10 mg/kg/dia e a 15 mg/kg/dia foram eficazes em reduzir o ID e 0 FD% no figado
desses filhotes. No entanto, nenhum dos tratamentos com melatonina foi capaz de reduzir

significativamente os danos genotoxicos causados no cérebro desses filhotes. Quanto ao teste
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do microndcleo, nossos resultados demonstraram que a exposi¢do intrauterina cronica ao
etanol ndo interferiu de forma significativa na geracdo de micronlcleos em eritrocitos
policromaticos (Tabela 2). Os valores médios obtidos para o grupo controle positivo foram:
ID do sangue (237+£13,51), FD% do sangue (97,2+0,84), ID do figado (216,6+9,79), FD% do
figado (97£1,58), ID do cérebro (255,8+9,39), FD% do cérebro (100+0,00) e eritrdcitos
policrométicos micronucleados (59,8+7,73). As comparacgdes entre as médias dos grupos CN

e CP foram significativas (p<0,05).

Tabela 2: Resultados do Teste do Micronucleo e Ensaio Cometa realizados com a prole de

machos.

Teste/grupo CN ET ET+M10 ET+M15

Média (DP)  Média (DP)  Média (DP)  Média (DP)

IDSa 254 (6,66)b 80,4 (31,91)a 49,2 (6,26)ab 328 (7,12)b
FDSa 19,4 (4,93)b 444 (167)a  29,2(630)b 23,2 (4,60)b
IDFi 40,4 (20,89)b 124,2 (24,13)a 61,6 (14,43)b 72,6 (9,15)b
FDFi 29 (1247)c  78,6(8,50)a 40,6 (4,93)b,c 48,6 (4,77)b
IDCe 50,4 (19,79)b 118,6 (38,94)a 93,2 (12,83)ab 88,6 (11,22) a,b
FDCe 40,4 (16,40)b 742 (12,81)a 60,2 (4,60)ab 58,6 (7,27) ab

EPM 48(1,10)a 5,4 (4,67)a 5 (1,87)a 5(0,71)a

IDSa: indice de dano no sangue pelo ensaio cometa; FDSa: frequéncia de dano (em
percentagem) no sangue pelo ensaio cometa; IDFi: indice de dano no figado pelo ensaio
cometa; FDFi: frequéncia de dano (em percentagem) no figado pelo ensaio cometa; IDCe:
indice de dano no cérebro pelo ensaio cometa; FDCe: frequéncia de dano (em percentagem)
no cérebro pelo ensaio cometa; EPM: eritrocitos policroméaticos micronucleados; DP: desvio
padrdo; CN: controle negativo; ET: etanol; ET+M10: etanol + melatonina a 10 mg; ET+M10:
etanol + melatonina a 15 mg. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem
significativamente entre si (p<0,05).

A tabela 3 mostra os resultados para o0 ensaio cometa e para o teste do micronicleo da

prole de fémeas. O ensaio cometa demonstrou que a ingestdo crénica de alcool durante a
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gestacdo aumentou significativamente os danos no DNA das células do sangue, figado e
cerebro, tanto em rela¢do ao ID como ao FD%. Os tratamentos com melatonina exdgena a 10
mg/kg/dia e a 15 mg/kg/dia foram eficazes na reducdo do ID e do FD% nas células
sanguineas e do cérebro. No entanto, os tratamentos com melatonina nao foram capazes de
reduzir significativamente os danos genotoxicos causados no figado desses filhotes em
qualquer das doses testadas. Nota-se que a exposicdo pré-natal ao etanol aumentou
significativamente a frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos. As meédias
obtidas para 0 grupo controle positivo foram: ID do sangue (254,6+9,84), FD% do sangue
(98,4+1,14), ID do figado (218,2+15,21), FD% do figado (98,4+1,14), ID do cérebro
(245,2+14,62), FD% do cerebro (99,2+0,84) e eritrocitos policrométicos micronucleados
(58,2+8,58). As comparacOes entre as médias dos grupos CN e CP foram consideradas

significativas (p<0,05).

Tabela 3: Resultados do Teste do Micronucleo e Ensaio Cometa realizados com a prole de

fémeas.

Teste/grupo CN ET ET+M10 ET+M15

Média (DP) Média (DP)  Média (DP)  Média (DP)

IDSa  31,4(879b 66,8 (18,77)a 354 (12,70)b 352 (17,28)b
FDSa  228(593)b 47(11,85a  23(6,04)b 256 (12,16)b
IDFi ~ 28,2(12,38)b 96 (46,28)a 64,8 (12,83)ab 62,6 (12,01)a,b
FDFi 20,4 (9,66)b 66 (24,48)a 41,2 (8,20)ab 43,2 (7,26)a,b
IDCe 47 (12,69)c  127,6 (7.16)a 80,8 (14,92)b 75 (12,06)b
FDCe  356(832)c 79,8(335a 538(8200b 51,4 (7,16)b

EPM 34(1,14)b 106 (577a 54(1,95ab 58 (1,64)ab

IDSa: indice de dano no sangue pelo ensaio cometa; FDSa: frequéncia de dano (em
percentagem) no sangue pelo ensaio cometa; IDFi: indice de dano no figado pelo ensaio
cometa; FDFi: frequéncia de dano (em percentagem) no figado pelo ensaio cometa; IDCe:
indice de dano no cérebro pelo ensaio cometa; FDCe: frequéncia de dano (em percentagem)
no cérebro pelo ensaio cometa; EPM: eritrocitos policroméaticos micronucleados; DP: desvio
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padrdo; CN: controle negativo; ET: etanol; ET+M10: etanol + melatonina a 10 mg; ET+M10:
etanol + melatonina a 15 mg. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem
significativamente entre si (p<0,05).

4. Discussao

O presente estudo avaliou o efeito protetor da melatonina exdgena em ratas e sua prole
sobre a resposta genotoxica induzida pelo consumo crénico de alcool durante o periodo
gestacional. De acordo com os resultados, verificou-se que a exposi¢do cronica ao etanol
durante a gestacdo acarretou em um aumento significativo no indice e na frequéncia de danos
no DNA das células do sangue e do figado das matrizes e de sua prole (machos e fémeas),
bem como do cérebro desses neonatos. Além disso, os tratamentos com melatonina a 10
mg/kg/dia e a 15 mg/kg/dia reduziram consideravelmente os efeitos genotdxicos do etanol no
sangue das maes e dos neonatos (machos e fémeas), no figado das matrizes e dos filhotes
machos e no cérebro da prole de fémeas.

Os danos genotoxicos constatados nas células sanguineas, hepéaticas e nervosas podem
ter sido consequentes do estresse oxidativo e do acimulo de acetaldeido originados do
metabolismo do etanol ingerido durante a gestacdo. Estudos tém sugerido que o alcool exerce
sua toxicidade celular via dano no DNA, possivelmente através do aumento da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, gerado principalmente pelo sistema microssomal de oxidacao
do etanol (MEQOS) e da oxidacdo do alcool em acetaldeido [40,41]. Os produtos do
metabolismo do etanol sdo capazes de reagir diretamente com o DNA, causando danos as
moléculas que podem levar a perda de funcdo genémica [42,43]. Além disso, o alcool
prejudica o sistema de defesa antioxidante [44], o que expde o genoma da célula a mais
estresse oxidativo e, portanto, a mais danos no DNA.

Grossi et al. [45], em um estudo com humanos utilizando o ensaio cometa,
demonstraram que o alcool provocou fragmentacdo no DNA de linfocitos do sangue
periférico de bebedores sociais. Navasumrit et al. [46] indicaram que a ingestdo cronica de
etanol aumentou a formacdo de adutos no DNA das células hepaticas de ratos. Suman et al.
[47] demonstraram que a exposi¢do ao alcool induziu quebras da fita dupla de DNA e alterou
as vias de reparo das células do hipocampo de ratos.

O aumento da formagdo das espécies reativas de oxigénio pode potencialmente
desregular o desenvolvimento fetal, alterando as vias de transducgéo de sinais ou danificando
importantes macromoléculas celulares, incluindo proteinas, lipidios e DNA, resultando em
defeitos congénitos estruturais ou deficiéncia no desenvolvimento neurolégico [48]. Miller-
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Pinsler, Pinto e Wells [49] demonstraram que o estresse oxidativo induzido pelo consumo
materno de alcool contribuiu significativamente para a deficiéncia do neurodesenvolvimento
em ratos. Proteinas hepaticas, lipidios e 0 DNA séo as estruturas celulares mais afetadas pelo
aumento das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, resultando em mudancas
estruturais e funcionais do figado, que podem levar a doencgas hepaticas futuras [50].

A melatonina é um horménio lipofilico capaz de cruzar facilmente os compartimentos
celulares [51]. Diversos estudos tém demonstrado o poderoso poder antioxidante dessa
indolamina em diferentes orgdos [52,53,54]. Nossos resultados demonstraram que a
administracdo de melatonina em ratas prenhes submetidas ao consumo crénico de etanol (3
g/kg/dia) reduziu significativamente seus efeitos nocivos no sangue das matrizes e de seus
filhotes, assim como no figado das méaes e dos filhotes machos e no cérebro da prole de
fémeas. A melatonina pode ter diminuido e/ou inibido a acdo dos radicais livres produzidos
no metabolismo do etanol [55]. Karamian; Shokrzadeh; Ahmadi [56] mostraram o efeito
protetor da melatonina contra os efeitos genotoxicos induzidos pelo diazinon sobre os
linfocitos do sangue periférico humano. Korkmaz et al. [57] demonstraram que a
administracdo de melatonina reduziu os danos oxidativos no figado de ratos diabéticos.

O tratamento com melatonina exdgena a 10 mg/kg/dia e a 15 mg/kg/dia durante a
gestacdo ndo reduziu significativamente os efeitos genotdxicos do alcool no figado da prole
de fémeas. Isso pode ter ocorrido porque os fetos ficam expostos por mais tempo ao alcool
devido ao seu metabolismo e processos de eliminacdo alcodlica serem mais lentos do que nas
mées [58]. Em especial, as fémeas da prole parecem ser mais vulneraveis do que 0s machos
aos efeitos toxicos do alcool no figado [59]. As fémeas sdo metabolicamente menos tolerantes
ao etanol do que os machos porque possuem menor concentracdo de agua corporal em
detrimento da maior quantidade de gordura, fazendo com que a concentracdo de alcool no
organismo seja maior [60]. Além disso, apresentam menor quantidade de enzimas
metabolizadoras de alcool (&lcool desidrogenase) [61]. Uma meta-analise de 12 estudos
constatou que as mulheres apresentam maiores riscos para o desenvolvimento de cirrose
alcoolica que os homens, mesmo consumindo doses equivalentes de alcool [62].

Os resultados observados para o cérebro dos neonatos mostraram um aumento
significativo no indice e na frequéncia de danos no DNA das células nervosas, resultados
similares aos obtidos por outros autores [63,64,65]. Ainda ndo é bem estabelecido como a

genotoxicidade do etanol pode atuar sobre o cérebro. No entanto, Fowler et al. [66]
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demonstraram que as espécies reativas de oxigénio e o acetaldeido gerados a partir do
metabolismo do etanol causam danos no cérebro de ratos adultos.

A melatonina exogena nas concentracdes de 10 mg/kg/dia e 15 mg/kg/dia ndo reduziu
significativamente a genotoxicidade decorrente do consumo materno de etanol no cérebro da
prole de machos. O cérebro apresenta alto metabolismo energético com elevada demanda na
producdo de ROS [67]. O DNA das células nervosas é extremamente sensivel aos efeitos
nocivos do estresse oxidativo, uma vez que essas celulas apresentam alta taxa metabolica,
sistema antioxidante menos eficiente e baixa capacidade para o reparo de seu material
genético [68,69]. O tecido cerebral apresenta baixos niveis da enzima catalase, que ajuda na
prevencdo dos danos ao DNA induzidos por ROS [70,71]. Além disso, tem sido apontado que
0 consumo exagerado de etanol prejudica os mecanismos celulares de reparo do DNA,
levando ao acumulo de danos e consequente instabilidade gendmica, processos relacionados a
neurodegeneragéo [72,73]. E possivel que uma dose maior de melatonina seja necessaria para
a reducdo significativa dos efeitos genotoxicos do alcool no cérebro desses neonatos.

Quando o teste do micronucleo foi utilizado, apenas na prole de fémeas houve um
resultado significativo. O grupo de filhotes fémeas exposto ao consumo materno de alcool
apresentou uma frequéncia maior de micronucleos quando comparado ao grupo controle. 1sso
demonstra que 0 ensaio cometa é um teste mais sensivel para a deteccdo de danos
genotdxicos. Ambos os testes sdo bem utilizados por pesquisadores que costumam
correlaciona-los [74,75]. A maior sensibilidade constatada em nosso estudo pode ter sido
resultante de o ensaio cometa ser capaz de identificar quebras no DNA que podem ser
seguidamente reparadas por enzimas celulares [76]. Enquanto isso, o teste do microndcleo
detecta quebras nas moléculas de DNA que se estabelecem e escapam dos processos de reparo

naturais da célula, estabelecendo uma mutacéo [77].

5. Conclusfes

Os tratamentos com melatonina a 10 mg/kg e a 15 mg/kg durante todo o periodo
gestacional reduziram os efeitos provocados pelo consumo crénico de etanol, mostrando que
esse hormonio pode atuar como protetor do DNA nas células sanguineas, hepéticas e
nervosas, sendo considerada como um agente terdpico promissor na protecdo contra os danos
genotoxicos induzidos pelo alcool durante o periodo gestacional tanto nas mées, quanto na
prole. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a confirmacao dos efeitos benéficos da

melatonina contra os danos ao DNA induzidos pelo etanol durante a gestacao.
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RESUMO

O consumo de alcool na gestacdo constitui uma das questdes mais preocupantes, visto que a
inducéo do estresse oxidativo e o acimulo de acetaldeido estdo fortemente relacionados as
desordens embrioldgicas e fetais provocadas pela exposicdo intrauterina ao etanol. Sabe-se
que a melatonina € um horménio antioxidante, apontado como modulador da inflamacdo e da
lesdo celular em diversos 6rgéos, inclusive no figado. O objetivo desse estudo foi analisar a
acao da melatonina exogena sobre o figado da prole de ratas submetidas a exposic¢ao crénica
ao alcool durante a prenhez, numa perspectiva morfométrica, histoquimica e

imunohistoquimica. Utilizou-se 20 ratas prenhes, divididas nos grupos: Controle — Ratas que
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receberam agua destilada; Alcool — Ratas que receberam élcool etilico (3 g/kg/dia); Mel 10mg
— Ratas que receberam alcool etilico (3 g/kg/dia) e melatonina (10 mg/kg/dia); Mel 15mg —
Ratas que receberam alcool etilico (3 g/kg/dia) e melatonina (15 mg/kg/dia). Seis neonatos
(trés machos e trés fémeas) de cada grupo foram anestesiados, medidos e pesados. Em
seguida, o figado foi removido e processado para posteriores andlises morfométricas,
histoquimicas (quantificacdo de glicogénio e coldgeno) e imunohistoquimicas (TNF-a ¢ IL-6).
A exposicao intrauterina ao etanol provocou reducdo significativa no comprimento e peso dos
neonatos do grupo alcool. No figado desses animais, observou-se reducdo no ndmero de
hepatdcitos, na sua area nuclear, com aumento da area citoplasmatica, diminuicdo do teor de
glicogénio e elevacédo das citocinas TNF-a e IL-6. Contudo, 0 nimero de megacaridcitos e a
deposicdo de colageno ndo foram alterados. Os tratamentos com melatonina a 10 e a 15
mg/kg durante a gestacdo protegeram 0s neonatos contra as injurias provocadas pelo consumo
materno de alcool. Assim, sugerimos que a terapia com melatonina exdgena € uma estratégia
eficiente na protecdo da prole contra danos induzidos pela exposi¢do pré-natal ao alcool. No
entanto, mais estudos devem ser realizados para melhor avaliar seu mecanismo de a¢éo.

Palavras-chave: Etanol; Hepat6cito; Imunohistoquimica; Melatonina; Morfometria;

Neonato.

ABSTRACT

Consumption of alcohol during gestation is one of the most worrying issues, since the
induction of oxidative stress and the accumulation of acetaldehyde are strongly related to the
embryological and fetal disorders caused by the intrauterine exposure to ethanol. In this
context, it is known that melatonin is an antioxidant hormone, aimed at modulating
inflammation and cell damage in various organs, including the liver. The objective of this
study was to analyze the action of exogenous melatonin on the liver of the offspring of rats
submitted to chronic exposure to alcohol during pregnancy, in a morphometric, histochemical
and immunohistochemical perspective. Twenty pregnant rats were used and divided into the
groups: Control - Rats receiving distilled water; Alcohol - Rats receiving ethyl alcohol (3
g/kg/day); Mel 10mg - Rats receiving ethyl alcohol (3 g/kg/day) and melatonin (10
mg/kg/day); Mel 15mg - Rats receiving ethyl alcohol (3 g/kg/day) and melatonin (15
mg/kg/day). Six neonates (three males and three females) from each group were anesthetized,
measured and weighed. The liver was then removed and processed for further morphometric,

histochemical (quantification of glycogen and collagen) and immunohistochemical analyzes
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(TNF-a and IL-6). Intrauterine exposure to ethanol caused a significant reduction in the length
and weight of neonates from group Alcohol. In the liver, was observed a reduction in the
number of hepatocytes, from the nuclear area, with an increase in cytoplasmic area, a decrease
in glycogen content and elevation of TNF-a and IL-6 cytokines. However, the number of
megakaryocytes and collagen deposition were not altered. Treatments with melatonin at 10
and 15 mg/kg during pregnancy protected the neonates against injuries caused by maternal
consumption of alcohol. Thus, we suggest that exogenous melatonin therapy is an effective
strategy for protecting offspring from prenatal exposure to alcohol. However, further studies
should be performed to better evaluate its mechanism of action.

Keywords: Ethanol; Hepatocyte; Immunohistochemistry; Melatonin; Morphometry; Neonate.

1. Introducéo

O alcoolismo materno constitui um dos problemas mais preocupantes decorrentes do
consumo de bebidas alcodlicas, pois a exposi¢cdo pré-natal ao etanol estd associada a graves
complicacdes que incluem abortos espontaneos, partos prematuros, anormalidades fisicas e
cognitivas permanentes e irreversiveis aos recém-nascidos. Esse conjunto de condi¢cdes que
podem ocorrer devido ao consumo de alcool durante a gravidez € denominado de Desordens
do Espectro Alcodlico Fetal (FASD) (May et al., 2014; Mishra et al., 2015).

A Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) constitui a consequéncia mais severa da FASD,
abrangendo dismorfias faciais caracteristicas, atraso nos crescimentos pré e/ou pdés-natal,
anormalidades estruturais e distarbios neurolégicos, podendo a crianga apresentar outras
malformacdes congeénitas, dificuldades de aprendizagem e de memdria, problemas funcionais,
emocionais e de comportamento (Jones; Smith, 1973; May et al., 2014). A prevaléncia média
mundial para o diagnostico da SAF é variavel. No entanto, estima-se uma média de 1-2 a cada
1.000 nascidos vivos ao ano. Esta incidéncia tende a aumentar quando sdo incluidos os casos
de criangas que apresentam caracteristicas parciais da SAF (Roozen et al., 2016).

O alcool ingerido pela mae cruza facilmente a barreira placentaria por difusdo simples
e se distribui de forma rapida pelo liquido amni6tico, atingindo os tecidos fetais (Heller; Burd,
2014). Como a placenta possui capacidade limitada para a metabolizagdo do etanol e a funcéo
hepatica fetal ainda ndo esta totalmente desenvolvida, as concentragdes sanguineas de alcool

sdo mais elevadas no feto, onde seu efeito tdxico é exacerbado (Burd et al., 2007).
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Embora os mecanismos moleculares da toxicidade do etanol no feto ndo estejam
completamente esclarecidos, acredita-se que o acetaldeido e a inducdo do estresse oxidativo
estejam fortemente relacionados ao desequilibrio do estado redox intracelular e contribua para
as desordens observadas nos modelos de FASD (Dong et al. 2010; Leung; Nieto, 2013). As
moléculas de acetaldeido e de espécies reativas geradas durante o metabolismo do alcool séo
altamente toxicas as células, em especial, aos neurbnios e hepatdcitos, pois sdo capazes de
reagir e lesionar macromoléculas essenciais como lipidios, proteinas e DNA, levando a
disfuncdo ou morte celular (Louvet; Mathurin, 2015; Kruman; Fowler, 2014; Suzanne; Kril,
2014). Além disso, a ingestdo materna de alcool pode causar alteracdes na migracdo e na
diferenciacdo celular, interferindo no processo de organogénese (Siegenthaler; Miller, 2004,
Zhou et al., 2011).

Alguns estudos tém sugerido o tratamento com antioxidantes na prevencao contra 0s
efeitos causados pela exposicdo intrauterina ao alcool (Chen et al., 2013; Reimers et al.,
2006). A melatonina (N-acetil-metoxitriptamina) é um horménio produzido pela glandula
pineal durante a fase de escuro, responsavel pela regulacdo dos ritmos circadiano e sazonal
(Claustrat; Leston, 2015). Porém, mais recentemente, estudos tém demonstrado sua
importancia na modulagéo da inflamag&o, na lesdo celular e como um potente antioxidante,
mostrando seus beneficios na reducdo do estresse oxidativo em diversos 6rgdos, inclusive no
figado (El-Sokkary et al., 2010; Kang et al., 2011; Reiter et al., 2016; Shin et al., 2015). No
entanto, pouco se sabe acerca do seu efeito protetor no desenvolvimento do figado de
neonatos de mdes alcodlicas. Assim, este estudo teve como objetivo analisar a acdo da
melatonina exdgena sobre a morfometria, histoquimica e imunohiostoquimica do figado da

prole de ratas submetidas a exposi¢do cronica ao alcool durante a prenhez.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Foram utilizadas 20 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com
90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 200 £+ 30 g. Os animais foram oriundos
da col6nia do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Durante todo o experimento, as fémeas

foram acondicionadas em caixas de polipropileno adequadas, com alimentacdo e agua ad.
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libitum, mantidas a temperatura controlada de 22 + 1 °C e expostas a um ambiente de ciclo
claro-escuro de 12 horas (luminosidade entre 7:00 e 19:00 horas). O protocolo experimental
foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRPE (CEUA —
UFRPE), com licenca de nimero 009/2016.

2.2. Acasalamento

Para o acasalamento, as ratas foram colocadas nas caixas, na proporgédo de trés fémeas
para cada macho da mesma linhagem, sempre no inicio da noite (18:00 horas). No dia
sequinte, foram realizados exames colpocitoldgicos, sempre no periodo da manha (06:00
horas), para a confirmacdo do acasalamento, tomando-se como pardmetro a presenga de
células descamativas e espermatozoides ao exame microscopico. Este foi considerado como o

primeiro dia de prenhez.

2.3. Grupos experimentais

Apbs a confirmacao do acasalamento, as fémeas foram distribuidas aleatoriamente em
quatro grupos, contendo cinco animais cada: Controle — Ratas prenhes que receberam apenas
agua destilada; Alcool — Ratas prenhes que receberam alcool etilico (3 g/kg/dia); Mel 10mg —
Ratas prenhes que receberam &lcool etilico (3 g/kg/dia) e melatonina (10 mg/kg/dia); Mel

15mg — Ratas prenhes que receberam alcool etilico (3 g/kg/dia) e melatonina (15 mg/kg/dia).

2.4. Administracao do etanol

As matrizes dos grupos Alcool, Mel 10mg e Mel 15mg receberam diariamente alcool
etilico absoluto P.A. (Vetec®), na dosagem de 3 g/kg de peso corporal, diluido em agua
destilada, com volume final de 3,8 ml, via oral, através de gavagem intragastrica, durante todo
0 periodo gestacional. As ratas do grupo Controle receberam diariamente 3,8 mL de agua
destilada, via oral, por gavagem intragastrica, durante toda a prenhez (Araujo-Filho et al.,
2007; Veiga et al., 2007).
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2.5. Tratamentos com melatonina

A administracdo de melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA) foi
realizada diariamente nas ratas grupos dos Mel 10mg e Mel 15mg, durante toda a prenhez, nas
concentragdes de 10 mg/kg e 15 mg/kg, respectivamente. Para tanto, a melatonina foi
dissolvida em um valor minimo de alcool etilico absoluto P.A. e depois diluida na agua de
beber, com concentracdo final de 0,07% (p/v) de etanol. As garrafas de agua foram envolvidas

com papel aluminio para protecdo contra a luz (Agil et al., 2013).

2.6. Analises do peso e tamanho dos neonatos, morfometria e histoquimicas do figado

Apdbs o nascimento da prole, no primeiro dia, seis neonatos (trés machos e trés fémeas)
de cada grupo experimental foram anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (6 mg/kg), por via intraperitoneal, pesados utilizando-se balanca eletronica de
precisdo e medidos com auxilio de um paquimetro. Em seguida, tiveram o figado removido.
Os figados coletados foram imersos em formol tamponado a 10%, permanecendo por 24
horas. Em seguida, esses materiais foram processados, seguindo a técnica histoldgica de
rotina e incluidos em parafina. Os blocos obtidos foram cortados a espessura de 4 um e
posteriormente corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo morfométrica. Para a
analise histoquimica foram utilizados os corantes: acido periodico de Schiff (PAS) para a
quantificacdo de glicogénio hepatico e o picrosirius red para a deteccdo do colageno.

Para a morfometria dos figados dos neonatos, as l&minas histologicas foram
fotografadas através do programa Motic® Imagens Plus 2.0, utilizando-se uma cimera de
captura digital (Moticam 2300) de 3.0 megapixels, acoplada ao microscopio éptico (Nikon E-
200). Foram obtidas 15 fotomicrografias por animal, em aumento total de 400x. Para as
mensuracGes morfométricas foi usado o software Imaged, versdo 1.44 (Research Services
Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Foram considerados o
namero de hepatdcitos (NH), o nimero de megacariocitos (NMC), a area citoplasmatica dos
hepatdcitos (ACH) e a area nuclear dos hepatécitos (ANH). Um total de 100 hepatécitos foi
utilizado por animal para a mensuragdo das areas citoplasmatica e nuclear. As medidas de
&reas foram mensuradas em micrémetros quadrados (um?) (Marinho et al., 2017).

Para as técnicas de coloracdo pelo acido periodico de Schiff e picrosirius red foram

obtidas seis fotomicrografias por grupo, com a mesma ampliacéo, através de um microscopio
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Olympus® BX50 acoplado a uma camera de video Sony®. As imagens foram quantificadas
em pixels utilizando-se o software de imagem Gimp 2.6 (GNU Image Manipulation Program,
UNIX platforms) (Lemos et al., 2014).

2.7. Imunohistoquimica do figado (IL6 e TNFa)

Para avaliar a expressdo da interleucina-6 (IL6) e do fator de necrose tumoral (TNFa)
no figado dos neonatos, foram obtidos cortes de 3 pum aderidos a laminas silanizadas,
inicialmente desparafinizados e hidratados em concentragdes decrescentes de alcool até a
agua destilada. Em seguida, foi realizada a recuperagdo antigénica, utilizando-se uma solugéo
de tampdo citrato (pH 8.0), em micro-ondas, a alta poténcia, por 5 minutos. Apds
resfriamento, as laminas foram incubadas em PBS. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol, por 30 minutos. A reacdo antigeno-
anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacdo dos cortes em albumina sérica
bovina (BSA) 5% em PBS, durante uma hora. Os anticorpos primarios (IL6 e TNFa) (Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% e aplicados
sobre os cortes, permanecendo overnight. Em seguida, os cortes foram incubados com
HistoFine® por 30 minutos. A reacdo foi revelada com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, Dako Cytomation™) até os cortes ficarem escuros, sendo
contracorados com hematoxilina. Apés, as laminas foram lavadas em d&gua corrente,
desidratadas em concentracdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem
montadas. As fotomicrografias foram capturadas através de uma camera de video Sony®,
acoplada ao microscépio Olympus® BX50.

As imagens foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.6 para quantificacdo através do
programa Histograma RGB (Red-Green-Blue), baseado na intensidade de luminescéncia,
onde os tons dos pixels das imagens variam de 0 a 255, sendo que o tom 0 representa o0 escuro
absoluto (menor luminescéncia), enquanto que o tom 255 representa o branco absoluto (maior
luminescéncia) (Lee et al., 2001; Oberholzer et al., 1996).

2.8. Analise estatistica

Os dados sobre 0 peso e o comprimento dos filhotes, as mensura¢des dos parametros

morfométricos, a quantificagdo do glicogénio e do coldgeno hepéaticos e das
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imunohistoquimicas (IL-6 e TNF-a)) foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(p<0,05).

3. Resultados

3.1. Anélise do peso e comprimento dos filhotes

De acordo com a analise estatistica, constatou-se uma reducéo significativa no peso e no
comprimento dos filhotes pertencentes ao grupo alcool quando comparados aos demais

grupos experimentais (Figuras 1 e 2).

3.2. Analise morfométrica

Os resultados da andlise morfométrica demonstraram que houve uma diminuicdo
significativa na quantidade de hepatocitos e na area nuclear dessas células, com aumento
significativo na area citoplasmatica dos hepatdcitos dos filhotes do grupo Alcool quando
comparados aos dos grupos Controle, Mel 10 mg e Mel 15 mg. Os tratamentos com
melatonina exdgena a 10 mg/kg e a 15 mg/kg foram eficazes contra os efeitos causados pela
exposicdo intrauterina ao alcool. No entanto, o numero de megacariocitos ndo foi

significativamente alterado (Tabela 1).
3.3. Histoquimicas (PAS e Picrosirius Red)

A avaliacdo do glicogénio hepatico foi realizada pela técnica do PAS (Figuras 3 e 4). Os
neonatos do grupo Alcool apresentaram menor quantidade de glicogénio quando comparado
aos demais grupos experimentais. Com relacdo a quantificacdo de colageno utilizando-se o
picrosirius red, constatou-se que ndo houve variacdo significativa entre 0S grupos

experimentais comparados (Figuras 5 e 6).

3.4. Imunohistoquimicas (IL6 e TNFa)
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A imunomarcacdo para a expressdo das citocinas IL-6 e TNF-a no figado demonstrou
que 0s neonatos de matrizes que receberam apenas alcool etilico durante a prenhez (grupo
Alcool) apresentaram um aumento nos niveis dessas citocinas, diferenciando-se
significativamente dos neonatos dos grupos Controle, Mel 10mg e Mel 15mg (Figuras 7, 8, 9
e 10). A administracdo de melatonina exdgena a 10 mg/kg e a 15 mg/kg nos grupos Mel 10mg
e Mel 15mg, respectivamente, promoveu um padrdo de marcagédo similar ao apresentado pelos

neonatos do grupo controle tanto para a IL-6, quanto para 0 TNF-oa.

4. Discussao

O uso de bebidas alcodlicas pela mée durante a gestacdo pode afetar o desenvolvimento
fetal e levar a transtornos cognitivos, comportamentais e fisicos, conhecidos coletivamente
como Desordens do Espectro Alcodlico Fetal (FASD) (Dorrie et al., 2014). Seu efeito
teratogénico é decorrente da desregulacdo de vias intracelulares induzida pelo alcool que
resulta em toxicidade e morte celular. O aumento da producdo de ROS e acetaldeido é
apontado como um dos principais contribuintes para essas injurias (Joya et al., 2015). A
melatonina é um poderoso antioxidante bem estabelecido pela literatura, por isso, alguns
estudos tém sugerido seu uso na prevencdo contra 0s prejuizos causados pelo alcool na
gravidez (Bagheri et al., 2015; Soleimani et al., 2017).

O presente estudo demonstrou que o comprimento e o peso corporal médios dos
neonatos do grupo alcool foram significativamente inferiores quando comparados aos demais
grupos experimentais. O etilismo materno esta fortemente ligado ao risco de prematuridade,
um dos fatores que conduzem ao baixo peso ao nascer (Brocardo et al., 2011; Patra et al.,
2011; Silva et al., 2011), devido aos efeitos adversos sobre a morfologia e funcéo da placenta,
comprometendo o transporte de nutrientes essenciais ao crescimento fetal (Ferdous et al.,
2017; Gundogan et al., 2015; Shabtai; Fainsod, 2017).

A administracdo da melatonina nas dosagens estudadas foi eficaz contra 0s prejuizos
causados pela exposicdo intrauterina ao alcool sobre o crescimento e 0 peso ao nhascer,
provavelmente, devido as suas propriedades antioxidantes que sdo capazes de reduzir o
estresse oxidativo gerado pelo acumulo de radicais livres, ademais, possui acgdo
antiapoptdtica, protege e melhora as funcdes celulares, reduzindo as complicacdes neonatais
(Gitto et al., 2009).
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A hepatoxicidade do alcool estd intimamente relacionada ao seu metabolismo. O
acetaldeido e as ROS gerados agem diretamente e danificam macromoléculas cruciais ao
desempenho celular, tais como proteinas, lipidios e DNA, favorecendo a morte celular por
necrose e/ou apoptose (Ceni et al., 2014), o que pode justificar a redu¢do no nimero de
hepatécitos no figado dos neonatos do grupo Alcool. O aumento na éarea citoplasmatica do
hepatocito observado no figado dos neonatos do grupo Alcool é compativel com a
caracteristica balonamento de hepatdcitos evidenciado na esteatohepatite (Lefkowitch, 2005;
Lieber, 2004; Monma et al., 2015; Rubin et al., 1968). Entretanto, esses efeitos ndo foram
observados no figado dos neonatos dos grupos tratados com melatonina, reforgando a sua
capacidade de eliminar radicais livres de oxigénio, protegendo as células e os tecidos de danos
oxidativos (Farez et al., 2016; Reiter et al., 2016; Tan et al., 2015).

A avaliacdo do glicogénio hepatico mostrou que os neonatos do alcool apresentaram
menor acumulo de glicogénio quando comparados aos demais grupos experimentais. Nas
reacfes do metabolismo do etanol mediadas pelas enzimas alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase ocorrem a doacgdo de ions de hidrogénio do alcool para o cofator nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD") que é transformado na sua forma reduzida (NADH) no
citoplasma do hepatocito (Zakhari, 2013). O excesso de NADH altera a homeostase celular e
diminui a conversdo de lactato em piruvato, consequentemente, reduzindo a sintese e o
acumulo do glicogénio hepético, causando hipoglicemia (Tsai et al., 2014). Mokuda et al.
(2003) demonstraram que o etanol estimulou a glicogendlise e inibiu as vias de glicogénese e
gliconeogenese hepatica em ratos. Assim como em outros estudos, nossos resultados
demonstram que o tratamento com melatonina exdgena foi capaz de preservar 0s niveis de
glicogénio hepético (Kaya et al., 2010; Mazepa et al., 1999).

A fibrose é uma lesdo histolégica comum na doenca hepatica alcodlica, induzida pelas
células estreladas (células de Ito) que, quando ativadas, transformam-se em miofibroblatos
produtores de colageno do tipo | e outros componentes da matriz extracelular. As células
estreladas s&o ativadas geralmente por citocinas como TNF-a e, principalmente, TGF-§ (Fator
de Transformacdo do Crescimento beta) (Klironomos et al., 2014; Pellicoro et al., 2014).
Contudo, também podem ser ativadas diretamente pelo acetaldeido, especialmente em baixos
niveis de glutationa (Setshedi et al., 2010). Em nossos resultados ndo foram observadas
variacOes significativas em relacdo a quantidade de colageno hepatico entre os grupos
experimentais comparados. Isso pode ter ocorrido porgue o desenvolvimento e a continuidade

da fibrose hepéatica ocorrem de forma lenta e continua (Mentink-Kane et al., 2011).
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Possivelmente o tempo de exposicdo ao etanol ndo foi suficiente para que o acimulo de
colageno se tornasse aparente.

Quanto a resposta inflamatoria, nossos resultados mostraram que as imunomarcacoes
para as citocinas TNF-a e IL-6 foram significativamente mais intensas no figado dos animais
do grupo &lcool e que a administracdo de melatonina em ambas as dosagens promoveu um
padrdo de marcacdo semelhante ao apresentado pelos neonatos do grupo controle, tanto para o
TNF-0 quanto para a IL-6. O estresse oxidativo nos hepatocitos e as endotoxinas
(lipopolissacarideos da parede celular de bactérias gram-negativas do intestino) sao estimulos
fundamentais para a secre¢do de TNF-a pelas células de Kupffer que, por sua vez, podem
desenvolver uma resposta inflamatéria que favorece o surgimento da inflamagdo hepética
(Cichoz-Lach; Michalak, 2014; Kawaratani et al., 2013; Tanno; Ferretti, 2005).

O consumo abusivo e prolongado de etanol favorece a producdo de ROS, aumento na
quantidade de NADH+ e reducdo de antioxidantes como a glutationa, levando ao estresse
oxidativo. As ROS em excesso reagem e provocam lesées no DNA, disfuncdo mitocondrial,
peroxidacdo lipidica e estimulam nas células de Kupffer o fator nuclear kappa B (NF-kB),
aumentando a sintese de TNF-a e de outras citocinas pro-inflamatérias como a IL-6, podendo
levar a necrose ou apoptose celular (Ambade et al., 1995).

O éalcool e o acetaldeido parecem estar relacionados a disfungdes das juncbes de oclusdo
do epitélio intestinal, aumentando sua permeabilidade a translocacdo de endotoxinas de
bactérias que colonizam o intestino (Suzuki, 2013; Szabo, 2015). Essas endotoxinas atingem
o figado pela circulacédo portal e sdo capazes de desencadear uma resposta imune, estimulando
as células de Kupffer a producdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-o ¢ a IL-6
(Szabo; Bala, 2010). Alguns estudos tém reportado aumento na produgdo de TNF-a em
modelos humanos e animais acometidos por doencas hepaticas alcodlicas, apontando esta
citocina como crucial no desenvolvimento de injurias hepaticas (Ji et al., 2004). Wan et al.
(2014) demonstraram um aumento significativo na IL-6 hepatica em ratos submetidos ao
consumo de alcool, sugerindo que essa citocina pode estar envolvida na patogénese das
doencas hepaticas alcodlicas.

A melatonina é um poderoso antioxidante, importante na redugdo do estresse oxidativo
e da resposta inflamatoria (Farez et al., 2016; Tan et al., 2015). Isso pode justificar o fato de
0S neonatos expostos ao alcool e simultaneamente tratados com melatonina a 10 mg/kg e a 15
mg/kg apresentarem um padrdo de marcacdo para as citocinas semelhante aos do grupo

controle. A melatonina pode ter reduzido os niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e
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IL-6 e, consequentemente, a resposta inflamatdria, por atenuar os danos oxidativos, ativar
mecanismos anti-inflamatérios e ser capaz de modificar a expressdo do RNAm desses
marcadores pro-inflamatorios (Cuesta et al., 2010). Além disso, esse horménio pode reduzir a
ligacdo de NF-kB ao DNA, provavelmente impedindo sua translocacdo para o nucleo, fator
crucial para a producdo das citocinas pré-inflamatérias (Korkmaz et al., 2009; Reiter et al.,
2000). Embora alguns estudos sobre o efeito anti-inflamatorio da melatonina tenham sido
realizados, os mecanismos de atuacdo ainda ndo estdo claros. Hu et al. (2009) demonstraram
que o tratamento com melatonina exdgena atenuou 0s niveis de citocinas inflamatérias, a
peroxidacgdo lipidica, a infiltracdo de neutrdfilos e inibiu a apoptose de hepatocitos no figado
de camundongos expostos ao alcool. Esses mesmos autores ainda mostraram que as células de
Kupffer isoladas dos animais que receberam etanol produziram grandes quantidades de ROS e
TNF-0, enquanto que as células de Kupffer daqueles tratados com melatonina apresentaram
menor nivel dessas citocinas.

Em conclusdo, sugerimos que a melatonina pode evitar possiveis efeitos teratogénicos
provocados pelo etanol, certamente, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, representando, assim, um agente terapéutico eficiente na protecdo contra os
danos induzidos pela exposi¢do intrauterina ao alcool. No entanto, outras investigacdes sao

necessarias para melhor conhecimento sobre seus mecanismos de ag&o.
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Tabela 1: Média + desvio padrdo do nimero de hepatdcitos (NH), &rea citoplasmatica dos
hepatdcitos (ACH), area do nucleo dos hepatdcitos (ANH) e nimero de megacariocitos (NM)

nos neonatos dos grupos experimentais.

Grupos
Controle Alcool Mel 10mg Mel 15 mg
NH 159,10 + 5,70 133,12 + 3,88" 164,70 + 8,71 163,94 + 8,49°
ACH (um?) 33,75 + 5,06" 44,46 + 3,25 36,29 + 2,53 34,20 £2,12°
ANH (pm?) 7,63 +£0,322 6,26 +0,11° 8,16 + 1,03 8,18 + 1,16
NM 0,60 + 0,26° 0,42 +0,20° 0,63 +0,22° 0,50 +0,16°

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Wilcoxon-Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 1: Peso dos filhotes dos 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 2: Comprimento dos filhotes dos 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 3: Fotomicrografias do figado dos filhotes dos grupos experimentais evidenciando o
glicogénio hepatico corado pelo Acido Periddico de Schiff. A-B: Controle, C-D: Alcool, E-F:
Alcool + Melatonina 10 mg e G-H: Alcool + Melatonina 15 mg.
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Figura 4: Quantificacio de glicogénio hepatico. Coloracdo Acido Periddico de Schiff.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 5: Fotomicrografias do figado dos filhotes dos grupos experimentais mostrando a

deposicdo de colageno corada pelo Picrosirius Red. A-B: Controle, C-D: Alcool, E-F: Alcool

+ Melatonina 10 mg e G-H: Alcool + Melatonina 15 mg.
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Figura 6: Quantificacdo do colageno. Coloracdo Picrosirius Red. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(P<0,05).
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Figura 7: Fotomicrografias do figado dos filhotes dos grupos experimentais.
Imunohistoquimica para IL-6. A-B: Controle, C-D: Alcool, E-F: Alcool + Melatonina 10 mg
e G-H: Alcool + Melatonina 15 mg.
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Figura 8: Quantificacdo de IL-6 no figado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 9: Fotomicrografias do figado dos filhotes dos grupos experimentais.
Imunohistoquimica para TNF-o. A-B: Controle, C-D: Alcool, E-F: Alcool + Melatonina 10

mg e G-H: Alcool + Melatonina 15 mg.




15001

1000+

5004

Quantificacdo TNF al pha no figado (pixels)

R

e

'-F-'.F-F-:-F-'.'
D

00
1 \Q
k54

Figura 10: Quantificacdo de TNF-a no figado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

e No open access publication fee payable by authors.

Open access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3400, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.
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Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription
articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers
before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free
lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing your research. The
College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article and
explains how editors will look at your paper when it is submitted for publication. Use these resources,
and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

The Editors welcome submissions by the authors of the names and addresses of up to four individuals
who could expertly review the paper, and who are not from the same institutions as the authors. The
Editors reserve the right to use these or other reviewers.

The Health InterNetwork Access to Research Initiative (HINARI) is an initiative to provide free or
nearly free access to the major journals in biomedical and related social sciences, to public institutions
in developing countries. Starting in January 2002 with over 2000 journals from Elsevier and other
leading biomedical publishers, HINARI is part of the Health InterNetwork, which was introduced by
the United Nations' Secretary General Kofi Annan at the UN Millennium Summit in the year 2000.

For further information and registration, please check the HINARI site: http://www.who.int/hinari/en/

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
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also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
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essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself. The
abstract should be up to 300 words of size.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 X
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

Immediately after the abstract, provide between 3 to 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyyl;
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).
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Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

¢ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) and in the printed version
(unless you specify otherwise). Please indicate your preference for color: in print and on the Web,
or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

AUTHOR INFORMATION PACK 19 Jan 2018 www.elsevier.com/locate/gentox 10



Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation
details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change,
SO you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following

link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/mutation-research-genetic-toxicology-and-environmental-muta
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-

ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume and issue/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
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applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1]3J. van der Geer, J.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015. https://doi.org/10.17632/
xwjo98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.
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Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of article that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs or
setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.
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The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles by providing
KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or KMZ files can be uploaded
in our online submission system. KML is an XML schema for expressing geographic annotation and
visualization within Internet-based Earth browsers. Elsevier will generate Google Maps from the
submitted KML files and include these in the article when published online. Submitted KML files will
also be available for downloading from your online article on ScienceDirect. More information.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web and in print,
or to be reproduced in color on the Web and in black-and-white in print. There are no color charges
for Web and/or print reproduction

e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
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The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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DESCRIPTION

Food and Chemical Toxicology (FCT), an internationally renowned journal, that publishes original
research articles and reviews on toxic effects, in animals and humans, of natural or synthetic
chemicals occurring in the human environment with particular emphasis on food, drugs, and
chemicals, including agricultural and industrial safety, and consumer product safety. Areas
such as safety evaluation of novel foods and ingredients, biotechnologically-derived products,
and nanomaterials are included in the scope of the journal. FCT also encourages submission of
papers on inter-relationships between nutrition and toxicology and on in vitro techniques,
particularly those fostering the 3 Rs.

The principal aim of the journal is to publish high impact, scholarly work and to serve as a
multidisciplinary forum for research in toxicology. Papers submitted will be judged on the basis of
scientific originality and contribution to the field, quality and subject matter. Studies should address
at least one of the following: Adverse physiological/biochemical, or pathological changes induced
by specific defined substances New techniques for assessing potential toxicity, including molecular
biology Mechanisms underlying toxic phenomena Toxicological examinations of specific chemicals or
consumer products, both those showing adverse effects and those demonstrating safety, that meet
current standards of scientific acceptability

Authors must clearly and briefly identify what novel toxic effect (s) or toxic mechanism (s) of
the chemical are being reported and what their significance is in the abstract. Furthermore, sufficient
doses should be included in order to provide information on NOAEL/LOAEL values.

Manuscripts describing research involving the following areas will not be considered:
materials/substances of only local interest materials/substances for which the chemical composition is
not clearly defined only pharmacological properties, or potentially beneficial effects using in vitro or in
vivo systems chemical analyses of toxins in foods without addressing the toxic implication to humans
[risk assessment should be included] unrealistic human doses, inappropriate route of exposure, or in
vitro experiments that do not reflect serum levels in humans

FCT is committed to the highest standards. Only papers that have not been previously published,
that fit in the above mentioned scope, and that have been reviewed by experts in the field prior to
publication will be accepted. Cover letters must state that the manuscript is new and original and not
under consideration for publication elsewhere. Co-authors should be individuals who have contributed
substantially to the content of the papers. All authors must declare any potential conflict of interest
and all financial support.
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Benefits to authors

We provide many author benefits, such as free PDFs, a liberal copyright policy, special discounts on
Elsevier publications and much more. Please click here for more information on our author services .

Please see the Guide for Authors for information on article submission. If you require further
information or help, please visit our Support Center
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GUIDE FOR AUTHORS

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only when
your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct format'
for acceptance and provide the items required for the publication of your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

INTRODUCTION

Food and Chemical Toxicology (FCT), an internationally renowned journal, aspires to publish original
research articles and reviews on toxic effects, in animals or humans, of natural or synthetic chemicals
occurring in the human environment with particular emphasis on food, drugs, and chemicals,
including agricultural and industrial safety, and consumer product safety. Areas such as
safety evaluation of novel foods and ingredients, biotechnologically-derived products, and
nanomaterials are included in the scope of the journal. FCT also encourages submission of papers
on inter-relationships between nutrition and toxicology and on in vitro techniques, particularly
those fostering the 3 Rs.

The principal aim of the journal is to publish high impact, scholarly work and to serve as a
multidisciplinary forum for research in toxicology. Papers submitted will be judged on the basis of
scientific originality and contribution to the field, quality and subject matter. Studies should address
at least one of the following: Physiological, biochemical, or pathological changes induced by specific
substances Techniques for assessing potential toxicity, including molecular biology Mechanisms
underlying toxic phenomena Toxicological examinations of specific chemicals or consumer products,
both those showing adverse effects and those demonstrating safety, that meet current standards of
scientific acceptability

Manuscripts concerning materials/substances of only local interest for which the chemical composition
of the material/substance is not clearly defined will not be considered. Manuscripts addressing only
pharmacological properties, or only potentially beneficial effects using in in vitro or in vivo systems,
are not within the scope of the journal.

FCT is committed to the highest standards. Only papers that have not been previously published,
that fit in the above mentioned scope, and that have been reviewed by experts in the field prior to
publication will be accepted. Cover letters must state that the paper is new and original and not under
consideration for publication elsewhere. Papers pending in other journals will not be considered. Co-
authors should be individuals who have contributed substantially to the content of the papers.

The Journal's main purpose is the publication of papers reporting and interpreting original unpublished
toxicological research, particularly studies promoting an understanding of the mechanisms underlying
toxic effects or improvements in methods for predicting adverse effects. Papers reporting the
toxicological examination of specific foods, chemicals or consumer products will be published,
irrespective of the positive or negative nature of the results, provided the tests and reporting meet
current standards of acceptability. In addition, Short Communications will also be considered, as
will concise interpretative Reviews of toxicological topics of contemporary significance. Letters to the
Editor will be limited to comments on contributions already published in the journal; if a letter is
accepted, a response (for simultaneous publication) will be invited from the authors of the original
contribution. All Letters to the Editor should be submitted to the Editor in Chief, Jose L. Domingo
through the online submission system of the Journal.

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
e E-mail address
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e Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

¢ Include keywords

e All figures (include relevant captions)

¢ All tables (including titles, description, footnotes)

e Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
¢ Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

¢ All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

e A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests to
declare

¢ Journal policies detailed in this guide have been reviewed

e Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described has
been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration
of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Requirements for manuscripts submitted to
Biomedical journals. Authors should include a statement in the manuscript that informed consent
was obtained for experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must
always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed.

Food and Chemical Toxicology follows the ICMJE recommendations regarding conflict of interest
disclosures. All authors are required to report the following information with each submission: All third-
party financial support for the work in the submitted manuscript. All financial relationships with any
entities that could be viewed as relevant to the general area of the submitted manuscript. All sources
of revenue with relevance to the submitted work who made payments to you, or to your institution on
your behalf, in the 36 months prior to submission. Any other interactions with the sponsor of outside
of the submitted work should also be reported. Any relevant patents or copyrights (planned, pending,
or issued). Any other relationships or affiliations that may be perceived by readers to have influenced,
or give the appearance of potentially influencing, what you wrote in the submitted work.

As a general guideline, it is usually better to disclose a relationship than not. This information will
be acknowledged at publication in a Transparency Document. Additional information on the ICMJE
recommendations can be found at: http://www.icmje.org. The form for conflict of interest disclosure
can be downloaded here, or at http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf (if this link does not display
properly in your browser, please right-click the link and select "Save Target As..." or "Save Link as..."
from the popup menu.)
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Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Each manuscript must also be accompanied by a cover letter outlining the basic findings of the
paper and their significance. Furthermore, it is understood that with submission of this article the
authors have complied with the institutional policies governing the humane and ethical treatment of
the experimental subjects (i.e. animals and human subjects), and that they are willing to share the
original data and materials if so requested.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access articles
is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.
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You are required to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open
Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

e No open access publication fee payable by authors.

Open access

e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 2800, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription
articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers
before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free
lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing your research. The
College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article and
explains how editors will look at your paper when it is submitted for publication. Use these resources,
and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.
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Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

The Editors require submissions by the authors of the names and addresses of 4 potential reviewers for
this submission. The institutional address and e-mail address are required. At least 2 of the referees
should be from a different country to the corresponding author's. The Editors reserve the right to
use these or other reviewers.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure the text of your paper is double-spaced- this is an essential peer review requirement.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should
be placed directly below the figure or table.

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.
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Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your nhame between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.
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Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of theirimages
and in accordance with all technical requirements.

Please amend your research highlights so that they consist of 3 to 5 brief bullet points which convey
the core findings of your work. Please ensure EACH bullet point does NOT exceed 125 characters
(including spaces). An example is given below:

RESEARCH HIGHLIGHTS EXAMPLE:

* Research highlights are a mandatory field of a submitted paper & therefore should not exceed 85
characters including spaces.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviations should be used sparingly; they should be defined when first used in the paper but also
listed in alphabetical order under Abbreviations as a footnote to the title page (see above).

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

All measurements should be expressed in metric, preferably SI, units. Test chemicals and enzymes
must be clearly identified, IUPAC and CAS names being used, wherever possible with the aid of
CAS Registry and EC numbers. Pesticides should be referred to be their ISO names and human and
veterinary drugs by their INNs.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
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Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation
details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change,
SO you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.
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Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/food-and-chemical-toxicology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr.,, W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. Before submitting your article, you can deposit
the relevant datasets to Mendeley Data. Please include the DOI of the deposited dataset(s) in your
main manuscript file. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your
published article online.
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For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of article that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs or
setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.
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The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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