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Resumo

O presente trabalho aborda o consumo de bebidas alcodlicas em mulheres no
periodo gestacional. O principal objetivo foi descrever as caracteristicas
fenotipicas dos filhotes e analisar o desenvolvimento dos filhotes no Periodo
Hiporresponsivo ao Estresse (SHRP). Foram utilizadas ratas fémeas adultas
da linhagem Wistar. As ratas, apds a fertilizacdo, foram acompanhadas
durante o periodo gestacional e apds o nascimento dos filhotes. As ratas,
durante a prenhez e apds o nascimento dos filhotes, foram mantidas sob uma
dieta nutricional a base de racdao e alcool a 10% ad libitium. Os resultados
demonstraram que os filhotes provenientes de mae que consumiu
involuntariamente o etanol a 10% apresentaram diferencas fenotipicas. Com
base nos resultados obtidos, conclui-se que o etanol administrado durante a

gestacdo e apds o nascimento, pode ocasionar sérios danos para o feto, como
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prejuizos maturacionais entre outros danos caracterizados como Sindrome
Alcodlica Fetal (SAF).

Palavras-chave: SHRP; Alcoolismo Feminino; Sindrome Alcodlica Fetal.

Phenotypic characteristics of pups after involuntary consumption of

ethanol in Wistar rat during pregnancy

Abstract

This paper discusses alcohol consumption in women during pregnancy. The
main objective was to describe the phenotypic characteristics of the pups and
analyze the development of the pups in the stress hyporesponsive period
(SHRP). We used adult female rats of Wistar strain. The rats, after fertilization,
were followed during pregnancy and after the birth of the puppies. The rats
during pregnancy and after the birth of the puppies were kept in a nutritional
diet based in food and alcohol at 10% ad libitium. The results showed that the
pups from the mother who unwittingly consumed 10% ethanol showed
phenotypic differences. Based on these results, we conclude that ethanol
administered during pregnancy and after birth, can cause serious damage to
the fetus, as maturational losses among other damage characterized as Fetal
Alcohol Syndrome (FAS).

Keywords: SHRP; Female Alcoholism, Fetal Alcohol Syndrome.

INTRODUCAO

O alcoolismo é uma das mais graves enfermidades mundiais, sendo que
90% das pessoas ingerem algum tipo de bebida alcodlica. Seu uso indevido é
um dos fatores que contribuem para a diminuicdo da saude mundial, é a
terceira doenca que mais mata no mundo, sé perdendo para o cancer e as
doencas do coragao, estando intimamente ligada a problemas relacionados ao
campo social, como desordem publica, problemas familiares do tipo, conflitos

conjugais e divércio, abuso de menores, problemas financeiros, interpessoais,
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ocupacionais, dificuldades educacionais e custos sociais (MELONI &
LARANJEIRA, 2008). Distinguidas dos problemas sociais, as categorias dos
problemas a saude relacionados ao alcoolismo podemos destacar brevemente
seus maleficios, como ataque cardiaco, doencas respiratorias, enfisema,
cancer, impoténcia sexual, alteracdes na memoria, perda do autocontrole,
gota, rompimento das veias, danos no figado, rins e estbmago, cirrose
hepatica, ulceras, gastrites, irritabilidade, dor de cabeca, insOGnia, ansiedade,
agitacao e outros (BARBOSA et al., 2009).

A palavra alcoolismo é utilizada para designar uma conseqliéncia onde
ocorre a ingestdo de etanol que é o principal componente das bebidas
alcodlicas, sendo que o alcodlatra é o bebedor excessivo, cuja dependéncia ao
alcool chegou ao ponto de |Ihe criar transtornos em sua saude fisica, ou mental,
nas suas relagdes interpessoais e na sua fungao social e econdmica e que por
isso, necessitando entao de tratamento (BARBOSA et al., 2009).

O alcoolismo comeca com doses pequenas, por um simples habito, onde
0 usuario vai se tornando cada vez mais tolerante e dependente da bebida,
chegando entdo no caso de abstinéncia e perda de controle. Entende-se por
tolerancia, a necessidade de doses cada vez maiores de alcool, para que
exerca o mesmo efeito, e por sindrome de abstinéncia um quadro de
desconforto fisico ou psiquico da diminuicdo, ou até mesmo na suspensdo do
consumo etilico (GLIGLIOTTI & BESSA, 2004).

Atualmente o uso abusivo de alcool na adolescéncia tem nos chamado
mais a atencdo, tornando - se a preocupacao da saude publica. Estudos
epidemioldgicos referem que o consumo de bebidas alcodlicas tem inicio em
idades cada vez mais precoces (VILELA et al., 2011).

O alcoolismo na adolescéncia estd associado as principais causas de
mortalidades, como suicidios, homicidios, acidentes de transito, além de
aumentar a probabilidade de doencas sexualmente transmissiveis (VILELA et
al., 2011).

Estudos indicam que 80% dos adolescentes que abusam das bebidas

alcodlicas apresentam algum tipo de psicopatologia, tais como, perturbacdo da
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conduta e/ou perturbacdo depressiva, sendo que muitas varidveis podem
influenciar o jovem ao consumo de bebidas alcodlicas, que é o caso da
psicopatologia parental, ou seja, o ambiente e o contexto sécio familiar podem
estar contribuindo para um impacto maior ao longo da adolescéncia, no
entanto os sintomas depressivos na infancia predispdem na ingestdo de alcool
(VILELA et al., 2011).

MESSAS & FILHO (2004), apontam estudos epidemioldgicos e
moleculares sobre a presenca de fatores hereditarios no génese do abuso ou
dependéncia do alcool, sendo que tanto o abuso, quanto a dependéncia da
bebida seria resultante de uma complexa interacdao de fatores genéticos,
psicossociais e culturais.

As mulheres iniciam seus habitos de beber mais tardiamente
comparando-as aos homens, mas os problemas relacionados ao uso e abuso
de a&lcool sdo mais precoces nas mulheres. As mulheres tém maior
biodisponibilidade ao 4&lcool do que os homens, ou seja, as mesmas
concentracdoes de etanol ingerido em ambos 0s sexos serao maiores na
mulher, deixando-a mais explicitamente embriagadas. Isso se explica pelo fato
de que as mulheres possuem uma proporgcao de gordura corpdérea maior, uma
menor quantidade de agua e uma baixa atividade da enzima alcool -
desidrogenase, fazendo com que o0 organismo da mulher seja de maior
absorcao de etanol do que o organismo masculino (PESSOA, 2009).

Sabe-se que o alcool consumido por mulheres, e ingerido na
gravidez, provoca sérios problemas de saude, tanto para a gestante, quanto
para o feto, a embriotoxicidade e teratogenicidade fetal. Isso se explica, pois
os mecanismos fisioldgicos de nutricdo fetal se inicia a partir do momento da
fecundacao, constituindo assim uma integracao de dois seres em um mesmo
organismo, tornando-se suscetivel a todas influéncias do meio ou que venham
a envolvé-lo (FABBRI, 2001).

As influéncias fetais prevalecem a do organismo materno, interpretado
como fonte nutritiva, onde as alteragoes fardao presentes do desenvolvimento
embrionario (ROSSI et al., 2012).
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Durante a gestacdao, a circulagdo sanguinea é responsavel pelo
transporte de nutrientes para o feto, sendo assim a exposicdo ao alcool tem
efeitos complexos ao passar pela placenta, que tem a funcgao relacionada tanto
a nutricdo, quanto da eliminacao de residuos fetais, podendo vir a interferir no
desenvolvimento fetal (FABBRI, 2001).

O alcool ingerido pela gestante ird cruzar a barreira placentaria, indo
para o liquido amnidtico, chegando até o feto, que receberd as mesmas
concentragcdes de alcool que a gestante, sendo desta maneira, a exposicao
fetal € maior, devido ao baixo metabolismo e a eliminacdo de residuos serem
mais lentos, fazendo como que o liguido amnidtico mantenha-se impregnado
de alcool ndo modificado pela auséncia de enzimas suficientes para fazer a
degradacao destas substancias (FABBRI, 2001).

O mecanismo de acao do etanol parece ser muito, e a isoenzima do
alcool - desidrogenase podem influenciar a evolugdo fetal alterando - a,
incluindo efeitos no metabolismo e alteracdo da funcdao enddcrina fetal,
transporte de aminoacido pela placenta, reducao da absorcdo de nutrientes,
por intermédio da mucosa intestinal e alteracdbes no metabolismo hepatico
materno (FABBRI, 2001).

Em vista das manifestacbes nocivas provocadas por alteragdes no
organismo materno e pelo comprometimento do fluxo sanguineo placentario,
pode-se considerar a acdo exercida pelo alcool na embriogénese ou na
fatogénese, interligada a sua absorcao (ROSSI et al., 2012 ).

O etanol além de ter efeitos diretos sobre varios fatores de crescimento
celular, inibindo a proliferacao de certos tecidos, também induz a formacdo de
radicais livres de oxigénio que sao capazes de danificar proteinas e lipideos
celulares, aumentando a apoptose e prejudicando a organogénese, inibindo a
sintese de acido retindico, substancia reguladora do desenvolvimento
embrionario (ROSSI et al., 2012).

A evolucao fetal pode estar associada, nao somente pelo consumo de

alcool pela made, mas também pela deficiéncia nutricional intra-uterina,
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podendo induzir as mas formacgoes, até a teratogénese, que varia seus efeitos
dependendo do nivel a exposicao intra-uterina (FABBRI, 2001).

As teratogénicas relacionadas ao consumo de alcool durante a gestacao
sdao denominadas de Sindrome Alcodlica Fetal (SAF), podendo ser
diagnosticado mais facilmente no periodo apds o neonatal, quando se associam
ao retardo mental e o déficit (FABBRI, 2001).

O consumo de alcool na gestacdo é responsavel por inUmeros abortos,
fatores comprometedores do parto, com risco de infecgdes, deslocamento
prematuro da placenta, hipertonia uterina, prematuridade do trabalho de parto
e liquido amniético meconial (FABBRI, 2001).

A exposicdo do alcool pode continuar no periodo pds-natal, pois o alcool
esta presente no leite materno em niveis idénticos aos sanguineos, o que pode
ser muito significativo nos efeitos em relacao nutricional e emocional (ROSSI
et al., 2012).

As preocupacoes relacionadas ao leite materno envolve a quantidade de
leite disponivel que sera diminuida se a mamada for precedida por consumo de
alcool, a producdo de prolactina e ocitocina reduzidas pela sucgao diminuida e
a prépria capacidade de succao por parte do bebé com SAF é menor (ROSSI et
al., 2012).

Quando as mas formacdes clinicas ndao sdao completas, sem os sinais de
dimorfismo facial, a sindrome é chamada de Efeito Alcodlico Fetal (EAF)
(ROSSI et al., 2012).

A principal caracteristica da fase de desenvolvimento pds-natal do
sistema de estresse é denominado Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (SHRP,
do inglés stress hiporesponsive period), influéncias causadas pelas variacoes
do cuidado materno, responsaveis por inibir as respostas enddcrinas ao
estresse de filhotes apds o nascimento, esses por sua vez no decorrer de seu
desenvolvimento, podem ativar o sistema periférico e central que sao
responsivos ao estresse (KREMER, 2007).

O SHRP é critico para o desenvolvimento neural, em que os processos

vitais como migragao, divisao, diferenciacao, crescimento e morte celular
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prevalecem no cérebro, além de que sistemas inibitorios e excitatdrios de
neurotransmissor alcancam a maturidade. Portanto, durante o periodo SHRP,
principalmente nas duas primeiras semanas de vida pds - natal, tanto os
estimulos aparentemente inofensivos, quanto os estimulos estressores,
induzem alteracdes comportamentais e enddcrinos na vida adulta (KREMER,
2007).

Animais em experimentos cientificos sdo utilizados ha séculos, tendo a
finalidade de novos conhecimentos e beneficios para a salude, mas apenas
recentemente a importancia do modelo animal para resultados em
experimento foi reconhecida. Desta forma surgiu a ciéncia em animais de
laboratério, sendo o modelo mais utilizado os em ratos, isso por que além de
serem de porte menores podendo ser mantidos em lugares que ocupem pouco
espaco, € também de facil reproducdao, evitando assim danos a espécie
(FRAJBLAT et al., 2008).

Com base neste estudo, os objetivos do presente trabalho consistem em
(a) descrever as caracteristicas fenotipicas dos filhotes apdés o consumo
involuntario de etanol em rata mae da linhagem Wistar durante a prenhez e
(b) analisar o desenvolvimento dos filhotes no Periodo Hiporresponsivo ao
Estresse (SHRP).

MATERIAL E METODOS

Animais

Os ratos da linhagem Wistar foram provenientes do Biotério das
Faculdades Integradas Regionais de Avaré (FIRA), Fundacao Regional
Educacional de Avaré (FREA), Sao Paulo, Brasil.

Foram formados quatro casais da linhagem Wistar. As fémeas adultas,
ap6s a fertilizacdo, foram divididas em dois tratamentos experimentais
(Controle- C e Consumo Involuntario de Etanol - CIE). As fémeas adultas
foram acompanhadas durante o periodo gestacional e apds o nascimento dos

filhotes. As fémeas prenhas do tratamento CIE receberam ragdao normal e
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solucdo de etanol a 10%; e as fémeas C receberam racdo normal e agua
potavel.

O dia do nascimento foi estipulado o dia zero, quando a ninhada foi
padronizada com oito filhotes. Os filhotes controle e os do tratamento CIE
foram observados no periodo hiporresponsivo ao estresse (SHRP). O alimento
dos filhotes (C e CIE) no SHRP é praticamente o leite da rata mae.

O protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Consumo involuntario de etanol materno
A analise do consumo involuntario da solucdo de etanol a 10% das ratas
mdes do tratamento CIE ocorreram em um dois periodos: (a) durante o

periodo gestacional e (b) apds o nascimento dos filhotes.

Descricdo das caracteristicas fenotipicas dos filhotes

As descricdes das caracteristicas fenotipicas dos filhotes das ninhadas
dos tratamentos C e CIE ocorreram diariamente no Periodo Hiporresponsivo ao
Estresse (SHRP), do 4° ao 14° dia de idade, sempre no mesmo horario.

As descricOes das caracteristicas fenotipicas foram (a) o aparecimento de
pelos, (b) o descolamento total das orelhas, (c) a total abertura dos olhos e (e)
o aparecimento das unhas. Os filhotes e as ratas maes foram acomodados com
temperatura de 30°C e a umidade superior a 50%.

Os animais foram manejados por uUnico pesquisador do inicio ao fim da
experimentacao. As maos do investigador foramlavadas, secas e esfregadas na
maravalha de forro das caixas da ninhada, eliminando assim todos os odores
que levassem a rejeicdo da mae a prole. A sala de experimentacao foi mantida

isolada ao maximo de ruidos externos.
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Andlise do desenvolvimento da ninhada durante o periodo
hiporresponsivo ao estresse (SHRP)

Foi mensurada a massa corpérea inicial, massa corpdrea final e ganho de
massa corporea absoluta dos filhotes dos tratamentos C e CIE no periodo de 4°

a 14° dia de apos o nascimento da ninhada.

Andlise Estatistica

O estudo estatistico das variaveis foi realizado através da ANOVA e
complementado com o teste de comparagdes multiplas de Tukey para
contraste entre médias dos tratamentos. Os resultados foram expressos em
média + erro padrao da média. As conclusdes estatisticas foram realizadas
com 5% de significancia. Detalhes a respeito da metodologia empregada

podem ser encontrados em Banzatto & Kronka (1989).

RESULTADOS

Consumo involuntario de etanol materno

A Tabela 1 mostra que o consumo da solugao de etanol a 10% (mL/dia)
pela rata mae durante o periodo gestacional ou prenhez nao apresentou
diferenca estatistica significativa (p = 0,7529) comparada com o estagio apos

o nascimento dos filhotes no periodo hiporresponsivo ao estresse (SHRP).

Tabela 1. Consumo de solucao de etanol a 10% (mL/dia) pela rata mae
durante o periodo gestacional ou prenhez e apds o nascimento dos filhotes da

linhagem Wistar. Anadlise estatistica e teste de Tukey (p<0,05).

Periodo Média % erro padrao
Gestacional ou prenhez 58,65 mL/dia £ 5,44 al
Apds o nascimento dos filhotes 50,15 mL/dia £ 10,40 a

I Teste de Tukey (p=0,7529).
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Descricdo das caracteristicas fenotipicas dos filhotes

Os filhotes C e do tratamento CIE apresentaram diferencas comparativas
no desenvolvimento das caracteristicas fenotipicas durante o SHRP (Figuras 1,
2,3e4).

O desenvolvimento total da orelha externa, aparecimento de pelos
visiveis, deteccdo de dentes visiveis e olhos totalmente abertos em filhotes do
tratamento CIE ocorreram tardiamente comparados com os filhotes C no
SHRP. Também foram observados que os filhotes CIE eram menores

comparados com os filhotes C (Tabela 2).

Controle

CIE

Figura 1. Filhotes controle e CIE no primeiro dia do periodo hiporresponsivo
ao estresse (SHRP).
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Controle

CIE

Figura 2. Filhotes controle e CIE no terceiro dia do periodo hiporresponsivo ao
estresse (SHRP).

Controle

CIE

Figura 3. Filhotes controle e CIE no quinto dia do periodo hiporresponsivo ao
estresse (SHRP).
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Controle

CIE

Figura 4. Filhotes controle e CIE no décimo dia do periodo hiporresponsivo ao

estresse (SHRP).

Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas, em dias do periodo hiporresponsivo ao
estresse (SHRP), dos filhotes C e CIE da linhagem Wistar.

Caracteristica Presenca

fenotipica Controle CIE

Orelha externa
totalmente 52 dia 10° dia

desenvolvida

Pelos totalmente

o 3° dia - 4° dia 8° dia
visiveis
Dentes visiveis 4° dia 82 dia
Olhos totalmente
82 dia 152 dia

abertos

Filhotes menores Auséncia Presenca
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Andlise do desenvolvimento da ninhada durante o periodo
hiporresponsivo ao estresse (SHRP)

A Tabela 3 demonstra a massa corpédrea inicial da ninhada, a massa
corporea final e o ganho de massa corpdérea absoluta foram distintos nas
ninhadas C e CIE.

A média da massa corporea da ninhada de ratos da linhagem Wistar do
tratamento CIE apresentaram diferencas extremamente significativas
(p<0,0001) comparada com a ninhada C no periodo de 4° a 14° dia apds o

nascimento (Tabela 4).

Tabela 3. Massa corpérea inicial (MCI), massa corpérea final (MCF) e ganho
de massa corpdrea absoluta (GMCA) da ninhada padronizada com oito filhotes
de ratos da linhagem Wistar nos grupos controle (C) e consumo involuntario de
etanol a 10% (CIE).

Parametros
Tratamentos
MCI MCF GMCA
161,5 262,0 100,5
Controle

g/ninhada g/ninhada g/ninhada

100,5 151,1
CIE 88,9 g/ninhada
g/ninhada g/ninhada

Tabela 4. Média + erro padrdao de massa corpoérea (g) da ninhada padronizada
com oito filhotes de ratos da linhagem Wistar nos grupos controle (C) e
consumo involuntario de etanol a 10% (CIE). Analise estatistica e teste de
Tukey (p<0,05).

Média % erro padrao da massa

Tratamentos 3
corporea da ninhada (g)
Controle 208,25 g/ninhada + 9,88 b!
CIE 115,18 g/ninhada £+ 9,29 a

1 Teste de Tukey (p<0.0001).
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DISCUSSAO

Foi possivel constatarmos que a exposicao do alcool no periodo
gestacional e apds o nascimento é prejudicial, interagindo tanto na formacao
do embrido, quanto no desenvolvimento do feto, segqundo estudos anteriores
(BROLESE, 2009). Resultados obtidos em nosso estudo diferem com os ja
obtidos no experimento de BROLESE (2009).

Observamos que as caracteristicas fenotipicas, em dias do periodo
hiporresponsivo ao estresse (SHRP), variam entre ambos o0s grupos dos
filhotes. No grupo C (Controle) observou-se um melhor desenvolvimento nas
caracteristicas fenotipicas, como por exemplo, orelhas totalmente
desenvolvidas no 5° dia. Entretanto, no grupo CIE (Consumo Involuntario de
Etanol) as orelhas se desenvolveram somente no 10° dia.

BROLESE (2009) obteve resultados ndo significativos em relacdao a
abertura dos olhos. No nosso experimento, a abertura total dos olhos foi
diferentes no grupo C e no grupo CIE. Isso pode demonstrar a influéncia do
consumo de etanol no desenvolvimento das caracteristicas fenotipicas.
Também foram observados atrasados no desenvolvimento dos dentes do
grupo CIE comparados com o grupo C. Esse resultado confirma com os dados
ja descritos na literatura que diz respeito a interferéncia do alcool na erupcgao
dos dentes incisivos e no desenvolvimento (BROLESE, 2009).

BROLESE (2009) nao obteve nenhum resultado expressivo que se
refere a filhotes raquiticos, enquanto o presente trabalho nos mostrou a
possibilidade que o consumo excessivo de alcool durante a gestacao pode
causar individuos com baixo peso. BROLESE (2009) justifica que o baixo teor
nutricional contido no leite materno é resultado da presenca do etanol.

Segundo BROLESE (2009), os filhotes de roedores sao capazes de
processarem pequenas quantidades de etanol do liquido amnidtico durante a
fase gestacional, tornando - se assim tdxicas pra o feto e seu consumo
excessivo pode levar o individuo a uma desnutricao secundaria de uma ma

digestdo e/ou ma absorcdao dos nutrientes causando complicacoes
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gastrointestinais associadas ao alcool. Por esse motivo, € comum na
Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) os animais descendentes nascerem com baixo
peso.

MOLINA & SOUZA (2010) relataram que o consumo de etanol na
gestacdao demonstra a presenca também no leite materno. Isso acontece
porque o etanol interfere na liberacdo de ocitocina durante o periodo
gestacional, reduzindo a quantidade de leite materno produzido pela rata no
periodo neonatal, interagindo e influenciado sob o desenvolvimento fetal,
contribuindo para as diversas mas formacdes, induzindo uma Sindrome
Alcodlica Fetal (SAF).

Portanto, diante das pesquisas anteriores e resultados adquiridos em
nosso presente trabalho também foram possiveis verificar que o etanol é um
agente agressor, sendo de grande importancia uma maior atencdo das
gestantes, reconhecendo seus efeitos maléficos, recorrendo a

acompanhamentos médicos durante este periodo.

CONCLUSAO

Com base neste trabalho, concluimos que:

I - O alcool, quando administrado no periodo pré-natal, € uma droga de
efeitos complexos.

IT - A diversidade de fatores associados ao uso do alcool no periodo
gestacional sugere medidas preventivas € uma maior atencdao, como a nao
ingestdo de bebidas alcodlicas, minimizando os efeitos que essa droga pode
causar no feto.

ITII - O estado nutricional da mde é um fator muito importante associado
ao alcool na gestacdo. O controle nutricional é imprescindivel para evitar
problemas futuros.

IV - O presente trabalho mostrou que o alcool pode ocasionar prejuizos no
desenvolvimento de animais cujas maes foram expostas ao &alcool durante e

apos a gestacao.
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V - O consumo de etanol é prejudicial para a vida materno-fetal.
Ressaltamos a importancia de alguns cuidados no periodo gestacional como a
abstinéncia alcodlica.

VI - E necessaria a conscientizacdo dos profissionais da salude no que se

diz respeito a SAF e a sua prevencao.
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