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RESUMO

Objetivos: o presente trabalho teve como objetivo relacionar o
uso de alcool durante a prenhez as alteragdes morfologicas
hepaticas, tanto na mae, quanto nos fetos, através da analise
microscopica de cortes histologicos por técnicas rotineiras.
Métodos: foram utilizadas 15 ratas Wistar prenhes divididas em
trés grupos de nimeros iguais: Alcool, Agua e Controle. Foram
administrados alcool etilico e agua destilada as fémeas dos
grupos Alcool e Agua, respectivamente, nos 7°, 8° ¢ 9° dias de
gestacdo. No momento da coleta dos fetos, estes foram medidos
e pesados; em seguida, os figados destes e de suas maes foram
processados e analisados em laminas com método de coloragao
de Hematoxilina e Eosina, para ambos, ¢ Tricomio de Masson,
para a mae. Resultados: ndo houve diferenga estatisticamente
significativa no nimero de fetos e no niimero de megacariocitos
entre os tré€s grupos (p > 0,05). Entretanto, com relacao ao peso
fetal, as comparagdes Controle versus Agua e Agua versus
Alcool diferiram significativamente (p < 0,001). Além disso,
notou-se significncia nas comparagdes entre 0s comprimentos
cranio-caudais fetais dos grupos Controle versus Alcool (p <
0,05). Com a analise qualitativa dos figados das maes,
observou-se a presenca de infiltrado inflamatorio, padrdo
normal dos corddes de hepatocitos, da triade portal e da
distribuicao das fibras de colageno e auséncia de esteatose nos
trés grupos estudados. CONCLUSOES: O alcool é
reconhecidamente um agente teratogénico, no entanto, neste
estudo a dose utilizada e o tempo de exposi¢ao a este agente ndo
foram suficientes para gerar alteragdes morfologicas nos
figados dos fetos e das maes, resultando apenas em
comprometimento dos pardmetros morfométricos fetais (peso e
comprimento cranio-caudal).

Descritores: etanol, alcoolismo, gravidez, figado, feto, animais,
ratos.

ABSTRACT

Purpose: this study aimed at correlating the use of alcohol
during pregnancy with hepatic morphological changes,
both in the mother as in fetuses, through microscopic
analysis of histological sections by routine techniques.
Methods: 15 pregnant Wistar rats were divided in three
equally numbered groups: Alcohol, Water and Control. It
was administered ethyl alcohol and distilled water to
females of Alcohol and Water groups, respectively, on the
7th, 8th and 9th days of gestation. At the time of collection
of fetuses, they were measured and weighed, and then their
and their mothers' livers were processed and analyzed on
slides using hematoxylin and eosin staining for both, and
Masson Trichrome for the mother. Results: no statistically
significant difference was found regarding the number of
fetuses and the number of megakaryocytes in the three
groups (p > 0.05). However, concerning fetal weight, the
comparisons between Water versus Control and Water
versus Alcohol showed significant differences (p <0.001).
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Furthermore, the comparisons between the fetal craniocaudal
length of Alcohol versus Control groups (p < 0.05) were
significantly different. Using the qualitative analysis of the
livers of the mothers, we observed the presence of
inflammatory infiltrate, normal pattern of hepatocytes cords,
portal triad and distribution of collagen fibers besides absence
of steatosis in all three groups. Conclusions: alcohol is a
known teratogenic agent, however in this study its dosage and
duration of exposure was not enough to generate
morphological changes in the fetuses' and their mothers'
livers, resulting only in impairment of fetal morphometric
parameters (weight and craniocaudal length).

Key-words: ethanol, alcoholism, pregnancy, liver, fetus,
animals, rats.

INTRODUCAO

Define-se alcoolismo como uma sindrome multifatorial
com comprometimento fisico, mental e social. Estima-se que
mais de dois tercos das pessoas em paises ocidentais bebem
além do que apenas ocasionalmente. Estudos apontam que nos
Estados Unidos aproximadamente 10% das mulheres e 20%
dos homens preenchem critérios diagndsticos para abuso do
alcool, e 3% a 5% das mulheres e 10% dos homens preenchem
critérios para dependéncia ao longo da vida.'

O alcoolismo ¢ um problema de abuso de droga que
afeta 1 a2 % das mulheres em idade fértil. O consumo de alcool,
tanto moderado como alto, durante o inicio da gravidez, pode
ocasionar alteragdoes do crescimento e¢ do desenvolvimento
morfologico do feto, sendo considerado, atualmente, como um
problema de satide publica.” Apesar de gerar um grande custo
social, ainda hé caréncia de estudos epidemioldgicos sobre
efeitos do alcool sobre o feto no Brasil.'

A metabolizac¢ao do etanol ¢ feita principalmente no
figado e se inicia imediatamente apods a ingestdo. O figado,
por ser considerado o principal 6rgdo responsavel pela
biotransformacao de drogas, pode estar funcionalmente ou
estruturalmente alterado em alcoolistas cronicos e cada
alteragdo pode, ou ndo, ser seguida de manifestagdes clinicas
e anormalidades laboratorias.’ Dentre as patologias que
acometem o oOrgdo, podem-se citar a esteatose hepatica,
hepatite toxica ou alcodlica e cirrose hepatica.’

A esteatose hepatica ¢ caracterizada por deposito de
pequenas goticulas lipidicas nos hepatocitos. Na hepatite
alcoolica, ocorrem outras lesdes como infiltrados leucocitarios,
corpos de Mallory e necrose tecidual.
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A forma final e irreversivel € a cirrose, caracterizada
pela presenca de extensas areas de fibrose e desorganizagio
daarquitetura lobular.™

Devido a seu pequeno tamanho e suas propriedades de
dissociacdo e polarizagdo, o alcool ¢ soluvel em dgua e
relativamente soluvel em solventes ndo polares. Por esta
razdo, pode atravessar as membranas celulares e se difundir
por todos os liquidos e tecidos do organismo.’ Dessa forma,
atravessa livremente a barreira placentaria e se distribui pelo
liquido amniotico, atingindo os tecidos do feto. Os niveis
sanguineos materno e fetal sdo aproximadamente iguais apos
a ingestdo materna de alcool. A difusdo passiva do alcool
ocorre por gradiente de concentragdo de tal maneira que os
niveis materno e fetal sdo similares até que todo o etanol seja
metabolizado.

O ectanol induz a formacdo de radicais livres de
oxigénio que sdo capazes de danificar proteinas e lipideos
celulares, aumentando a apoptose e prejudicando a
organogénese. Também inibe a sintese de acido retinoico, que
¢ uma substancia reguladora do desenvolvimento
embrionario. Tanto o etanol quanto o acetaldeido tém efeitos
diretos sobre varios fatores de crescimento celular, inibindo a
proliferaco de certos tecidos.’

Os efeitos teratogénicos do alcool sdo reconhecidos
desde a antiguidade e, com o transcorrer da histdria, houve um
evidente aumento da incidéncia de abortos, natimortos e
malformagdes congénitas em recém-nascidos de maes
alcoolistas.**” Ha uma associa¢do bem documentada entre a
ingestdo materna de alcool e o desenvolvimento da Sindrome
Alcodlica Fetal (SAF), que ¢ caracterizada por déficit de
crescimento, dismorfismo facial e evidéncia de anormalidades
do sistema nervoso central.""*

No Brasil, existem poucos dados sobre a incidéncia de
efeitos teratdgenos do alcool. Estima-se a incidéncia de
alcoolismo materno em 6/1.000 gestantes ¢ a incidéncia de
SAF em 1/1.000 recém-nascidos (RNs). No entanto, calcula-
se que um quarto das gravidas deste pais faga uso esporadico
de bebida alcoolica.’

No feto, o figado surge no inicio da quarta semana ¢ a
quantidade de sangue oxigenado que flui da veia umbilical € o que
determina o seu desenvolvimento e sua segmentagao funcional. A
hematopoese comeca durante a sexta semana, € na nona semana,
0 6rgo responde por cerca de 10% do peso total do feto.” Além
disso, este 6rgdo, também, ¢ responsavel pela eficacia do sistema
hematopoiético, tendo como um de seus principais objetivos
produzir adequado ntimero de células funcionais do repertorio
imune. Células hematopoiéticas devem ser capazes de se
desenvolver, proliferar e migrar do figado hematopoiético fetal
para outros tecidos do corpo como timo e medula dssea. Ha
evidéncias que o consumo de etanol causa imunodeficiéncia em
adultos e que o consumo materno de etanol causa
imunodeficiéncia em criangas, ambas relacionadas aos efeitos nas
células e reguladores de citocinas.'®

No figado fetal que foi exposto ao alcool durante a
gestacdo, sabe-se que as deformidades caracteristicas sdo
similares as encontradas na doenga hepatica no adulto. Os
aspectos comumente vistos no adulto sdo hepatomegalia e
aumento das transaminases séricas.

A microscopia Optica revela aumento da gordura
parenquimatosa com fibrose portal e perisinusoidal.”” Contudo,
pouco foi estudado sobre essas alteracdes morfoldgicas em
figado de fetos de maes alcoolistas. Portanto, o presente estudo
fez-se necessario para investigar, em modelos animais
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(roedores), possiveis modificagdes decorrentes do uso do
alcool durante a gestagao.

MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar provenientes
do biotério Faculdade de Ciéncias Médicas e da Satude de
Sorocaba (PUC-SP). Os animais de ambos os sexos, de cerca de
trés a cinco meses de idade, foram acondicionados em gaiolas
mantidas em ambiente de temperatura controlada (25+2 °C) e
expostos a luz por um periodo diario de 12 horas (7:00 - 19:00
h). Os animais tiveram acesso ad libitum a agua e ragdo
comercial.

As fémeas foram colocadas junto aos machos da
mesma linhagem e a cada manha foi observada a presencga de
espermatozoides em esfregaco vaginal. Neste caso, este dia
foi considerado o 1°dia de prenhez.

As fémeas prenhes foram divididas em trés grupos de
estudo (n=>5/grupo) descritos a seguir:

Grupo 1 (Alcool): administragio diria de alcool etilico
absoluto P.A. 3 g/Kg de peso corporal em agua destilada, via
oral, através de gavagem intragastrica; volume final igual a
3,8ml, nos 7°, 8° ¢ 9° dias de gestagdo;

Grupo 2 (Agua): administragdo diaria de agua destilada,
via oral, através de gavagem intragastrica; volume final igual a
3,8ml, nos 7°, 8°e 9° dias de gestagdo;

Grupo 3 (Controle): ndo recebeu nenhuma solugao.

2.Analise das ratas prenhes

As ratas prenhes foram sacrificadas através de uma
dose letal de cetamina e xilazina no 21° dia de gesta¢do. O
utero foi dissecado e transferido para uma placa de vidro
contendo soro fisioloégico. Entdo tiveram seus figados
dissecados e imersos em solucao fixadora.

3. Analise dos fetos

O contetdo uterino foi avaliado, contabilizando-se o
nimero de fetos. Os fetos integros foram pesados e o
comprimento cranio-caudal medido, avaliando assim a
possibilidade de restricdo de crescimento intrauterino. Em
seguida os fetos foram dissecados e seus figados coletados e
imersos em solu¢ao fixadora.

4. Processamento, analise e documentaciao dos

figados em microscopia optica

Os figados das ratas e dos fetos foram processados
convencionalmente, ou seja, ap6s a fixacdo, as amostras
foram lavadas em agua destilada, desidratadas em série
crescente de etanol, diafanizadas e embebidas em parafina
(Histosec-Merck).

Os preparados foram seccionados com navalhas
descartaveis em microtomo Leica RM 2245 a uma espessura
de 4pum. Prosseguindo-se com a coloragao por Hematoxilina
de Harris e Eosina (HE) e Tricomico de Masson. Os cortes
histolégicos foram analisados e documentados em
microscopio optico Nikon Eclipse ES00.

5.Anaélise dos resultados

Os dados obtidos foram tabulados, analisados e
apresentados em graficos e tabelas. A captura das imagens foi
realizada por meio de um programa de analise de imagens
(software Image Prolite).
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Contabilizou-se o nimero de megacariocitos (aumento de
40X) de cinco campos aleatorios por lamina de cada subgrupo nos
fetos, além da analise das 1aminas de todas as ratas.

As medidas obtidas foram submetidas ao estudo
estatistico utilizando-se os testes ANOVA e¢ TUKEY'S
MULTIPLE COMPARISON TEST, com nivel de rejei¢ao
para hipdtese de nulidade fixada em 5% (p < 0,05), com o
auxilio do software PRISMA 2.0.

RESULTADOS

Nos testes One-way ANOVA e TUKEY, os fetos dos
grupos Alcool, Agua e Controle foram comparados entre si para
as variaveis peso (tabela 1) e comprimento cranio-caudal (tabela
2).

A diferenga do peso dos fetos foi estatisticamente
significativa entre os grupos Alcool, Agua e Controle, com um
p < 0,0001. No teste TUKEY para multiplas comparagdes,
identificou-se que Controle versus Agua mostrou um p<0,001;

Tabela 1. Estudo comparativo do peso fetal

Controle versus Alcool, um p>0,05; e Agua versus Alcool, um
p<0,001.

Ao se comparar o comprimento craunio-caudal dos
grupos no teste TUKEY, notou-se que Controle versus Agua e
Agua versus Alcool apresentaram p > 0,05. Contudo, a
comparacio entre Controle versus Alcool indicou p < 0,05,
afirmando que houve diferenca estatisticamente significativa
nesta Gltima. Em relacdo a contagem dos megacariocitos dos
grupos estudados, ndo houve variacoes estatisticas significativas
(p>0,05), conforme apresentado na figura 1.

Foi realizada ainda a analise qualitativa das laminas dos
figados das ratas, a procura de alteragdes histologicas tais como
fibrose, esteatose, infiltrado inflamatorio e desorganizagdo dos
corddes de hepatocitos. Através desta analise foi observado
infiltrado inflamatério em todos os grupos (figura 2 A e B), ndo
havendo distingdo entre eles. Todavia, a fibrose ndo foi
observada em nenhum dos grupos, encontrando-se um padrao
normal de distribuicdo de fibras de colageno nos espacos porta

(figura3).

Média Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo p (ANOVA)

Tukey's Test

Agua 2,3837 0,38 1,5211 23837

32328 Controle vs Alcool  p> 0,05

Tabela 2. Estudo comparativo do comprimento cranio-caudal dos fetos

Média Desvio Padrdo Minimo Mediana Maximo p (ANOVA)

Tukey's Test

Agua 4.18 0.34 3.20 4.15

4.80 Controle vs Alcool  p <0.05

Numero de megacaridcitos

Controle ~ Agua  Alcool

Grupos

Figura 1. Numero de megacariocitos nos trés grupos
experimentais
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Figuras 2a e 2b. Notam-se nessas figuras a arquitetura normal do figado das maes do grupo Alcool. Hepatocitos (cabega de
seta), sinusoides (S) e veias (V). Atente-se para infiltrado inflamatério em ambos os campos (setas).
Coloragdo: HE. Aumento 20X.

Figura 3. Nota-se o espago portal composto pela veia (V),
artéria (A) e ducto biliar (D). Atente-se para a
distribuicdo normal das fibras de colageno (setas)
coradas em tricomio de Masson. Aumento 20X.

DISCUSSAO

Existem diversos estudos mostrando os efeitos do etanol
em descendentes de ratas nas quais foi administrado alcool
durante a gestacao, claramente demonstrando a associagio entre
alcoolismo na gravidez e defeitos teratogénicos encontrados em
fetos. A comparagao entre os achados em descendentes humanos
¢ murinos expostos ao etanol durante a vida uterina ¢ bastante
consistente e justifica a escolha de tais espécies para estudos
animais de Sindrome Alcodlica Fetal.”

O élcool é reconhecidamente um agente teratogénico. No
entanto, os resultados sdo frequentemente contraditorios devido a
forte influéncia de cofatores, principalmente em pesquisas
clinicas, como comportamento individual, cultura, tradigdo e
condicdo socioecondmica. Desta forma, torna-se importante o
estudo dos efeitos do alcool em condicoes controladas para se
reconhecer a amplitude dos diferentes efeitos dessa substancia
sobre o organismo.”
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Neste presente estudo, essa afirmativa tornou-se ainda
mais verdadeira. Foram encontradas alteragdes tais como
diferencas nos pesos e comprimentos dos fetos que nao
condizem com a literatura pesquisada.””"****' Nao foram
encontradas diferengas estatisticas nos pesos entre os grupos
Controle e Alcool (p > 0,05), apenas um grau representativo de
diferenca entre os grupos Controle ¢ Agua e Agua e Alcool (p <
0,001 para ambos). Entretanto, o resultado apresentado para os
grupos Controle e Agua pode ter sido causado pelo estresse
sofrido pelas ratas devido a sua manipulagdo, ja que as mesmas
foram expostas apenas a dgua destilada. Ademais, é importante
salientar que talvez o n utilizado ndo tenha sido suficiente.

Contrariamente, a analise dos comprimentos cranio-
caudais revelou que a comparagdo Controle versus Alcool foi
estatisticamente significativa (p < 0,05). Dessa forma, pode-se
suspeitar que o déficit de crescimento intrauterino do grupo
Alcool tenha sido causado pela exposigao das ratas ao etanol.
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Sabe-se que o figado fetal ¢ inicialmente um o6rgao
hematopoiético.™"™* Nao foram encontradas alteragdes
morfoldgicas microscopicas na estrutura do figado fetal,
contudo o valor total de megacariocitos no grupo Alcool foi
maior do que o apresentado nos outros grupos.

O figado materno ndo se mostrou alterado
morfologicamente na anlise das laminas, com padrao normal de
distribuicao dos hepatdcitos, fibras de colageno e vasos. Além
disso, ndo foi visualizada esteatose em nenhuma das laminas.
Contudo, foi observada a presenga de infiltrado inflamatério em
todos os grupos. Esta ultima alteracdo pode estar relacionada a
fatores externos do proprio biotério ou da manipulacao dos
animais.

CONCLUSAO

No presente estudo foi observada diminuicdo
estatisticamente significativa dos padrdes de comprimento no
grupo Alcool, contudo ndo foram encontradas modificagdes
microscopicas na analise morfoldgica dos figados, tanto das maes
quanto dos fetos. No entanto, sabe-se que a suscetibilidade fetal ao
alcool ¢ modulada por quantidade ingerida, época da exposicao,
estado nutricional e capacidade de metabolizagao materna e fetal,
0 que tornam corriqueiras as limitagdes dos modelos
experimentais deste assunto. Assim, ¢ valido, neste estudo,
ressaltar a possibilidade de que a dose de dlcool etilico utilizada e
os dias de administracao escolhidos ndo foram suficientes para
causar danos hepaticos significativos no modelo experimental
utilizado.
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