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Resumo

O consumo de bebidas alcodlicas na gravidez consiste em um importante problema de
salde publica, visto que, pode causar prejuizos na organogénese de diversos 6rgdos, incluindo
0 estbmago, entretanto, poucos estudos avaliam o efeito da exposicdo pré-natal ao alcool
nesse 6rgdo. O objetivo deste estudo foi analisar histologicamente o estbmago da prole de
ratas submetidas ao consumo crénico de alcool durante a prenhez. Utilizou-se 10 ratas
prenhes divididas nos grupos: Controle - ratas que receberam agua destilada durante todo
periodo gestacional e Alcool — ratas que receberam alcool etilico absoluto (3g/kg/dia) durante
todo periodo gestacional. Logo ap6s o nascimento, 12 neonatos (6 machos e 6 fémeas) de
cada grupo foram anestesiados e os estdbmagos coletados. Posteriormente, os 6rgdos foram
fixados e processados seguindo a técnica histologica de rotina. Foram feitas analises
histomorfométricas das camadas mucosa, muscular e da parede total do estdbmago. Observou-
se que as proles macho e fémea expostas ao etanol apresentaram diminuicdo da area de
epitélio, contudo, os machos também mostraram reducéo significativa do numero de células
epiteliais. Demonstrou-se ainda reducdo na espessura das camadas mucosa, muscular e da
parede total do estdmago da prole fémea do grupo Alcool. No entanto, a camada muscular
apresentou aumento significativo em sua espessura no grupo de neonatos machos expostos ao
etanol. Assim, concluimos que a exposicao pré-natal ao alcool provoca efeitos nocivos sobre
0 estdmago dos neonatos, contudo, estudos futuros sdo necessarios para melhor elucidar o0s
mecanismos envolvidos na patogénese e possiveis consequéncias para 0s animais na fase
adulta.

Palavras-chave: Estdmago. Etanol. Morfometria. Neonato.



Abstract

Consumption of alcoholic beverages during pregnancy is a significant public health
problem, since it can damage to the organogenesis of several organs, including the stomach;
however, few studies evaluate the effect of prenatal exposure to alcohol in this organ. The
objective of this study was to analyze the histology the stomach of offspring of rats submitted
to chronic alcohol consumption during pregnancy. Ten pregnant rats were divided into the
groups: Control - rats receiving distilled water throughout the gestation period and Alcohol -
rats receiving absolute ethyl alcohol (3g/kg/day) throughout the gestation period. Then, after
birth, 12 pups (6 males and 6 females) from each group were anesthetized and the stomachs
were collected. Subsequently, the organs were fixed and processed following the routine
histological technique. Histomorphometric analyzes of the mucosa, muscle and total stomach
wall were performed. It was observed that the male and female offspring exposed to ethanol
had a decrease in the epithelium area, however, males also showed a significant reduction
number of epithelial cells. There was also a reduction in the layers thickness mucosa, muscle
and total stomach wall of the female offspring of the alcohol group. However, the muscular
layer presented a significant increase in its thickness in the group of male neonates exposed to
ethanol. We conclude that prenatal exposure to alcohol causes harmful effects on neonates'
stomachs, however, future studies are necessary to better elucidate the mechanisms involved
in the pathogenesis and possible consequences for animals in adulthood.

Keywords: Stomach. Ethanol. Morphometry. Neonate.
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ANEXO A - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA



ARTIGO

O PRESENTE TRABALHO ESTA APRESENTADO NO FORMATO DE ARTIGO
REQUERIDO PELA REVISTA ARQUIVOS DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIPAR,
CUJAS NORMAS PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS SE ENCONTRAM EM ANEXO.
Introducéo

O alcoolismo representa um importante problema de saude publica no mundo,
especialmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil (AJITH; JANARDHANAN,
2015). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 6% de todas as
mortes no mundo estdo relacionadas ao consumo de bebidas alcodlicas (OMS, 2014).
Transtornos mentais, doencas hepéticas, problemas cardiovasculares, gastrite e cancer, estéo
fortemente associados ao abuso de alcool (CONNOR et al., 2017; CREWS; VETRENO,
2014; KLATSKY, 2010; LOUVET; MATHURIN, 2015; ROTA et al., 2017). Ainda assim,
sua ingestdo tem aumentado ao longo dos anos. De acordo com o relatério World Health
Statistcs 2017, divulgado pela OMS, o nivel mundial de consumo de &lcool puro em 2016 foi
de 6,4 litros por pessoa, volume superior ao registrado em 2010 que era de 6,2 litros (OMS,
2017).

Uma das questbes mais preocupantes decorrentes do consumo de bebidas alcodlicas é
0 seu uso por mulheres, principalmente aquelas em idade fértil e gravidas (SANCHES;
PACHECO; BERNUCI, 2016). O 1l Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD 1)
demonstrou que as mulheres apresentaram um aumento na dependéncia de alcool de 3%
guando comparado ao levantamento anterior publicado em 2006 (LARANJEIRA et al., 2014).

O consumo de alcool durante a gestacdo pode trazer riscos ao desenvolvimento fetal,
tais como parto prematuro, baixo peso ao nascer e comprometimento cognitivo, além disso, os
fetos expostos ao etanol apresentam maior risco de desenvolverem dependéncia em drogas
licitas e ilicitas e ainda terem problemas mentais e comportamento sexual inapropriado
(MESQUITA; SEGRE, 2009; SBRANAI et al.,, 2016). A consequéncia mais grave do
consumo materno de &lcool é a Sindrome Alcodlica Fetal (SAF), condigéo irreversivel
caracterizada por anomalias craniofaciais tipicas, disfuncdo do sistema nervoso central,
defeitos congénitos e prejuizos nos crescimentos pré e pés-natal (BAPTISTA et al., 2017).

O alcool ingerido pela mée atravessa facilmente a barreira placentaria e rapidamente
atinge os tecidos fetais, de modo que, em aproximadamente uma hora, as concentragdes
maternas e fetais de alcool sdo equivalentes (BAPTISTA et al., 2017). O liquido amnidtico
também fica impregnado com o etanol, funcionando entdo como um reservatorio,

prolongando a exposicao fetal aos seus efeitos toxicos (HELLERE; BURD, 2014).



O efeito teratogénico do alcool esta estreitamente relacionado ao aumento na geragao
de radicais livres resultantes de seu metabolismo. Essas moléculas reagem com proteinas,
lipidios e DNA, podendo alterar a funcdo celular e comprometer o processo de organogénese
(MATTA et al., 2016; RODRIGUES, 2014). Ademais, o etanol pode prejudicar a capacidade
antioxidante enddgena, diminuindo os niveis de glutationa peroxidase (BARBOSA et al.,
2010). Quando citocromo P450 2E1 (CYP2E1) oxida etanol, geram radicais livres, cujo os
alvos sdo as cadeias poliinsaturas de acidos graxos nas membranas do tecido cerebral. Estes
processos lipidicos peroxidativos podem danificar o tecido cerebral fetal durante a
organogénese, manifestando-se como disfun¢do do SNC (GUPTA; GUPTA; SHIRASAKA,
2016).

Sabe-se que o etilismo no periodo gestacional pode causar uma série de anormalidades
morfofuncionais no concepto, no entanto, sdo escassos 0s relatos que evidenciem os efeitos do
alcool no estbmago fetal, sendo assim, o presente estudo teve como objetivo analisar a
histologia do estdmago da prole de ratas submetidas ao consumo cronico de alcool durante a

prenhez.

Material e método

Animais

Foram utilizadas 10 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com
90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 200 g, procedentes do biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Essas fémeas foram mantidas em gaiolas com alimentacdo e agua ad. libitum, a
temperatura controlada de 22+1°C. Apds um periodo de adaptacdo, foram acasaladas e
divididas aleatoriamente em dois grupos: Controle — Ratas prenhes que receberam apenas
agua destilada durante todo periodo gestacional; Alcool — Ratas prenhes que receberam alcool
etilico absoluto (3g/kg/dia) durante todo periodo gestacional. O protocolo experimental foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRPE (CEUA —
UFRPE), com licenca de numero 009/2016.
Acasalamento e diagnostico de prenhez

As fémeas foram acasaladas na propor¢do de um macho para cada duas fémeas,
sempre no inicio da noite (18:00h). No dia seguinte, foram realizados exames

colpocitolégicos, sempre no periodo da manha (06:00h), para a confirmacgéo do acasalamento,



tomando-se como parametro a presenca de espermatozoides. Com a confirmacdo do
acasalamento este dia foi considerado como o primeiro dia de prenhez.

Administracao do alcool

Durante todo o periodo gestacional, foi administrado nas ratas do grupo Alcool, 3g/Kg
de peso corporal de alcool etilico absoluto P.A. (Vetec®), diluido em agua destilada, com
volume final de 3,8 ml, através de gavagem intragastrica (VEIGA et al., 2007). As ratas do
controle receberam diariamente 3,8 ml de dgua destilada pela mesma..

Avaliacdo histoldgica dos estbmagos

Apds o nascimento, 12 filhotes (seis machos e seis fémeas) dos grupos experimentais
foram anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via
intramuscular para remocao do estdbmago.

Os estdmagos coletados foram clivados longitudinalmente ao longo da sua curvatura
maior e lavados com solucdo de NaCl (0,9%) para a retirada dos restos alimentares. Em
seguida, esses 6rgaos foram mergulhados em uma solucéo de formol a 10% neutro tamponado
(NBF), permanecendo por um periodo de 24 horas. Depois, os fragmentos foram desidratados
em concentragcdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados pelo
xilol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo ajustado
para 5um. Assim, os cortes obtidos foram colocados em laminas histologicas untadas
previamente com albumina. Apds isso, foram mantidas em estufa regulada a temperatura de
37°C, por 24 horas para secagem.

Os preparados histologicos foram submetidos a técnica de coloragdo pela
Hematoxilina-Eosina (H.E.) e analisados em microscopio de luz. As laminas foram
fotografadas por meio de uma camera digital (Moticam 2300) acoplada ao microscépio optico
(Nikon E-100). Sob foco fixo e clareza de campo, foram capturados 10 campos por lamina
com aumento final de 100 e 400x. Foi determinada a &rea do epitélio glandular e
quantificacdo do numero de células epiteliais em aumento de 400x, bem como a medi¢do da
espessura das camadas mucosa, muscular e da parede total (tinicas mucosa, submucosa,
muscular e serosa) do estbmago dos neonatos dos grupos experimentais (machos e fémeas)

em aumento de 100x, através do software ImageJ, versao 1.44.
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Andlise estatistica

As mensuracles obtidas através da avaliacdo histomorfométrica foram inicialmente
avaliadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificacdo do padrdo de distribuicdo dos
dados e posteriormente pelo teste U de Mann-Whitney (distribuicdo ndo normal) com o
intuito de se verificar possiveis diferencas entre os grupos. Para tanto, foi adotado o nivel de
significancia de 5% ou p< 0,05.

Resultados

Na analise histologica do estdmago da prole de ratas Wistar observou-se que o 6rgéo é
composto por quatro tunicas: mucosa, submucosa, muscular e serosa como ja descrito na
literatura. A camada mucosa, parte voltada para a luz do 6rgdo, € composta por um epitélio
de revestimento, uma lamina prépria formada por tecido conjuntivo e uma muscular da
mucosa, uma fina camada de musculo liso. No estdmago desses animais foi possivel notar que
a camada mucosa é formada por duas regides distintas, uma glandular, onde é possivel
observar as glandulas gastricas as quais ndo estdo bem formadas, pois se apresentam rasas e
ndo foram identificados todos os tipos celulares, sendo sua superficie revestida por um
epitélio simples cilindrico e outra aglandular, revestida por um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado. A tlnica submucosa é composta por tecido conjuntivo com a
presenca de vasos sanguineos, porém nem em todas as regides foi possivel observa-la, sendo
mais perceptivel na regido aglandular. A tunica muscular é formada por fibras musculares
lisas que podem ser observadas em trés direcBes: longitudinal, obliqua e circular. E,
finalmente, é revestido por uma fina tlnica serosa formada por tecido conjuntivo com a

presenca de alguns vasos sanguineos (Figura 1).
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Figura 1- Fotomicrografia do estdbmago dos neonatos dos grupos experimentais. (A) Regido
aglandular. (B) Regido glandular. (C) Grupo controle (fémea). D Grupo alcool (fémea). (E)
Grupo controle (macho). (F) Grupo Alcool (macho). (Ep) Epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado; (SM) Submucosa; (*) Tuanica serosa; (Seta dupla) Tunica mucosa; (MM)
Muscular da mucosa; (Msc) Muscular; (Ponta de seta) Fosseta gastrica. Coloracdo H.E.
A,C,D,E,F objetiva de de 40x e B 10x.

Demostrou-se que a prole fémea exposta ao alcool teve uma diminuigdo significativa
na area do epitélio glandular (p 0,001), no entanto, ndo foram observadas diferencas

significativas para a quantificacdo do numero de células epiteliais na mesma &rea analisada (p
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0,093). Quanto aos neonatos machos, o resultado sobre a &rea de epitélio glandular mostrou-

se semelhante ao observado para a prole de fémeas (p 0,016), porém, com reducdo também no

numero de células epiteliais quando comparado ao grupo controle (p 0,011) (Tabela 1).

Tabela 1: Média e desvio-padrdo da area do epitélio glandular e do numero de células

epiteliais do estbmago dos neonatos dos grupos experimentais (machos e fémeas). Aumento
de 400x. Teste de Mann-Whitney, p<0,05.

Area do epitélio
glandular (Fémeas)
Ndmero de celulas
epiteliais (Fémeas)

Area do epitélio
glandular (Machos)
Ndmero de celulas

epiteliais (Machos)

Controle
(Média + Desvio-
Padrao)

5975,87+1857,56

133,90+21,38

3891,37+1291,38

147,19+25,09

Alcool
(Média + Desvio-
Padrao)

4274,69+1715,98

125,99+22,57

3262,48+ 732,62

129,60+30,19

Valor de p

<0,001

0,093

0,016

0,011

Observou-se uma diminuicdo significativa na espessura das camadas mucosa,

muscular e da parede total do estbmago da prole de fémeas do grupo éalcool quando

comparados aos do grupo controle os quais apresentaram p mesmo valor de P (p 0,001). No

grupo de neonatos machos expostos ao etanol a camada muscular apresentou aumento

significativo de sua espessura (p 0,001) (Tabela 2).
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Tabela 2: Média e desvio-padrdo da mensuracao espessura das camadas muscular, mucosa e
total do estdmago dos neonatos dos grupos experimentais (machos e fémeas). Aumento de
100x. Teste de Mann-Whitney, p<0,05.

Controle Alcool Valor de p
(Média + Desvio- (Média + Desvio-
Padrao) Padrao)
Camada muscular 68,49+33,04 56,04+25,30 <0,001
(Fémeas)
Camada Mucosa 91,59+31,09 75,27+25,88 <0,001
(Fémeas)
Espessura total 159,51+59,50 131,32+40,87 <0,001
(Fémeas)
Camada muscular 50,09+ 20,85 60,78+31,18 0,001
(Macho)
Camada mucosa 72,10+£27,89 77,92+35,69 0,08
(Machos)
Espessura total 124,18+34,74 141,23+61,59 0,07
(Machos)
Discussao

O presente estudo analisou a histologia do estbmago da prole de ratas submetidas ao
consumo crénico de alcool durante a prenhez. Observou-se que a exposicdo pré-natal ao
alcool acarretou uma reducdo significativa na area do epitélio e na densidade de células
epiteliais do estbmago dos neonatos machos, a prole fémea apresentou resultado significativo
apenas para a area de epitélio, sem diminuicdo significativa no numero de células epiteliais
sugerindo que estas diminuem seu tamanho. Estes resultados sugerem que o etanol possui um
efeito toxico sobre o epitélio gastrico fetal.

Traves et al. (1995), evidenciaram que o alcool atravessa a barreira placentaria, pois

concentragfes aumentadas de etanol foram encontradas no liquido amnidtico, sangue e
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conteddo intragéstrico de fetos de ratas submetidas a ingestdo crénica de alcool, estando estes
animais vulneraveis aos seus efeitos nocivos.

Um dos fatores contribuintes para a lesdo da mucosa gastrica pelo alcool ocorre
devido ao comprometimento dos seus mecanismos de defesa. Pois o alcool reduz a producgéo
do muco e do bicarbonato que protegem a mucosa do estdbmago e aumenta a esfoliagdo
epitelial, comprometendo a capacidade de renovagdo celular continua do epitélio géstrico
(GUSLAND, 1987). Além disso, a ingestdo continua do alcool aumenta a permeabilidade
epitelial, tendo como consequéncia alteracBes na diferenca de potencial celular causada pela
retrodifusdo de ions H + através da mucosa lesada (SIEGMUND; HAAS; SINGER, 2005), o
que predispBe esse 6rgdo a mais lesdes.

Sabe-se que o etanol também pode ser metabolizado no estbmago através da enzima
alcool desidrogenase (ADH) (MARTINS, 2013). As moléculas de acetaldeido e as espécies
reativas de oxigénio gerados em seu metabolismo estdo diretamente relacionadas a toxicidade
do &lcool. Esses produtos reagem e danificam proteinas, lipidios e DNA, macromoléculas
essenciais ao funcionamento das células, podendo leva-las a morte por necrose ou apoptose
(WU; CEDERBAUM, 2009). Isso pode justificar a reducdo na area do epitélio e na densidade
de células epiteliais do estbmago dos neonatos.

Os radicais livres tendem a reagir com acidos graxos insaturados presentes na
membrana celular, provocando uma reacdo em cadeia conhecida como por peroxidacao
lipidica, diminuindo as insaturagdes dos &cidos graxos e, afetando assim, a fluidez e
permeabilidade da membrana celular (PAN et al., 2008). Tanto o etanol, quanto o seu
principal metabdlito, o acetaldeido, sdo apontados como responsaveis por varias desordens da
mucosa do trato gastrointestinal, além de serem fatores neoplasicos tanto para os ratos, como
para seres humanos (MELO-JUNIOR et al., 2006) .

A toxicidade do acetaldeido € devida, em parte, a sua capacidade de inativar enzimas e
diminuir a reparacdo do DNA, além disso, o acetaldeido promove deplecdo de glutationa
(GSH) (LIEBER, 2005). A reducéo da GSH mitocondrial pelo tratamento cronico com etanol
tem sido uma observacdo mais consistente e parece ser o fator-chave que contribui para a
doenca hepética alcoodlica, toxicidade mediada por radicais livres e peroxidacdo lipidica, foi
mostrado em hepatdcitos (LIEBER, 2005). Ademais, consumo crénico de etanol deprime a
fungdo mitocondrial o qual pode produzir um aumento na sintese de radicais livres e causar
toxicidade celular, aumentando a permeabilidade mitocondrial a estimulos apoptoticos (WU;
CEDERBAUM, 2009). Acredita-se que mecanismos semelhantes sejam responsaveis pelas

alteracdes causadas pelo alcool no epitélio gastrico dos neonatos.
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Hernandez-Mufioz; Montiel-Ruiz; Vazquez-Martinez, (2000) demonstraram que a
administracdo de etanol em ratos aumentou a producdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), sugerindo o aumento da peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica,
além disso, detectaram uma reducéo significativa de GSH.

Simanowski et al. (1995) verificaram que a administracdo cronica de etanol resultou
em danos na mucosa gastrointestinal de ratos no qual tamanho da camada basal da célula foi
aumentado e a estratificacdo das células da cavidade oral foi alterada, seguida de regeneragéo
epitelial. A hiperproliferacdo de células epiteliais € uma caracteristica histoldgica tipica do
processo de regeneragdo. Células altamente proliferativas tém maior chance de erros de
replicacdo do DNA que resultam em alteracfes genéticas (SALASPURO, 2003).

O consumo crdnico de alcool materno provocou uma diminuicdo da espessura da
camada muscular na prole fémea e um aumento para os machos. O consumo crénico de alcool
provoca alteracdes na motilidade do estbmago e retardamento no esvaziamento gastrico. Um
estudo realizado por Bagyanszki et al. (2010) demostrou que a migragéo do azul de Evans por
todo o estbmago e intestino delgado foi significativamente atrasado em camundongos
submetidos ao alcoolismo crénico em comparacdo com 0s controles. Este atraso do
esvaziamento gastrico aumenta o tempo de exposi¢cdo da mucosa gastrica ao contetido
alcodlico trazendo ainda mais danos ao feto.

Nesse mesmo estudo, uma andlise in vitro de fragmentos do musculo liso do jejuno, no
qual observou uma diminui¢do imunorreativa da sintese de oxido nitrico pelos neurénios
mioentéricos. Onde sugeriu que o relaxamento exercido pelo consumo crénico de alcool no
masculo liso ndo é por causa de uma resposta defeituosa do muasculo, mas parece originar de
atividade neuronal nitrérgica prejudicada (BAGYANSZKI et al., 2010).

Devido a diminuicdo da atividade da ADH, o organismo feminino é mais sensivel ao
etanol quando comparado sexo oposto, a diminuicdo desta enzima no estbmago feminino faz
com que o alcool seja absorvido em maior quantidade, pois este ndo sofre 0 metabolismo de
primeira passagem que acontece no estbmago, além disso, a mulher tem proporcionalmente
mais gordura e menos agua que os homens e, o etanol tem baixa afinidade por tecido adiposo,
sendo assim se a mulher ingerir o mesmo volume de alcool que um homem as concentragoes
séricas de etanol serd maior na mulher (CEDERBAUM, 2012; EROL; KARPYAK, 2015;
MANCINELLI, 2004, 2007). Este fato pode explicar o motivo pelo qual as fémeas
apresentaram alteracfes mais significativas na mucosa gastrica quando foram expostas ao

etanol.
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A espessura do epitélio glandular da mucosa gastrica naturalmente € maior nas
fémeas, estudo realizado por Zhu & Wang, (2016) no qual fizeram a comparacao do estdbmago
de ratos sadios com o de ratas sadias, obtiveram como resultado que a espessura da mucosa
gastrica das ratas é ligeiramente maior do que a dos machos. A partir deste resultado sugere-
se que durante a exposicdo ao etanol, é esperado que a mucosa gastrica responda de forma

diferente entre 0s sexos.

Concluséo

Concluimos que o alcoolismo no periodo gestacional provoca danos da mucosa
gastrica dos neonatos machos e fémeas, sendo esse efeito mais exacerbado nas fémeas. No
entanto, estudos futuros sdo necessarios para melhor elucidar os mecanismos envolvidos na

patogénese e possiveis consequéncias para 0s animais na vida adulta.
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