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RESUMO

O alcool, quando consumido em doses elevadas durante a gestacio
pode causar malformagées congénitas no feto, dentre as quais defeitos
craniofaciais e orodentais, decorrentes de interferéncias no desenvolvimento
embrionario normal. Varias formas de perturbacées celulares tém sido associadas
com a ingestdo de &lcool durante a gravidez, porém poucos estudos tém se
voltado para as alteragdes que podem ocorrer nas células secretoras do esmalte
durante o periodo da odontogénese. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
analisar os efeitos do alcool etilico sobre o desenvolvimento do germe dentério e
da amelogénese do 1°molar, de filhotes de ratas, cujas maes receberam alcool
antes e durante a gestagédo. No grupo tratado o alcoo! foi administrado a agua das
ratas em concentragdes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25%, alteradas
semanalmente. Durante o periodo de gestacdo, as ratas do grupo tratado (6)
foram mantidas com a solugéo de 25% de alcool, enquanto as do grupo controle
(6) sempre receberam 4gua. No 5° dia de vida foram sacrificados 3 filhotes de
cada ninhada para remogao das hemimandibulas, as quais foram processadas e
incluidas em araldite. Os cortes histolégicos semi finos foram corados com azul
de toluidina 1% e submetidos a analise histolégica com microscopia de luz e a
analise histomorfométrica do germe dentdrio e matriz de esmalte. Os dados
obtidos foram tratados estatisticamente peio teste t de Student (p<0,05) e os

resultados indicaram, que as médias do volume relativo do germe dentario e da



matriz do esmalte foram sempre menores nos fithotes das ratas tratadas com
alcool. Os resultados histolégicos ndo demonstraram alteragées morfolégicas ou
estruturais nos tecidos dentarios dos animais do grupo tratado. Porém, a
histomorfometria demonstrou que, a interferéncia do alcool durante a gravidez
reduziu o desenvolvimento do germe dentério e a secrecéo da matriz do esmalte,

sendo mais acentuada na tltima.



ABSTRACT

The alcohol, when consumed in elevated doses during the
pregnancy, can cause congenital malformations in the fetus, such as defects
craniofacials and orodentals, due to interferences in the normal embryonic
development. Several forms of cell disturbs have been associated o alcohol
ingestion during pregnancy, but just a few bibliographic references reported the
alterations that can occur in the enamel secretory cells during the period of
odontogenesis.The objective of this work was to analyze the effects of the alcohol
on development of the dental germ and of the amelogenesis of the first molar on
offspring of female rats that received alcohol before and during the pregnancy. In
the treated group the alcohol was administered to the water of female rats in
concentrations of 1%, 5%, 10%, 15%, 20% and 25% weeckly altered. During the
pregnancy, the female rats of the treated group (6) were kept drinking the a 25%
alcoholic solution, while the control group (6) received water. On the 5th day of life,
3 offspring of each brood was sacrificed for removal of the jaws, which were
histologically processed and included in araldyte. The sections were cut 1um thin
and stained with 1% toluidine blue and submitted to histomorphometric analysis of
the dental germ and enamel matrix. The data obtained were statistically analyzed
by t student test (P <0,05) and the results showed that the means of the relative
volumes of the dental germ and the enamel matrix, were always smaller in the

offspring of the female rats treated with alcohol. Therefore, it was conclude that



the alcohol effects during pregnancy, cause a reduction in the development of the
dental germ and the secretion of the enamel matrix, being more accentuated in the

last than in the former.



1. INTRODUCAO

Ja esta bem estabelecido, que o dlicool é uma droga considerada um fator
de risco & saude. Quando consumido em doses elevadas durante a gestacéo,
pode causar malformacdes congénitas no feto, dentre as quais defeitos
craniofaciais e orodentais, decorrentes de interferéncias no desenvolvimento
embrionario normal (SLAVKIN, 1999). Durante o desenvolvimento pré natal ocorre
uma série de eventos ou processos fisioldgicos (indugdo, proliferacdo,
diferenciac&o, morfogénese e maturacdo), que ievam & formacdo da maioria dos
tecidos e oOrgdos do embrio, inclusive daqueles, que contribuem para o
desenvolvimento dos dentes (TEN CATE, 1994; BALOGH & FEHRENBACH,
1997).

LEMOINE et al., em 1968 descreveram alguns defeitos caracteristicos na
prole de alcoblatras. Entretanto, somente em 1973, JONES et al. descreveram o
padrao completo das malformagbes observadas nas criancas de maes alcodlatras,
e o termo *Sindrome Fetal Alcodlica” foi estabelecido (SFA). Ela é caracterizada
por um pronunciado retardo no crescimento pré e pds-natal, microcefalia,

disfunc&o neurolégica e retardo mental.

As caracteristicas cranio-faciais da sindrome mais conhecidas e
comumente observadas s&o: hipoplasia de filtro labial (filtro indistinguivel ou
pequeno sulco vertical), labio superior estreito, fissura palpebral curta,

retrognatismo na infancia e relativo prognatismo na adolescéncia, porgdo média
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da face pequena e achatada, hipoplasia maxilar, nariz pequeno e arrebitado e
orelhas malformadas. Ocasionalmente, pode-se observar fenda labial e fenda

palatina (CLARREN & SMITH, 1978).

Com relacdo a influencia do &icool no desenvolvimento cranio facial e
dental, CHURCH et al. (1897); CLARREN & SMITH (1978), observaram dentes
pequenos e hipoplasia do esmalte. Entretanto, CHURCH et al. (1997); JACKSON
et al. (1990) relataram também a presenca de palato ogival e anomalias do
esmalte. Outros estudos em ratos, demonstraram um retardo na erupcio dental e
no crescimento pés eruptivo dos dentes incisivos (TOMAZELA et al., 1997; SILVA
et al., 1999) e reducéo das medidas do cranio e da mandibula (EDWARDS et al,,
1991; GUERRERO et al., 1998; GUERRERO, 1990).

Outras interferéncias do alcool foram observadas na formagdo do tecido
nervoso do cérebro, tais como, redugdo na taxa de migragéo dos neurdnios e das
células da glia descritas por CLARREN et al. (1978); MILLER (1987); MILLER
(1983). Por outro lado SINGH et al. (1996), demonstraram que a expressao génica
dos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs) e a concentragdo do IGF-
I (fator de crescimento semelhante & insulina-I) foram diminuidas em até 40%
resultando em retardo do crescimento do cérebro.

Estudos em fetos de ratas tratadas com &lcool permitiram observar o efeito
inibitdrio sobre o processo de sintese proteica em células do cérebro
(HENDERSON et al., 1980), do figado (RAWAT,1976; HENDERSON et al., 1980),
do coragdo e rim (HENDERSON et al., 1980). Adicionalmente, PHILLIPS &

12



KRUEGER (1992) verificaram uma diminuicido da maturacio dos oligodendrécitos
do nervo éptico.

Com relag&o a influéncia do alcool na odontogénese, CAMPOS &
DURANZA (1988) descreveram alteragbes celulares na camada basal do epitélio
do germe dentdrio na fase de botdo e nos epitélios do esmalte na fase de capuz,
sendo que as alteragGes mais relevantes foram visualizadas no epitélio interno do
6rgao do esmalte.

GUERRERO et al. (1996), estudaram a imunoexpressio do fator de
crescimento epidermal (EGF) no foliculo dentario dos molares de camundongos,
observando que a expressido do EGF nos animais tratados com alcool foi fraca e
heterogénea. A andlise histomorfométrica demonstrou uma diminuicdo no
tamanho dos germes dentarios.

Por outro lado, ROMERT & MATTHIESSEN (1988) em estudos com fetos
de miniporcos, descreveram alteragdes de forma e tamanho das mitocdndrias dos
ameloblastos secretores e localizagdo anormal de um material granular e elétron
denso no espaco intercelular, concluindo que estas alteracdes podem indicar uma
interferéncia do alcool quando administrado durante a gravidez.

Dessa maneira, os estudos demonstraram que tecidos e 6rgdos em
desenvolvimento s&o susceptiveis aos efeitos do alcool etilico durante a gestacéo
e que estes variam de acordo com a dose, tempo & periodo de exposicdo ao
alcool. Durante todo o periodo da odontogénese e especificamente na
amelogénese, ocorrem processos de indugio entre o mesénquima e o ectoderma,

proliferacdo e posterior diferenciagdo das células que sdo necessarios para a
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sintese e secregdo da matriz do esmalte (TEN CATE, 1994; BALOGH &
FEHRENBACH, 1997). Portanto, a interferéncia do &lcool em um ou em todos
esses processos poderia ocasionar distirbios na formacéo do esmalte.

Assim, o proposito deste trabalho, sera observar os efeitos do alcool etilico,
especificamente, sobre o germe dentario e o desenvolvimento da matriz do

esmalte.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A teratogenicidade do alcool foi demonstrada nos humanos através dos
estudos clinicos e nos animais através de experimentos laboratoriais controlados.
O alcool € uma droga muito estudada, devido a sua ampla utilizagic na populacdo
e a grande quantidade de efeitos causados nos filhos de maes que ingeriram
alcool durante a gravidez. Tanto os estudos clinicos, como os experimentais com
animais de laboratorio, demonstraram malformagbes congénitas, morte
infrauterina, deficiéncia no crescimento, anormalidades no sistema nervoso central

(SNC) e alteragbes comportamentais (STREISSGUTH et al, 1980).

2.1. ESTUDOS CLINICOS

Entre 0s pesquisadores e na pratica clinica , ha dlvidas de como melhor
caracterizar e identificar a Sindrome Fetal Alcodlica (SFA) e outros defeitos

congénitos relacionados a exposi¢do pré-natal ao alcool (ARBD).

A SFA é a forma mais severa de defeitos ao nascimento produzidos no
embrido exposto ao alcool e trés critérios clinicos sdo usados para diagnosticar a

sindrome (SOKOL & CLARREN, 1989). S&o eles:

a) deficiéncia no desenvolvimento pré e pés-natal {peso e/ou comprimento

10% abaixo do normal para idade gestacional).
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b) deficiéncias no SNC (anomalias do tecido nervoso, baixo

desenvolvimento intelectual e anomalias estruturais).

c) distinto padrdo de anomalias faciais: fissura palpebral curta (olhos
arregalados), labio superior fino, porcdo média da face pequena e

achatada, filtro labial indistinto ou filtro hipopiésico.

Segundo STREISSGUTH et al. (1991), a maioria das anomalias faciais
identificadas em 80% ou mais dos individuos com SFA incluem, anormalidades no
filtro labial, nos labios, distarbios e/ou malocluséo dental.

Em adicéo as caracteristicas faciais, outras anomalias fisicas podem ser
encontradas como: cardiopatias (WEBSTER et al., 1984: CLARREN & SMITH,
1978), anormalidades esqueléticas, do sistema cardiovascular, genito-urinario,
respiratorio e imune. Estas anomalias podem ou nio estarem presentes na
manifestagéo completa da sindrome. Se apenas algumas dessas caracteristicas
forem observadas, tais criangas podem ser classificadas como tendo Efeitos
Alcodlicos Fetais (FAE) (STREISSGUTH et al, 1991; CLARREN & SMITH, 1978),
ou defeitos ao nascimento relacionados com o Alcooi (ARBD) (SOKOL &

CLARREN, 1989).

A manifestacdo das caracteristicas da sindrome parece ser variavel. Alguns
autores consideram que somente 1/3 dos recém-nascidos de maes alcodlatras,
evidenciam nitidamente o conjunto de sinais que caracterizam a Sindrome Fetal

Alcodlica (SULIK et al., 1986).
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Por varias razdes, pesquisadores e clinicos continuam a ter dificuidade para
identificar individuos com a SFA. Por exemplo, as anomalias faciais podem ser
sutis e dificeis de reconhecer, suas expressées mudam com a idade e a
severidade varia entre individuos e entre diferentes grupos étnicos e raciais.
Segundo SOKOL & CLARREN, (1989), a SFA é prontamente diagnosticada ao
nascimento, somente nos casos mais severos. A aparéncia facial comeca a se
normalizar com a idade . O continuo e lento crescimento do queixo e do nariz na

adolescéncia compensa o baixo desenvolvimento da porcéo média da face.

STREISSGUTH et al. (1991), em um estudo com 61 adolescentes filhos de
maes alcodlatras observaram que apés a puberdade, as faces dos pacientes com
SFA ou FAE néo se distinguem. Os pacientes tém a tendéncia de permanecerem
com estatura baixa e com microcefalia, embora o peso acaba se aproximando da
média.

STREISSGUTH et al. (1980), em um estudo de perspectiva, encontraram
que o aumento abusivo de alcool esta relacionado com a diminuicao do peso, da
estatura e da circunferéncia da cabeca ao nascimento. Posteriormente em um
estudo com 6 criangas (idades entre 3 e 13 anos) que apresentaram a SFA,
JACKSON et al. (1990) relataram que houve um aumento compensatério em
alguns instantes no peso, estatura e circunferéncia da cabega. A proporcgéo
estatura /peso varia, mas a longo prazo ha uma tendéncia para um aumento maior

no peso, do que um aumento na estatura e circunferéncia da cabeca.
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ABEL (1982), relatou que o peso ao nascimento & um indice razoavel da
mortalidade e morbidade pré-natal. Assim, afirma que a taxa de mortalidade pré-
natal em criangas com baixo peso ac nascer (<2500g) é cerca de 30 vezes maior

que o normal.

AUTTI-RAMO et al. (1992), estudaram 52 criangas expostas ao alcool
durante o 1°, 2° trimestre e durante toda a gravidez. Concluiram que, tanto o peso
guanto 0 comprimento eram significativamente menores no grupo das criancas

expostas ao alcool durante a gravidez inteira.

Outra caracteristica freqlientemente encontrada é a microcefalia (COLES,
1993; AUTTI-RAMO et al., 1992; STREISSGUTH et al., 1980; CLARREN &
SMITH, 1978). CLARREN et al. (1978) examinando cérebros obtidos na autépsia
de 4 neonatos, verificou anormalidades estruturais no desenvolvimento dos
mesmos, dentre as quais redugdo no peso, hidrocefalia e tronco cerebral
rudimentar. De todas as malformacbes cerebrais, a mais freqiiente foi a formacao
de uma camada constituida por um tecido nervoso alterado, resultante da

migracéo anormal dos neurdnios e células da glia.

JACKSON et al. (1990), estudaram o desenvolvimento cranio facial e dental
de pacientes que apresentaram a SFA, através de andlise cefalométrica (andlise
de Bolton), radiografias periapicais e exame clinico da cavidade oral. Os
resultados mostraram uma base do cranio extremamente inclinada,

desenvolvimento incompleto da regido média da face com deficiéncia no contetido
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osseo (particularmente a maxila, espinha nasal, osso nasal e abertura nasal) e

incisivos superiores inclinados para compensar a retrusao maxilar.

Com relagdo & cavidade oral esses autores observaram palato ogival,
oclusdo dental normal e anomalias do esmalte (esmalte opaco na incisal e oclusal
dos dentes deciduos). Dos & casos estudados, dois apresentaram moderada
queda no desenvolvimento dental (de 6 a 10 meses). Uma anélise posterior deste
desenvolvimento demonstrou em um dos casos que aos 13 anos de idade o
hipodesenvolvimento dental permaneceu aproximadamente o mesmo, indicando
uma constancia naquele. Entretanto ndo foram observadas alteragées na posigéo

e tamanho dos dentes.

Por outro lado, CHURCH et al. (1997) em um estudo com 22 pacientes,
observaram uma alta incidéncia de anomalias dento faciais e também na
articulacdo témporo mandibular (ATM). Desse total, 12 deles apresentaram fenda
palatina, sendo que 4 pacientes tinham fenda palatina associada com fenda iabial.
Ja outros 15, mostraram alteragdes dentais, tais como, mordida cruzada, mordida
aberta, agenesia dental, dentes girovertidos, diastema, hipoplasia do esmalte e
retardo na erupcdo da denticido permanente. Ja& a disfuncio da ATM foi
significativa em 4 pacientes. Segundo os autores os casos de maloclusao dentaria

sdo influenciados pela ra¢a e sexo do individuo.
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2.2 ESTUDOS EXPERIMENTAIS
2.2.1 Efeitos do alcool sobre as células

As pesquisas com animais de laboratdrio apresentam aigumas vantagens
para o estudo da ac&o teratogénica do &icool sobre o desenvolvimento fetal. Com
esses modelos podem-se estudar os efeitos do alcool ao nivel morfolégico,
farmacoldgico, bioquimico, fisioldgico e a interag&o com os fatores genéticos,
sociais e comportamentais, além de permitir acs pesquisadores controlar, excluir e
mensurar adequadamente aiguns fatores que confundem o diagnoéstico da SFA e
do ARBD nas pesquisas clinicas. Ao contrario destas, os estudos experimentais
possibilitam ainda que as analises possam ser conduzidas em centenas de
animais aumentando assim, o ‘poder” das observacbes e a confiabilidade do

estudo (Ninth Special Report to the U.S Congress on Alcohol and Heaith 1997).

Desta maneira, estudos em camundongos demonstraram que a
administrag&o intraperitoneal de 25% de alcool no 7° dia de gravidez (estagio de
gastrula do embrido) estd associada com malformagdes faciais e cardiacas
similares aquelas encontradas nas criancas com SFA. A andlise da microscopia
eletronica de varredura de embrides, 24 horas apos a exposicio inicial, revelou
uma reduc@o no tamanho da placa neural, a qual foi particularmente visivel na
regido do prosencéfalo. Assim, deficiéncias da placa neural neste estagio resultam
no desenvolvimento anormal do cérebro. Outra andlise, em um estagio
embrionario mais avangado evidenciou anormalidades no desenvolvimente do

processo nasal mediano, drea responsavel pela formacédo do filtro labial, do
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processo alveolar maxilar, local de implantagéo dos incisivos e da porgéo anterior
do palato duro. Uma anélise posterior do esqueleto do cranio dos animais recém
nascidos do grupo tratado mosfrou auséncia da pré-maxila { SULIK &

JOHNSTON, 19883).

O estagio de gastrula do desenvolvimento embrionario é um periodo de
intensa proliferagdo celular, importante na formagido do mesoderma (SULIK,
1984). Este autor constatou que o dicool administrado no 7° dia de gestagéo de
camundongos inibiu a taxa de divisdo celular das células mesodérmicas, as quais
sdo responsaveis pela indugdo da diferenciagdo do neuroepitélio. Portanto
deficiéncias na regido anterior do disco embrionaric durante o periodo de gastrula

levam as malformacg6es cranio faciais caracteristicas da SFA.

Anteriormente SULIK et al. (1981) observaram que a redugdo no
desenvolvimento da placa neural foi acompanhada pela presenca de vesiculas no
epitélio neural do cérebro. Ja, SULIK et al. (1986) estudaram embrides de
camundongos expostos ao alcool no 8 % dia de gestacdo verificando um baixo
desenvolvimento do prosencéfalo e mesencéfalo, resultante da interferéncia
daquele na migragdo das células da crista neural. Os cortes histolagicos dos
embribes, demonstraram células picnéticas no mesénquima cranial e morte celular

no neuroepitélio.

CLARREN et al. (1978), afirmam que o cortex cerebral é particularmente
susceptivel aos efeitos da exposicao pré natal ao alcool. Sendo assim, MILLER

(1993) submeteu ratas a uma dieta fiquida com 6,7%(v/v) de &lcool etilico, entre o
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6° e 21° dias de gravidez. As ratas prenhas foram sacrificadas 1hr, 2,4,6,8, 100u
12 dias ap6s a injec&o de timidina tritiada. O autor concluiu, que a exposi¢do
crénica ao alcool retardava a migragdo dos neurdnios em 2 a 6 dias e
freqlientemente estes terminavam em locais ectépicos.

Em 1987, MILLER estudou filhotes de ratas, 3 a 4 meses apdés o
nascimento e verificou que o alcoo! administrado durante a gestac&o, também
influenciava a formagao dos neurénios corticais.

Com o intuito de analisar os efeitos da ingestao materna de alcoo! sobre as
células da glia do nervo optico, PHILLIPS & KRUEGER (1992) administraram a
dieta de ratas gravidas, 6,7 % de alcool, considerando aproximadamente 37% do
total de calorias. Ap6s o nascimento os filhotes foram expostos adicionalmente ao
&lcool via oral por 10 dias de vida p6s natal. Em seguida, permaneceram com uma
dieta livre de alcool. O aparecimento de oligodendrécitos imaturos e a diminuigéo
no nimero destas células nos 15° e 20° dias de vida pés natal evidenciaram um
retardo na maturag@o das mesmas.

A fim de investigar o efeito teratogénico da exposi¢cdo aguda ao élcool,
WEBSTER et al. (1983) pesquisou camundongos expostos, durante o periodo
organogénico, a 25% de alcool etilico, por via intraperitoneal ou por via oral
(intubag@o gastrica). O fratamento nos 7° ou 8° dias de gravidez produziu
exclusivamente defeitos na cabega, dentre eles hipoplasia maxitar e mandibular,
fenda labial mediana, fenda palatina e redugdo nos hemisférios cerebrais. Ja a
exposicéo ao alcool nos 9° e 10°, resultou em defeitos nos membros. Assim as

doses de alcool administradas por via oral foram menos teratogénicas, do que as
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mesmas injetadas intraperitonealmente. Segundo WEBSTER et al. (1984) um
consumo curto em niveis elevados, em periodos criticos da gestagédo pode causar
danos a um embrido susceptivel.

Outros estudos relacionaram o efeito inibitério do aicool sobre a sintese
proteica. RAWAT (1976) verificou que o consumo de 6% (v/v) de etanol por ratas
prenhas resulta na diminuicdo da sintese proteica em células do figado fetal,
evidenciada pela menor incorporagéo de leucina-C' pelos ribossomos hepaticos.
Além disso, foi observada uma diminuicdo do conteldo fotal de RNA e na
proporgdo RNA/DNA, embora a quantidade de DNA nédoc foi significantemente
afetada.

HENDERSON et al. (1980) estudaram os efeitos da ingestdo aguda e
cronica de alcool e o papel da hipotermia induzida por esse, sobre a sintese
proteica em células do cérebro, coracio, rim e figado de ratas prenhas e de seus
fetos. Ndo foram encontrados efeitos significativos sobre a sintese proteica nas
ratas expostas a ingestao crénica de alcool no momento em que o nivel de alcool
no sangue era de 0,76 mg/mi e a temperatura corporal materna normal (38°C).
Quando as ratas expostas a este regime de ingestdo receberam uma dose
adicional de alcool, o nivel sanguineo do mesmo foi para 3mg/mi, a temperatura
corporal teve uma queda de 2,3°C e a sintese proteica foi significantemente
reduzida em todos os tecidos da mae e do feto. Efeito inibitério sobre a sintese
proteica nos mesmos tecidos também foi observado nas ratas expostas somente 3
ingestéo aguda de alcool, onde o nivel sanguineo foi de 2,7mg/ml e a temperatura

corporal materna reduzida em 2°C. Em ambos os grupos, a hipotermia foi
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eliminada com o objetivo de verificar os efeitos do alcool sobre a sintese proteica.
Dessa maneira verificaram que a hipotermia induzida pelo alcool foi o maior
contribuinte para a depressdo na sintese proteica encontrada no cérebro e
coragdo maternos e no cérebro fetal. Entretanto com altos niveis de alcoo! no
sangue (mais que img/mi) o etanol independente da hipotermia teve efeitos
diretos na reducio da sintese proteica na placenta, rim e figado maternos e
também no coragao, rim e figado fetais.

Segundo EDWARDS (1991) a ingestdo de 6,7% (viv) de alcool por ratas
entre o 6° e 21° dias da gestagéio produziu, também, diminuigdo no peso materno,
no peso dos filhotes ao nascimento e redugdo no comprimento e na largura do
cranio (palato e maxila) e da mandibula nos fithotes com 100 dias de vida. A altura
da mandibula n&o foi afetada. Estes resultados foram devidos a um desequilibrio
hormonal e/ou nutricional, juntamente com uma alteracdo na sintese proteica dos
osteoblastos e/ou na proliferagéo celular do prosencéfalo.

GUERRERO et al. (1998) administraram alcool a &gua de camundongos
femeas em concentragdes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15% e 20% por um
periodo de duas semanas antes da gravidez. Apés a constatacido desta, as ratas
prenhas ficaram expostas a 20% de aicool. Nos 14.5°, 21.5° e 28.5° dias de vida
pos natal, eles verificaram uma redugio nas medidas do cranio e da mandibula
dos fithotes das ratas experimentais. Além disto, foi observado também uma
diminuigdo no ganho de peso materno durante a gravidez e no peso dos filhotes

ao hascimento.
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O etanol é metabolizado no figado a acetaldeido pela enzima alcool
dehidrogenase (ADH) e oxidado a &cido acético pela enzima acetildehidrogenase
(ALDH). Segundo SANCHIS & GUERRI (1986), ambos, etano! e acetaldeido s&o
transferidos do sangue materno para a circulagéo fetal através da placenta. Estes
autores estudaram o efeito da ingestio crénica de alcool sobre a atividade das
enzimas ADH e ALDH no figado fetal e na placenta no 15° e 21° dias de gestacdo,
em ratas. Nao foi detectada a atividade da ADH na placenta nos 2 periodos
estudados, nem no figado fetal no 15° dia de gestagéo, entretanto uma baixa
atividade foi encontrada no 21° dia. Estes achados foram semelhantes nos grupos
controle e tratado. Com relagdo a ALDH foi detectada uma baixa atividade na
placenta e no figado fetal no 15° dia de gestagio. Embora, no 21° dia sua
atividade comecou a ser reduzida na placenta e aumentada no figado fetal, os
resultados demonstraram que em ambos os periodos o alcool diminuiu a atividade
da ALDH, tanto na placenta, como no figado dos fetos. Dessa maneira os autores
concluiram que durante a gestacao a placenta e o figado fetal tém uma habilidade
muito baixa para metabolizar o &lcool e o acetaldeido e conseqlientemente a
presenca de ambos no feto depende ndo somente da quantidade do alcool
consumida pela mée, mas também das taxas relativas de produgéo e eliminagédo
do acetaldeido pelo metabolismo materno.

GARCIA et al. (1996) verificaram os efeitos do alcool ingetido durante a
gestacéo sobre a atividade das enzimas mitocondriais dos tecidos do coragéo, do
cérebro e do figado em ratos com 1 dia de vida. Os resuitados evidenciaram uma

reducdo de 20% no peso corporal dos animais tratados, assim como uma
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diminuicdo no peso do coragio, cérebro e figado, quando comparado com os
animais controles. Foi observado, também, uma baixa atividade da ATP sintetase
no cérebro e do complexo lli no figado dos filhotes do grupo tratado. Entretanto,
as enzimas mitocondriais no cérebro nao foram significativamente afetadas.
Sendo assim, o estudo constatou que a exposicéo fetal ao alcool preduziu um
efeito especifico sobre a atividade de determinadas enzimas das mitocondrias no
figado e cérebro, porém um pequenc ou nenhum efeito sobre o coracéao.

Outros estudos, realizados por ROMERT & MATTHIESSEN (1984)
relacionaram os efeitos do alcool sobre os hepatécitos, em fetos de mini porcas,
quando administrado por 20 dias durante a gravidez. Os hepatécitos foram
avaliados ultraestruturaimente e comparados entre os animais controles e
tratados. Nos hepatécitos das maes foram observados, um extenso reticulo
endoplasmatico liso contendo tubulos dilatados e vesiculas com material floculento
no interior, um aumento no tamanho das mitocéndrias, de microcorpos e de
vaclolos autofagicos, um extenso complexo de Golgi com actimulo de secrecdo e
redugéo no conteudo de glicogénio. Nos fetos, os hepatécitos exibiram profundas
alteracbes nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico granular apés a
exposicdo ao aicool. A maioria das mitocondrias apresentaram forma anormal e
aumento no ndmero, com desorientacdo das cristas e actmulo de material
paracristalino na matriz. Um aumento no ndmero de vactolos autofagicos
contendo remanescentes de mitocdndrias foram observados e o reticulo
endoplasmatico rugoso exibiu agregagéo das cisternas. As alteracbes descritas

acima foram mais pronunciadas nos fetos de maes que consumiram a maior
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quantidade de etanol (3.75g etanol/kg de peso) e menos pronunciadas naqueles,
cujas as maes consumiram a menor quantidade de etanol (1.1g etanol/kg de
peso). Assim, os autores afirmam que as alteragbes ultraestruturais observadas
nos hepatdcitos das maes indicaram uma adapta¢é@o destas células ao etanol,
enguanto os hepatécitos dos fetos mostraram sinais ébvios de injaria celular.

Outros estudos in vifro também relacionam os efeitos do &lcool sobre a
proliferagdo, morfologia e estrutura celular. RANDALL et al. (1990) realizaram uma
revisdo da literatura sobre os possiveis mecanismos de acéo do alcool. Segundo
os autores estudos in vitro s@o Gteis para distinguir a foxicidade direta do alcool,
dos efeitos indiretos mediados via materna, por exemplo a ma nutricao.

Sendo assim, BROWN (1979) verificou que embrides de ratos em meio de
cultura contendo alcool apresentavam um retardo no mecanismo indutivo da
diferenciagdo e desenvolvimento dos tecidos. A analise bioguimica demonstrou
uma diminuicdo do contetido de DNA e de proteina, sendo estes efeitos
dependentes da dose administrada. Outros estudos semelhantes, FADEL &
PERSAUD (1992) observaram que a reducdo no desenvolvimento do embrido
ocofria na regido craniofacial, no prosencéfalo, nc niimero de somitos e nos arcos
branquiais.

Ainda, PENNINGTON & KALMUS (1987) estudando embrides de galinha
em meio de cultura, demonstraram que o alcool provocava uma reducao
generalizada do desenvolvimenio embrionario. Os embrides tratados mostraram
uma redugido no contetudo de DNA, na sintese proteica e retardo do crescimento

cerebral.
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Na SFA a morfogénese normal das estruturas derivadas das células da
crista neural & perturbada (SULIK et al., 1981). Sendo assim, DAVIS et al. (1990)
estudaram in vitro células da crista neural de embrides de galinhas expostas a
concentragdo de 0,2% de etanol. Apés 12hs de incubagio as células foram
analisadas através da microscopia eletrénica de varredura. Verificaram-se
alteragbes no nimero de células e na morfologia da superficie celular. Esta
apresentou-se achatada e lisa, com auséncia de microvilos. As células eram
menores, desprovidas de extensdes citoplasmaticas e mais aglomeradas.
Tambeém foram vistas na superficie celular pequenas vesiculas ovéides. Segundo
os autores estas alteragbes celulares foram causadas pela formagao de radicais
livres resultantes do metabolismo do alcool. Estes radicais livres atravessam a
barreira placentaria e entram na circulagéo fetal causando alterac6es bioquimicas
e fisiolégicas da membrana plasmatica das células da crista neural
comprometendo, assim, os processos de cito e histodiferenciacéo associados com
a morfogénese de varios tecidos primordiais, dentre eles os da regido cranio facial.

Segundo PAR (1992) os radicais livres formados no metabolismo do alcool,
principalmente as hidroxilas, formam complexos com os lipidios. Esta peroxidacéo
lipidica afeta a estrutura biolégica da membrana plasmética, causando perda da

integridade da mesma, injtiria celular e finalmente morte celular.
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2.2.2 Efeitos do alcool sobre o germe dentario

Quanto as influéncias do alcool sobre o desenvolvimento dental poucas
pesquisas tém sido descritas na literatura.

Em 1988, CAMPOS & DURANZA, estudaram os efeitos do consumo
prolongado de alcool sobre o desenvolvimento dentério. Para isto administraram
25% de alcool & agua de ratas prenhas. Ao 14° dia de vida intra uterina os fetos
foram removidos e suas maxilas e mandibulas processadas para observacdo do
germe dentario em microscopia de luz. O germe dentario em fase de botdo
apresentou a camada basal constituida por células em diferentes aituras,
sugerindo a presenca de mais de uma camada de células nesta regido. Esta
alterag@o também foi encontrada nas células dos epitélios do 6rgdo dentdric em
fase de capuz, sendo mais pronunciada no epitélio interno.

Ainda em 1988, ROMERT & MATTHIESSEN pesquisaram os germes
dentarios de fetos de mini porcos de maes que receberam doses diferentes de
alcool durante a gestagBo. No grupo tratado foram observadas alteragbes
ultraestruturais nos ameloblastos secretores do germe dentério de todos os fetos,
independente da quantidade de alcool administrada. Dentre essas, forma e
tamanho anormal das mitocondrias e deposicao de um material granular elétron
denso no espacgo intercelular foram descritas. Desde que este material é
normalmente encontrado dentro do processo de Tomes e em coniato com o

esmalte recém formado, os autores puderam concluir que as alteracdes celulares
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encontradas evidenciam a influéncia do élcool na funcao secretora do ameloblasto
e consequentemente na formacéo do esmaite.

GUERRERO (1990) estudou os efeitos da ingestao materna de alcool sobre
o germe dentario de filhotes de camundongos que receberam, via oral, 20% de
alcool antes e durante a gestacdo. No grupo tratado o alcool foi administrado a
agua dos animais em concentragdes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15% e 20%,
enquanto que os animais controles recebiam agua ad libitum. Nos 1.5°, 3.5, 7.5,
14.5, 21.5 e 28.5 dias de vida p6s natal as mandibulas foram removidas e
processadas para incluséo em parafina. Os seguintes resultados foram descritos:
a) os animais do grupo tratado tiveram um periodo gestacional prolongado (22
dias) com redugéo no tamanho da ninhada. b) o peso materno durante a gravidez
foi significativamente menor no grupo tratado. c) o germe dentério do 1° molar
inferior do grupo tratado apresentou-se ao 14,5° dia de gestacdo em fase de
botdo, porém com menor desenvolvimento que no grupo controle. d) ao 1,5° dia
poés natal a matriz dentinaria ndo mostrou nenhum sinal de caicificacéo,
evidenciando o retardo da mesma no grupo tratado. e) o germe dentario do 1°
molar inferior ao 14,5° dia pds natal mostrou retardo na erupcac dental nos
animais do grupo tratado. Estes aspectos histoldgicos foram observados em 66%
deste grupo. Sendo assim o autor concluiu que a ingestdo materna de alcool
causa retardo no desenvolvimento dental de filhotes de camundongos.

Posteriormente GUERRERO et al. (1996) em um estudo semelhante,
porém analisando o efeito do &lcool sobre o fator de crescimento epidermal (EGF)

na odontogénese de camundongos com 1.5° dia de vida, descreveram que a
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imunoexpresséo daquele, observada na clspide média do 1° molar inferior era
forte e homogénea no grupo controle, porém fraca e heterogénea no tratado.
Também verificaram que os germes dentarios dos animais tratados eram
morfométricamente menores. Portanto, os autores concluiram que a ingestao
materna de aicool reduz o fator de crescimento epidermal no foliculo dentario em
camundongos de 1,5 dias de vida.

TOMAZELA et al. (1997) estudaram o desenvolvimento do germe dentario e
crescimento pds eruptivo de incisivos de ratos submetidos aos efeitos do alcool
etilico durante o periodo gestacional. No 7 dia de gestagao, etapa significante na
formagéo do cranio e face, nas ratas do grupo tratado, foram administradas 2
doses de 0,015 ml de aicool etilico (25%) por grama de peso corpéreo, via
intraperitoneal, com intervalo de 4 horas entre as doses. Nas ratas controles foram
aplicadas duas doses de solugdo salina. Os dados obtidos mostraram que,
embora os animais apresentassem peso e comprimento cranio-caudal
semelhantes no 1° dia de vida, em ambos os grupos, tratados e controles, estes
parametros foram menores nos animais do grupo tratado ao 6° e 10° dias de vida,
sendo neste Gltimo as diferengas estatisticamente significantes. Com relagéo a
cronologia de erupgéo, cabe destacar que 88,5% dos filhotes do grupo controle
apresentaram seus incisivos superiores erupcionados até o 10° dia, enquanto que
somente 54,5% dos tratados apresentaram erupcgéo destes dentes no mesmo
periodo. Nos 45,5% remanescentes deste grupo, a erupcédo desses dentes foi
observada até o 13% dia. As medidas pos eruptivas dos incisivos apresentaram

valores semelhantes no 16°, 20° e 24° dias em ambos os grupos, entretanto no
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28° dia de vida os incisivos superiores do grupo tratado apresentaram um

crescimento pés eruptivo menor do que aqueles do grupo controle.

SILVA et al. (1999) descreveram as aiteragdes no desenvolvimento pés
eruptivo de incisivos de filhotes de ratas, que durante a gestagéio e amamentagao
foram expostas & uma dieta contendo 25% de alcool etilico na 4gua de beber. As
ratas do grupo controle receberam agua ad libittum. O crescimento pos eruptivo
dos incisivos superiores e inferiores foi mensurado nos 20°, 24° e 28° dias de vida
dos filhotes. Como parédmetros de desenvolvimento embrionario e pés natal foram
obtidos o peso e 0 comprimento cranio-caudal dos filhotes nos 5°, 10°, 15°, 20°,
25° e 30° dias de vida dos mesmos. Os resultados obtidos foram os seguintes: as
médias do peso e comprimento cranio-caudal foram sempre menores nos filhotes
do grupo experimental, sendo as diferencas estatisticamente significantes em
todos os periodos; as médias do comprimento cérvico-incisal dos incisivos
inferiores e superiores, também foram menores nos filhotes do grupo
experimental, sendo as diferengas estatisticamente significantes em todos os
periodos tanto nos incisivos inferiores como nos superiores. Desta maneira,
concluiram que o alcool etilico administrado durante a gestagdo e periodo de
lactacdo retarda o desenvolvimento corporal e o crescimento pés eruptivo dos

dentes incisivos de ratos.
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3. PROPOSIGAO

O presente estudo tem como objetive avaliar histomorfologica e
histomorfométricamente o desenvolvimento da matriz do esmalte e do germe
dentério do 1° molar inferior, em filhotes de ratas, as quais ingeriram alcool etilico
em doses consideradas teratogénicas, durante a gravidez, bem como alguns

parametros do desenvolvimento embrionério e pés natal.
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4. MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados inicialmente, 42 ratos albinos Wistar,
fémeas adultas jovens, pesando aproximadamente 200g (2 meses). As ratas
foram distribuidas em 2 grupos: controle (17) e tratado (25) e os animais mantidos
em gaiolas individuais. Em ambos os grupos, os nutrientes da dieta foram obtidos
a partir da rag@o comercial Labina (Purina). Todos os animais receberam a mesma
ragdo. A ingestéo de dgua ou solucdo (aguafaicool) foi controlada de acordo com
0 seguinte protocolo:

No grupo tratado, o etanol (MERCK) foi administrado & agua em
concentragbes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25%. Esta solucéo era
substituida a cada periodo de 7 dias. O aumento gradual na concentracdo de
alcool permitiu que as ratas se acostumassem & bebida, evitando assim a
abstinéncia ou perda do interesse pela solugdo administrada.

No 1° dia de cada periodo foi administrada a mesma quantidade de solugéo
para os animais tratados, verificando-se ¢ consumo ao 4° e dltimo dia da semana
com auxilio de uma proveta. Ao término de cada periodo semanal foram
registrados os dados referentes ao peso e consumo dessa solugdo. O mesmo
procedimento foi realizado no grupo controle, porém este recebeu agua sem alcool
em quantidade aproximadamente igual & média do volume ingerido pelas ratas

tratadas.
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O periodo de tratamento pré fertilizagdo durou 42 dias e foi considerado
como periodo de adaptacdo ao alcool. Apds este periodo as fémeas foram
colocadas junto com machos nao alcoélatras, durante o periodo noturno, a fim de
que ocorresse 0 acasalamento.

A constatacéo da gravidez foi obtida por meio da observagdo do tampio
vaginal e presenca de esperma no esfregaco vaginal. Este dia foi definido como
dia 0 de gestacéo.

Em seguida, as ratas prenhas, controles (6) e tratadas (6), foram colocadas
de voita &s suas gaiolas e mantidas com suas correspondentes dietas, ou seja,
agua pura e agua com alcool etilico 25% respectivamente, durante todo o periodo
de tratamento pés fertilizacéo (gestacdo e amamentaco). O consumo da solugéo

e 0 peso corporeo eram registrados semanaimente.

No 5° dia de vida extra-uterina, 3 filhotes de cada ninhada foram
anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento cervical, suas
mandibulas removidas, cuidadosamente dissecadas e separadas em hemi-
mandibulas esquerda e direita' para facilitar a orientacéio no momento da incluséo.

Para este experimento foram utilizadas 18 hemi-mandibulas controles e 18
tratadas, sendo uma de cada filhote, respectivamente.

A fixagdo se deu pela imersdo das hemi-mandibulas em solugédo de
glutaraldeido 2,5% e paraformaideido 2,0% (KARNOVSKY, 1865) em tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,3 por 6 hs. Em seguida, foram lavadas na mesma solugdo de

tampéo fosfato durante 30 min., com trocas a cada 10 min. de intervalo.
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A descalcificacéo das pecas, foi realizada em EDTA tamponado a 5%, pH
7,3 (WARSHAWSKY & MOORE, 1967) com trocas didrias do liquido, durante 7
dias. O grau de descalcificacdo foi testado na regigio de incisivo, através de cortes
realizados com uma l|admina de barbear nova. Consideramos que a
desmineralizacdo estava completa quando a regido nao oferecia resisténcia ao
corte.

Apoés este procedimento, as pecas foram lavadas em tampao fosfato 0,1M,
pH 7.3 durante 30 min., com trocas a cada 10 min. de intervalo. As hemi-
mandibulas foram reduzidas através de dois cortes transversais no sentido
vestibulo-lingual. O primeiro corte passou distalmente ao 1° molar e o segundo,
mesialmente ao 1° molar, de modo que permanecesse somente o germe dentério
do 1° molar (Fig. 1).

As pecas reduzidas e lavadas foram pés-fixadas em tetroxido de ésmio a
2% 0,1M, pH 7,2, por uma hora, lavadas novamente em tampéao fosfato 0,1M, pH
7,3 durante 10 minutos, com trocas a cada 5 minutos de intervalo.

A desidratagéo dos espécimes foi realizada em concentracdes crescentes
de acetona, sendo que na Uitima concentracéo (acetona a 100%) foram feitas 3
trocas de 20 minutos cada.

Em seguida, foi realizada a infiltracao e inclusdo das pegas em Araldite. As
mesmas foram incluidas, de modo que o germe dental fosse cortado no sentido

mesio-distal. Os cortes semi-finos (1um de espessura) e semi-seriados foram
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obtidos com auxilio do ultra-micrétomo Porter Blum MT 2C, na porgcao média do
germe do 1° molar inferior.

No presente trabatho as dreas livres de esmalte ndo foram incluidas no
plano de corte. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina a 1% e o germe
dentario submetido a estudo histolégico em microscopia de luz e
histomorfométrico no analisador de imagem, KS 400 (Kontron Eletronik,

Germany).

1. Estudo Histomorfométrico

O parametro utilizado para a andlise histomorfométrica foi a densidade de
volume (Vvi).

A densidade de volume (Wvi) ou fragdo de volume do germe dentario
ocupada por uma determinada estrutura foi estimada através da volumetria de
pontos (WEIBEL, 1969).

Este método estd baseado em prinéipios basicos enunciados pelos
geologistas DELESSE (1847) e GLAGOLEFF (1933). De acordo com DELESSE, a
fragdo de volume ocupada por uma estrutura j é proporcionai & fracdo de area
ocupada por perfis do mesmo objeto: Vvi=Aai. Por outro lado, GLAGOLEFF
demonstrou que a fragdo de area poderia ser determinada colocando sobre a
amostra uma grade de pontos arranjados regularmente, e contando o nimero de

pontos que se sobrepunham 3 estrutura. Este gedlogo verificou que Aai=Ppi.
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Desse modo, a determinagéo da densidade de volume pode ser realizada
avaliando-se a fragéo de pontos que caem sobre perfis da estrutura em estudo, ou
seja, Vvi=Ppi.

O sistema teste usado foi um reticuio dividido em 70 quadrados, que no
aumento utilizado (objetiva 4x) cada quadrado mediu 4x10* um? Este sistema
teste permitiu abranger o corte histolégico do germe dentéario por inteiro (Fig.2).

O numero de pontos necessarios para a analise histomorfométrica, foi
obtido através do método das freqiiéncias acumuladas (CHALKEY, 1943). Este é
um meétodo para a determinagdo empirica do n° de observagdes necessarias para
construir uma amostra adequada para as medicdes histoméfricas. O nimero de
observagdes utilizadas nesta contagem teste foi de 4 animais controles (fithotes).
De acordo com o método, foi calculada a densidade de volume da matriz do
esmalte em 10 cortes semi seriados de cada um dos 4 animais. Para isto
contamos o numero de pontos que estavam sobre a matriz do esmalte e o
dividimos pelo numero de pontos da area teste. Nos cortes seguintes acumulou-se
o valor da 1* contagem ao valor da préxima, e assim por diante , até finalizar 10
cortes. Os valores obtidos da densidade de volume da matriz do esmaite foram
colocados num grafico, onde o eixo x representou os niimeros de pontos da drea
teste acumulados e 0 eixo y, a densidade de volume expressa em porcentagem.
Inicialmente a curva tragada no grafico apresenta pequenas variagbes e depois

tende a se estabilizar. Isto ocorreu no valor correspondente no eixo x a 420
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pontos. Em seguida foi dividido este nGmero pelo niimero de pontos da area teste
(70 pontos).

Portanto 420 pontos corresponde a 6 areas testes por germe dentario de
cada animal. Assim, para a andlise histomorfométrica, foram usados 6 cortes

semi-seriados de 10 um de intervalo.

1.1 Densidade de volume do germe dentirio em relagio a area teste

(Vvg).
Pg
VV B —
70

Onde, Pg é o nimero de pontos coincidentes com o germe dentario e 70 &

0 namero de pontos da area teste.

1.2 Densidade de volume da matriz de esmalte em relag@o ao volume
do germe dentario (Vve).

Pe
Vve =

n° de pontos sobre o germe dentario

Onde, Pe € o nimero de pontos coincidentes com a matriz de esmalte.

A densidade de volume (Vv) foi expressa em pm® pm®,
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Os resultados da densidade de volume da matriz do esmalte (Vve) e do
germe dentario (Vvg) dos 3 animais de cada ninhada foram agrupados obtendo-
se, assim, a média das Vv por ninhada.

Foram, também obtidos o peso corpérec e o comprimento cranio-caudal
dos filhotes como parédmetros do desenvolvimento embrionario e pés natal, ao
nascimento e 5° dia de vida, em ambos os grupos, controle e tratado.

Todos os dados obtidos foram analisados e tratados estatisticamente a fim
de determinar se as diferengas entre os grupos eram estatisticamente
significantes. Para isto foi utilizado a estatistica paramétrica (Teste t para
observagdes independentes), com p<0.05 indicando o nivel minimo de
significincia, ou seja, usamos para nivel de rejeicdo da hipétese da nulidade, o
valor igual, ou menor do que 0,05 (5%). Quando a estatistica calculada apresentou

um valor significante, usamos letras para caracteriza-la.
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Figura 1 — Desenho esquematico da hemimandibula com germe dentario do 1°

molar de ratos no 5° dia de vida mostrando a diregéo e jocalizagao dos
cortes (a e b).
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Figura 2 - Germe dentdrio do 1° molar inferior sobreposto pelo reticulo usado para
morfometria. A édrea teste € composta de 70 pontos, cada um
equivalendo na ampliagdo utilizada a 8x10° um®.



5. RESULTADOS

5.1. Parametros do desenvolvimento

5.1.1 Desenvolvimento das ratas no periodo de tratamento

Os resultados obtidos referentes ac desenvolvimento das ratas no periodo
de tratamento com alcool antes e durante a gestag@o estdo relacionados nas
Tabs.1a3eFigs.3e4.

A Tab. 1 e Fig. 3 mostram os dados do consumo de agua ou solucso,
respectivamente, nos grupos controle e tratado. Ao compararmos os dois grupos
observamos, que o consume da solugao alcodlica foi significantemente menor no
grupo tratado, em todo o periodo de tratamento. A Fig.3 e Tab.1 mostra que, o
menor consumo da solugdo pelos animais tratados, ocorreu na 4* semana
aumentando na 5° semana, embora sempre menor que no grupo controle e
verificamos também que 0 consumo de agua pelas ratas controles mostrou-se
com pouca variagdo nas seis semanas antes da gestacdo, aumentando
significativamente durante a gravidez.

As médias do peso corpbreo (g) das ratas dos grupos controle e tratado
estdo resumidas na Tab.2 e Fig.4. Observamos que o peso, embora menor nas
ratas do grupo tratado, em todos os periodos analisados, comegou a ser

estatisticamente diferente do grupo controle a partir da 42 semana do periodo de
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tratamento (221g vs 237g; p<0,05). Durante a gestagéo verificamos que o ganho
de peso das ratas tratadas com alcool foi significantemente menor (50%), quando
comparado com as ratas controles.

A Tab.3 mostra os resultados referentes ao tempo de gestaggo das ratas, o
ganho de peso neste periodo € o nimero de filhotes em ambos os grupos,
controle e tratado.

Podemos verificar, que o tempo de gestacdo das ratas tratadas com aicool
(22 dias) foi maior do que das ratas controles (21 dias). Esta diferenca foi
estatisticamente significante (p<0,05). Quanto ao tamanho da ninhada e o ganho
de peso das ratas observamos que houve uma reducéo de 49% {p<0,05) no grupo
tratado. Com relagdo a taxa de mortalidade, o teste de Fisher mostrou que as

diferencas entre os grupos foram estatisticamente significantes.

Tabela 1 - Médias do consumo de agua (ml) e da soluggo alcoélica (ml) de ratas
adultas jovens dos grupos controle e tratado em cada semana do
periodo de tratamento.

Pré fertilizacao Pés fertilizagdo
12 28 32 42 52 62 72 82 o2

Controle 320a 287a 291a 267a 263a 270a 285a 406a 464 a
(n=17)
Tratado 277b 241b 191b 168b 193b 209b 214b 248b 253b
{n=25)

Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem entre si pelo teste t de student (p=<0,05).
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Figura 3 - Médias do consumo de agua (ml) e da solugao alcodlica (ml) de ratas
aduitas jovens dos grupos controle e tratado em cada semana do

pericdo de tratamento.
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Tabela 2 - Médias do peso corporeo (@) de ratas adultas jovens dos grupos
controle e tratado em cada semana do periodo de tratamento.

Pre fertilizacao Pés fertilizacao

th 22 3@ 42 i 6? 74 Sl T

Controle 218  22¢ 229 237a 240a 240a 281a 3043 3683
(n=17)
Tratado 212 225 222 221b 221b 217b 246b 248Db 288b
(n=25)

Medias sequidas de letras distintas na vertical diferem entre si pelo teste t de student (p<0.05).

a0

350

300

250

peso

(g)

150

260

100

18 P 3® 47 58 g* I 8 g

semanas

Figura 4 - Médias dc pesc corpéreo (g) de ratas adultas jovens dos grupos
controle e tratado em cada semana do periodo de tratamento.
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Tabela 3 - Resultados do periodo de p6s fertilizacéo.

Controle Tratado
(n=6) (n=6)
Tempo de gravidez (dias) 21b 22 a
Ganho de peso (g) 87 a 42 b
N° total de fithotes 87 44
N° de filhotes/rata 14,5 a 73b
Taxa de mortalidade (%) 22 25*

Medias seguidas de letras distintas na horizontal diferem entre si pelo teste t de student (p<0,05).
* Para a taxa de mortalidade foi usado o teste de Fisher.
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5.1.2 Desenvolvimento dos filhotes

As Tabs.4 e 5 e Figs.5 e 6 demonstram os resultados obtidos do peso e
comprimento cranio caudal de filhotes de ratas ao nascimento e no 5° dia de vida,
em ambos 0s grupos, controle e tratado.

Podemos observar que, tanto as médias do peso quanto as médias do
comprimento cranio caudal, foram menores nos filhotes do grupo tratado nos dois
periodos estudados. Nas Figs.5 e 6 observa-se que o peso dos filhotes do grupo
tratado mostrou uma redugdo maior do que o comprimento cranio caudal, em

ambos 0s periodos estudados.

Tabela 4 - Médias e desvio padréo do peso corpéreo (g) de filhotes de ratas
dos grupos controle e tratado.

Peso
Controle Tratado Reducao
Média D.padrao Média D.padrao
Nascimento 6,04a 0,82 4.77b 0,23 21%
5°dia de vida 9,58a 1,57 7,56b 0,47 21%

Médias seguidas de letras distintas na horizontal diferem entre si pelo teste 1 de student (p<0,05).
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nascimento 5%dia vidy
idade

Figura 5 - Médias do peso corpéreo (g) de filhotes de ratas dos grupos controle e
tratado.
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Tabela 5 - Médias e desvio padrao do comprimento (mm) de filhotes de ratas
dos grupos controle e tratado.

Comprimento
Controle Tratadc Reducio
Media D.padrao Média D .padrao
Nascimento 8,3a 0,33 5,82b 0,13 8%
5%dia de vida 8,58a 0,25 7.74b 0,26 10%

Médias seguidas de letras distintas na horizontal diferem entre si pelo teste t de student (p<0,05).

comprimento
{(mm)

nascimento 5%ia vida

idada

Figura 6 - Médias do comprimento (mm) cranio-caudal de filhotes de ratas dos
grupos controle e tratado.
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5.2. Desenvolvimento dental

5.2.1 Aspectos histolégicos

Nesta etapa foram estudados os cortes histoldgicos dos germes dentarios
do 1°molar inferior de 18 espécimes de cada grupo, tratado e controle.

Durante o desenvolvimento, na fase de coroa, os germes dentérios de
ambos o0s grupos se apresentaram com todos seus elementos estruturais
caracteristicos desta etapa, ou seja, polpa dentina e esmalte (Fig.7).

Na Fig.8 observa-se a polpa ricamente celular e com grande nimero de
vasos sanguineos. Estes se concentravam na periferia da polpa, entre os
prolongamentos odontoblasticos, entretanto na regido cervical estavam
distribuidos na parte ceniral da polpa. Os odontoblastos se mostraram colunares,
com aspecto normal.

A camada de dentina estava relativamente desenvolvida, sendo mais
espessa na regido oclusal e mais delgada na cervical. Subjacente a camada de
dentina, notou-se a presenga de pré-dentina com espessura semelhante a da
dentina, exceto na regi@o oclusal onde era aproximadamente metade da
espessura. Uma camada de esmalte com espessura semelhante a da dentina se
mostrou presente.

A Fig.9 mostra os ameloblastos como células altas, estreitas, justapostas

umas as outras com nucleos alongados e localizados no pélo basal. Projetando-se
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do apice da célula, notou-se uma extensio citopldsmatica inserida na matriz do
esmalte. Ao longo das vertentes estes prolongamentos mostraram-se irregulares.

Nas extremidades apicais dos ameloblastos, entre os proiongamentos
citoplasmaticos, observou-se a existéncia de barras terminais (Fig.9), assim como
nas extremidades basais entre as paredes laterais dos mesmos (Fig.10). O
citoplasma da regi@o supranuclear mostrou a presenca de granulos densos,
esféricos, de vérias dimensées e em quantidade variavel. Em alguns cortes
observou-se que estes granulos se concenfravam nas proximidades do
prolongamento do ameloblasto. Foram observados também vactolos distribuidos
aleatoriamente pelo citoplasma celular (Fig.10). Na regido intercuspidea os
prolongamentos sempre se mostraram paralelos entre si, com pouca variagdo no
comprimento e largura dos mesmos (Fig.11).

O estrato intermédio se apresentou como uma Unica camada de células de
forma achatada com nlcleos arredondados e grandes (Fig.12). O reticulo
estrelado estava presente em toda extens&o da coroa, sendo na regido cervical
menos desenvolvido do que na regido oclusal. Suas células apresentavam
nucleos ovdides e claros, prolongamentos citoplasmaticos longos e separados por
largos espagos intercelulares. Outras células, esféricas e de tamanho maior,
semelhantes a macréfagos, foram observadas. As mesmas encontravam-se nos
espagos delimitados pelos prolongamentos das células estreladas. Foram ainda
notados alguns vasos sanguineos dispostos predominantemente junto ao estrato

intermédio (Fig.13).
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Figura 7 — Fotomicrografia do germe dentario do 1°molar inferior de ratos.no 5°
dia de vida com todos seus elementos caracteristicos da fase inicial de
coroa. A - Grupo controle B — Grupo tratado. Esmalte (E); dentina (D) e
poipa {P). Azul de toluidina. Aumento original: 63x.
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Figura 8 — Fotomicrografia da regido da vertente lingual do germe dentario.
A - Grupo controle B ~ Grupo tratado. Ameloblastos (AM); esmalte (E);
dentina (D); pré dentina (PD); odontoblastos (O); polpa (P) com vasos
sanguineos (setas). Azul de toluidina. Aumento original: 100x.
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Figura 10 — Fotomicrografia da regi&o da vertente lingual do germe dentario.
A - Grupo controle B - Grupo tratado. Ameloblastos (AM);
prolongamentos dos ameloblastos (P) irregulares dos; granulos no
citoplasma apical (cabega de setas); vaciolos (*) e barras terminais
(setas). Azul de toluidina. Aumento original: 1000x.
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Figura 13 — Fotomicrografia da regido oclusal do germe dentario.
A - Grupo controle B — Grupo tratado. Reticulo estrelado (RE); -
macréfagos (cabeca de setas); vasos sanguineos (*); estrato

intermédio (El) e ameloblastos (AM) Azul de toluidina. Aumento
ariginal: 1000x.
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5.2.2 Aspectos histomorfométricos

Os resultados da anélise histomorfométrica da matriz do esmalte e do
germe dentario estéo relacionados na Tab.6 e Fig.14. Os valores da densidade de
volume da matriz do esmaite e do germe dentéric nos filhotes do grupo tratado
foram menores do que no grupo controle. A densidade de volume da matriz do
esmaite mostrou uma reducdo em torno de 43%, e a densidade de volume do
germe dentario uma reducdc em torno de 12%, nos animais do grupo tratado.
Podemos destacar ainda que o volume da matriz do esmalte observado no grupo
controle foi equivalente a 11% do volume total do germe dentario, enquanto que
no grupc tratado foi apenas de 6,2%.

0,8 =

9.5

0.4

densidade
de volume 0,3
{Hmpm®)

| {# controle

3.2

0,1

matriz esmalie germe dentarie

Figura 14 - Médias da densidade de volume (um® /um®) da matriz do esmalte
(Vve) e do germe dentario (Vvg) dos filhotes com 5 dias de vida dos
grupos controle e tratado.
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6. DISCUSSAO

Os autores sdo unaénimes em afirmar que a ingestdo crénica de alcool
etilico durante a gestagdo, retarda o desenvolvimento dos tecidos e 6rgéos.
BROWN et al. (1979), estudando embriGes de ratos, in vitro, foram os primeiros a
demonstrar os efeitos diretos do &lcool na redugdo do crescimento e na
diferenciacao dos tecidos embrionarios.

De fato, a interferéncia do élcool na proliferacdo celular foi relatada por
SULIK & JOHNSTON (1983), os quais constataram, que a reducéo no tamanho da
placa neural resultava no crescimento anormal do cérebro. Estudos mostraram
que o aicool inibiu o desenvolvimento do cérebro com consegiiente redugdc no
crescimento do cranio (CLARREN et al.,1978). SINGH et al. (1996) verificaram
que o retardo no crescimento do cérebro observado nos animais tratados com
dlcool etilico era devido a diminuicdo de aproximadamente 40% nos niveis de
IGF-1.

As malformagbes cranio faciais também tém sido relatadas associadas a
alteracGes no crescimento celular, devido a interferéncia do alcool. De fato a
redugéo no crescimente cranio facial tem sido descrita em ratos (EDWARDS et al,
1891) e camundongos (GUERRERO et al, 1998, WEBSTER et al, 1983)
expostos ao &icool na vida pré natal. Outros estudos com microscopia eletrdnica
de varredura em embrides de camundongos no 14° dia de vida intra-uterina

demonstraram alta incidéncia de malformagdes cranio faciais, dentre elas
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auséncia do osso da pré maxila ao 1° dia de vida dos filhotes (SULIK &
JOHNSTON, 1983).

A hipoplasia maxilar e mandibular, também foram observadas em humanos.
Um desenvolvimento incompleto da regido média da face, particularmente a
maxila, foi relatado por JACKSON et al. (1990). Segundo GUERRERO et al.
(1998) e GUERRERO (1990), a reducéo nas medidas do cranic e da mandibula
pode ser uma manifestacdo do desenvolvimento neural e mesenquimal
desorganizado. Ainda, GUERRERO (1990) encontrou reducéc significativa nas
medidas de comprimento e altura da mandibula, a qual pode ser explicada pelo
efeito do alcool na atividade mitdtica das células sobre a atividade mitética do
condilo, visto que o mesmo desempenha importante papel no crescimento
mandibular,

Segundo BARAN et al. (1982) o aicool desempenha um efeito direto sobre
o metabolismo do calcio e sobre o processo de ossificacio. Entretanto, de acordo
com JONES, KL. et al. (1973) os efeitos subseqientes do aicool sobre ©
metabolismo do calcio nos filhotes ndo foram totalmente investigados, exceto a
observacdo de uma hipocalcemia transitéria nas criancas com a SFA. Efeitos sutis
dessas alteragcbes metabdlicas podem persistir durante o desenvolvimento
posterior, levando a alguns aspectos hipoplasicos da SFA (JONES, KL. et al,
1973).

Em nossa pesquisa verificamos, através da anélise histomorfométrica, que
os germes dentérios na fase de coroa do desenvolvimento apresentavam um

desenvolvimento significantemente menor nos filhotes do grupo tratado com alcool
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etilico, evidenciando a interferéncia do mesmo no processo de diferenciacdo e
formagao dos tecidos presentes nesta fase (Tab.6 e Fig.14).

Isto vem ao encontro dos achados de GUERREROQ et al. (1996), os quais
também observaram que os germes dentérios dos filhotes de maes tratadas eram
morfomeétricamente menores. Segundo este estudo a ingestdo materna de aicool
reduz a expressédo do EGF no foliculo dentario dos molares dos camundongos.
Estudos realizados por PARTANE & THESLEFF (1987), sugerem que esse fator
de crescimento exerce um papel significante no desenvolvimento do germe
dentario e na diferenciacdo das células mesenquimais. Portanto a redugéo no
tamanho do germe dentério observada em nossa pesquisa poderia ser devida &
inibicdo do EGF pelo aicool etilico.

SULIK et al. (1981) demonstraram que o alcool é um potente teratégeno,
gue exerce seus efeitos sobre a prolifera¢éo, migracéo e diferenciacdo das células
da crista neural, resultando em menor desenvolvimento das estruturas
dependentes da morfogénese dessas células.

O desenvolvimento normal do germe dentario esta na dependéncia de uma
série de eventos celulares ou processos fisioldgicos gque ocorrem durante o
periodo pre natal (BALOGH & FEHRENBACH, 1997). As células da crista neural
tém a capacidade de diferenciarem-se intensamente no embrio em
desenvolvimento, dando lugar a variadas estruturas, dentre elas a maior parte do
tecido conjuntivo embrionario da regido facial e que contribui para o

desenvolvimento dos dentes (TEN CATE, 1994). Sendo assim a interferéncia do
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alcool sobre as células da crista neural poderia causar uma redugdc no tamanho
do germe dentario.

O desenvolvimento do germe dentério de fithotes de camundongos ao 14,5°
dia de vida intra uterina foi estudado por GUERRERO (1890), relatando um
retardo na formag&o do bot&o epitelial, nos animais tratados, o qual apresentava-
se constituido por células cuboidais densamente compactadas, enguanto nos
controles o germe dentério em fase de botio apresentava-se composto de células
cilindricas na periferia e células poligonais na regi&o central.

Ja TOMAZELA et al. (1997) verificaram que o alcool etilico ndo altera a
morfologia e 0 aparecimento da iamina epitelial priméria ao 14° dia de vida intra
uterina em incisivos de ratos, assim como, o aspecto dos odontoblastos e a
espessura da matriz dentinaria observados no 1° dia de vida dos animais. Embora
nosso trabalho n&o tenha permitido o estudo do germe dentério nesses periodos,
a andlise histomorfologica também ndo mostrou alteragbes evidentes nos
elementos estruturais caracteristicos do germe dentario na fase de corog, dentre
0s quais odontoblastos, ameloblastos, estrato intermédio, reticulo estrelado e
epitélio externo. Estes apresentaram um desenvolvimento morfolégico semelhante
ao do grupo controle nessa fase do desenvolvimento (Figs.8 a 13).

Anteriormente  CAMPOS & DURANZA (1988), observaram alteracdes
ceiﬁlares no germe dentario de molares de ratos na fase de botdo e de capuz,
sendo que as alteragcBes mais relevantes foram encontradas no epitélio interno do
esmalte do germe dentario. Considerando que estas células irfo se diferenciar em

ameloblastos e, assim, dar inicio & producdc do esmalte, estas modificacbes
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poderiam justificar a redug@o na matriz do esmalte encontrada em nosso trabalho
(Tab.6 e Fig.14).

Com relagéo ao desenvolvimento dos tecidos dentarios, a hipoplasia do
esmalte foi observada como sendo uma manifestacéo encontrada entre 1% a 25%
dos pacientes portadores da Sindrome Fetal Alicodlica (CLARREN & SMITH, 1978;
JACKSON et al., 1990).

A analise histomorfométrica da matriz do esmalte mostrou que a espessura
desta matriz era significativamente menor nos germes dentarios dos filhotes do
grupo tratado com dlcool etilico (Tab.6 e Fig.14). Considerando que existe uma
intima interacdo mesénquima-ectoderma, onde ©0s mecanismos indutores do
primeiro influenciam a diferenciagcdo dos ameioblastos, acreditamos gue estes
sofrem influéncias do alcool administrado nessa etapa de desenvolvimento e
portanto interferéncia no processo secretorio de sua matriz. Isto estd de acordo
com os esiudos de GUERRERO (1990) onde observou-se que a falta de
calcificagdo da matriz dentinaria no 1,5° dia de vida dos animais tratados era
devida a redug@o no numero de células seguida de uma diminuicdo na funcéo
celular, as quais foram resultantes da interferéncia do alcool nos estagios iniciais
do desenvolvimento embrionéario.

Assim MATTHIESSEN & ROMERT (1988), observaram modificagbes na
ultraestrutura dos ameloblastos secretores em mini porcos, as quais indicaram um
padréo de secre¢do anormal da matriz do esmaite. Ainda estes dois autores em
1984 verificaram nas células do figado de fetos de mini porcos um acumulo de

secrecdo no complexo de Golgi, agregacdo das cisternas do reticulo
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endoplasmatico granular, além de alteragbes na forma e tamanho das
mitocondrias. Estes achados evidenciaram que os hepatécitos mostraram sinais
de injdria celular. Assim também, a reducdo na viabilidade celular, devido &
desorganizacéo e fragmentacdo dos microtubtlos foi demonstrada em cultura de
células humanas expostas ao alcool etilico (BANAN et al., 1988). Segundo PAR
(1992) o acetaldeido, 0 qual € um produto do metabolismo do &lcool, se liga a
cisteina causando uma diminuigdo na quantidade de tubulina, a qual é necessdria
para a polimerizagao dos microtibulos. Dessa maneira, ocorre uma reducdo na
funcao secretora da célula.

Esses estudos estéo de acordo com WESTERGAARD (1980) ao relatar que
a tetraciclina quando administrada a ratos com quatro dias de vida ocasiona
disturbios no processc de secregdo dos ameloblastos, os quais poderiam ser a
causa do acumulc de granulos observados no citoplasma dos mesmos, com
conseqlente reducdo no volume da matriz do esmalte. Embora este trabalho
tenha utilizado outra droga, esses achados vém corroborar a nossa pesquisa
demonstrando também que o periodo da amelogénese em ratos é susceptivel aos
efeitos toxicos de agentes quimicos, como a tetraciclina e o dlcool.

Uma importante consequéncia da exposigcio fetal ac alcool é a inibicao da
sintese proteica com resultante efeito no crescimento e maturacdo dos tecidos na
fase embrionaria (MICHAELIS et al., 1990; RANDALL et al., 1990). Anteriormente,
RAWAT (1976) demonstrou uma diminui¢éo do contetido proteico nas células do
figado de fetos de ratas tratadas com alcool. Em adicBo EDWARDS (1891)

mostrou haver uma relagdo entre a diminuigdo na sintese proteica dos
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osteoblastos com a redugéo no desenvolvimento cranio mandibular em filhotes de
ratas tratadas com alcool

Um efeito direto da diminuigéo da sintese proteica € a menor quantidade de
grénulos secretores formados a partir do complexo de Golgi, desde que um
constante suprimento de novas proteinas € necessario para manter esta organela
intacta (WEINSTOCK, 1970). Podemos entdo inferir, que a reducdo da matriz do
esmalte podera estar também relacionada com a diminuic&o do contelido proteico
nos ameloblastos.

A intensidade dos efeitos do alcool sobre a forma¢ao dos tecidos parece
nédo ser semelhante em todos eles. De fato, GARCIA et al. (1996) demonstraram
um pronunciado e especifico efeito do alcool sobre a atividade enzimética
mitocondrial nas células do figado e cérebro, mas um pequeno ou nenhum efeito
sobre as células do corag&o. Assim também, WEBSTER (1983) observou que
quando camundongos eram expostos ao alcool durante o 7° e 8° dias de
gestacdo, os defeitos no embrido ocorriam nos tecidos da cabega do mesmo. Ja
entre os 9° e 10° dias encontraram defeitos de desenvolvimento dos membros.

Por outro lado, a analise histomorfométrica realizada por ALVAREZ et al.
(1991) demonstrou n&o haver diferenca significativa no volume e comprimento das
células do miocérdio de filhotes de ratas nos 2° ou 6° dias de vida. Entretanto, uma
reducéo no numero de células binucleadas mostrou-se presente ao 6° dia de vida
dos animais. A variacdo no nimero de malformacdes relacionadas com os dias de
tratamento sugerem que certos estagios do periodo organogénico sao mais

sensiveis ao alcool do que outros (WEBSTER, 1983).
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HENDERSON et al. (1980) verificaram que a inibigdo da sintese proteica
era maior nas células do figado e do coragdo do que nas células do rim e do
cérebro de fetos das ratas tratadas cronicamente com alcool durante a gestacado.

Nossos estudos, neste sentido, estdo de acordo com GARCIA et al. (1998),
WEBSTER (1983); CLARREN et al. (1978); HENDERSON et al. (1980) ao
demonstrar que o alcool ingerido durante a gravidez produziu uma resposta
tecidual que aparentemente afetou mais um tecido do que outro. Assim
verificamos que a redugéo na densidade de volume foi mais acentuada na matriz
do esmalte do que no germe dentario como um todo. Isto pode ser melhor
evidenciado na Tab.6 e Fig.14. O volume da matriz do esmalte observado no
grupo controle foi equivalente a 11% do volume total do germe dentario, enquanto
que no grupo tratado foi apenas de 6,2%. Ja o volume do germe dentério no grupo
controle foi igual a 54% da érea teste, sendo que o volume do germe dentério no
grupo tratado foi igual a 47% da area teste.

O fato da redugdo na densidade de volume da matriz do esmalte ter sido
maior do que no germe dentério, sugere que os ameloblastos foram mais
susceptiveis ao dicool etilico do que outras células, no mesmo periodo analisado.
Isto esta de acordo com PHILLIPS & KRUEGER (1992), ao dizer que existe uma
resposta especifica das células que estdo em intensa atividade metabdlica no
momento da exposicdo ao dicool.

Visando complementar nossos estudos, obtivemos como parametros do
desenvolvimento giobal, o peso e comprimento cranio caudal dos filhotes das

ratas controles e tratadas com alcool.
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Segundo JONES et al. (1973), CLARREN & SMITH (1978), COLES (1993),
STREISSGUTH et al. (1980, 1991) e AUTTI-RAMO et al. (1992) o alcool seria a
causa do retardo no crescimento, tendo seus efeitos no peso e comprimento ao
nascimento e posteriormente na estatura pés natal. Segundo CLARREN & SMITH
(1978) a deficiéncia no crescimento reflete uma injuria durante o periodo pré-natal
na proliferacdo celular resuitando na reducdo do numero de céluias e eventual
limitacdo no tamanho das mesmas.

TOMAZELA et al. (1997) mostraram que o peso e comprimenio cranio
caudal foram semelhantes ao 1° dia de vida, em ambos os grupos, tratados e
controles, porem estes pardmetros foram menores nos animais do grupo tratado
guando comparados aqueles do grupo controle, ac 6° e 10° dias de vida, sendo,
neste ultimo periodo, as diferencas estatisticamente significantes. Ja SILVA et al.
(1999) observou gque 0 peso € o comprimento cranio caudal nos filhotes do grupo
tratado com &alcool foram menores em todos os periodos estudados (1°, 5°, 10°,
18°, 20° 25° e 30° dias de vida). Assim tambeém, GUERRERO et al. {1998)
verificaram a diminuigao no peso dos filhotes do grupo tratado com alcool nos 1,5°
e posteriormente aos 14.5; 21.5 e 28.5 dias de vida pos natal (GUERRERO et al,,
1996).

O menor desenvolvimento global dos fithotes do grupo fratade, observado
em nossa pesquisa e determinado pelo peso e comprimento cranio-caudal, pode
ser atribuido a interferéncia do alcool sobre os mecanismos de desenvolvimento

embriogénicos, desde que esse foi 0 Unico fator teratogénico em evidéncia.
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De acordo com JACKSON et al. (1990) as criangas afetadas com SFA tém
uma reducdo no peso ac nascimento maior do que a estatura.

Observando a Tab.4 e 5 podemos notar que no grupo tratado ¢ peso
corporeo ao nascimento foi 21% menor, enquanto que a redu¢ido no comprimento
foi de 8%. Assim também, GARCIA et al. (1996) notaram uma reducdo de 20% no
peso dos filhotes de méaes tratadas com alcool durante a gravidez.

Entretanto, nossos resultados diferem em parte daqueles encontrados por
TOMAZELA et al. (1997) onde, tanto o peso, como o comprimento cranio caudal
dos filhotes foram equivalentes ao nascimento em ambos os grupos, controle e
tratado. Podemos considerar que essas diferencas foram devidas as variagbes
nos padrGes de administragdo do alcool e no tempo de exposicdo a esta droga.

De fato, a incidéncia das malformages nos filhotes de camundongos
tratados com &lcool variam de acordo com: (1) o estagio do desenvolvimento
embrionario no momento da exposicéo (2) a via de administrac&o do alcool e (3)
tempo de exposi¢&o ao alcool (WEBSTER et al., 1983).

Em nosso trabalho, foi observado que além das ratas tratadas terem um
peso menor, elas apresentaram 50% menos filhotes do que as ratas controles
(Tabs.2 e 3 e Fig.2). Estes dados estdo de acordo com os achados por
STREISSGUTH et al. {1980); ABEL (1982); WEBSTER et al. (1983): GUERRERO
et al. (1996); GUERRERO et al. (1998); GUERRERO (1990).

Na Tab.3 podemos observar que o ganho de peso das ratas controles foi
50% maior do que o das tratadas com alcool etilico. Assim também, a diferenca

entre o ndmero de filhotes de ambos os grupos, controle e tatada foi
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aproximadamente igual a 50%, ou seja 50% do peso das ratas equivale a mais ou
menos 50% dos filhotes. Portanto, devemos considerar que o nimero de fithotes
esta diretamente relacionado ao ganho de peso materno durante a gestacdo. De
fato, a redugdo no pesoc das ratas tratadas com alcool pode ser atribuida ac menor
numero de filhotes nascidos destas, desde que a proporgéo entre o ganho de peso
materno e o numero de filhotes foi similar em ambos os grupos (SANCHIS &
GUERRI, 1986).

O aumento da mortalidade pds-natal em animais expostos ao &lcool no
periodo pré-natal foi notado por ABEL (1982); STREISSGUTH et al. (1980) e
SILVA et al. (1999). Assim, n6s verificamos também no grupo tratado um aumento
da taxa mortalidade equivalente a 25%, enquanto que no grupo controle esta taxa
foi apenas 2% (Tab.3).

O mecanismo teratogénico do &lcool ainda ndo esta bem definido.
Entretanto, algumas justificativas s@o propostas, tais como hipdxia fetal,
deficiéncia no transporte de nutrientes através da placenta, deficiéncia nutricional
e alteracdo no metabolismo do célcio (MICHAELIS, 1990).

De acordo com CHERNOFF (1980) as reabsorcées embriondrias, as
malformages e a redugdo no peso fetal ao 18° dia de vida intrauterina de ratos
estavam relacionadas com o nivel de alcool no sangue matemo. Segundo o autor
isto pode ser evidenciado pela relagdo direta entre dano fetal e o nivel de alcool no
sangue das maes.

Segundo GUERRERO et al. (1998), a ingestao prolongada de alcool esta

freqlientemente associada & habitos de dietas pobres nos humanos. Sabe-se que
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o alcool interfere na absorgéo intestinal de nutrientes. Assim pode ser que o baixo
peso ao nascimento em criangas com a SFA seja influenciado por deficiéncias
nutricionais.

Entretanto, estudos in vitro realizados em embrides de ratos (BROWN,
1979), em embrides de galinhas (PENNINGTON & KALMUS, 1987) e em céiulas
humanas (BANAN et al., 1988), onde as influéncias maternas sio eliminadas,
demonstraram que o &lcool exerce efeito direto na proliferag&o, na diferenciacdo e
na sintese proteica resultando, assim, no retardo do desenvolvimento dos tecidos
embrionarios.

Dessa maneira ABEL (1982); GUERRERO et al. (1996, 1998); RAWAT
(1976) e STREISSGUTH et al. (1980) concluiram que os efeitos nas células sdo
devido primeiramente ac alcool por si s6 e nao por fatores secunddrios associados
ao abuso do alcool, i.e., ma nutricdo e fumo, embora estes sejam capazes de
exarcebar o potencial teratogénico do alcool.

Em vista do exposto acreditamos que nosso frabalho vem contribuir de
alguma forma para esclarecer alguns aspectos da ingestdo do alcool etilico
durante a gestag@o sobre o desenvolvimento do germe dentario e especificamente
sobre a formag&o da matriz do esmaite, bem como, o desenvolvimento pds-natal

(peso e comprimento) de filhotes de ratas.
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7. CONCLUSOES

Dentro das condi¢des experimentais deste trabalho, com base nos

resultados obtidos, podemos concluir que:

1 — O alcool etilico ingerido durante a gestagéo, causou uma reducdo no
tamanho do germe dentério e na secrecéo da matriz do esmalte, estatisticamente

significante.

2 — Os efeitos do alcool etilico foram mais acentuados sobre a

amelogenese do que sobre o germe dentério como um todo.

3 - A matriz do esmalte, os ameloblastos e o estrato intermédio,
apresentaram caracteristicas estruturais semelhantes nos animais de ambos os

grupos.

4 — O alcool etilico causou um retardo no desenvolvimento dos filhotes, o
qual foi evidenciado pelo peso e comprimento menores, tanto ao nascimento,
quanto no 5° dia de vida. A reducdo no peso corpéreo foi maior do que no

comprimento crénio-caudal.

5 — As ratas tratadas com &lcool tiveram um peso menor do que as
controles, assim como reducdo no numero de filhotes e um aumento da taxa de

mortalidade ao nascimento.
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Analise estatistica

1. Desenvolvimento das ratas no periodo de tratamento pré-
fertilizacao.

1.1 Consumo de agua e da solucdo alcodlica de ratas na 12 semana de tratamento
dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Varigvel 2

Média 319,7059 2772
Variancia 4223346 2229333333
Observagbes 17 25
Variancia agrupada 3026,938
Hipotese da diferenga de média 0
gl 40
Stat t 2,457633
P(T<=t) uni-caudal 0,008208
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 0,018416
t critico bi-caudal 2,021075

1.2 Consume de agua e da solugdo alcodlica de ratas na 22 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Varidvel 1 Variavel 2

Média 287,0588 2406
Variéncia 1256,434 4398,58333
Observacgbes 17 25
Varidncia agrupada 3141724
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 40
Stat t 2,636659
P(T<=t) uni-caudal 0,005931
1 critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t} bi-caudal 0,011863
1 critico bi-caudal 2,021075
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1.3 Consumo de agua e da solugéo alcodlica de ratas na 32 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Varidgvel 1 Variavel 2

Meédia 280,5882 190,8
Varidncia 2880,882 891
Observagbes 17 25
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 23
Stat t 6,860033
P(T<~t) uni-caudal 2,63E-07
t critico uni-caudal 1,71387
P{T<=t) bi-caudal 5,27E-07
t critico bi-caudal 2,068655

1.4 Consumo de agua e da solucdo alcodlica de ratas na 42 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Varidvel 1  Varidvel 2

Média 267,3529 168.,4
Varidncia 1884,743 1014
Observacgoes 17 25
Variancia agrupada 1362,297
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 40
Stat t 8,528303
P(T<=t) uni-caudal 7,71E-11
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 1,54E-10
t critico bi-caudal 2,021075




1.5 Consumo de agua e da solucdo alcodlica de ratas na 52 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 263,2353 193.2
Varidncia 1027,841 1835,166667
Observacdes 17 25
Hipttese da diferenca de média 0
gl 40
Stat 6,052979
P(T<=t) uni-caudal 1,89E-07
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 3,88E-07
t critico bi-caudal 2,021075

1.6 Consumo de agua e da solucdo alcodlica de ratas na 62 semana de
tratamento dos grupos controle e fratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Varigvel 1 Variavel 2

Meédia 270 209,08
Variancia 931,25 2887 .41
Observacgies 17 25
Variancia agrupada 2104,946
Hipétese da diferenga de média 0
gl 40
Stat t 4,223857
P({T<=t) uni-caudal 6,73E-05
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 0,000135
t critico bi-caudal 2,021075
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1.7 Peso corporeo de ratas na 12 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Variavel 1 Variadvel 2

Média 218,2353 212,2
Variéncia 418,5662 235,5833333
Observagdes 17 25
Varidncia agrupada 308,7765
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 40
Stat t 1,092562
P(T<=t) uni-caudal 0,140561
1 critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 0,281123
t critico bi-caudal 2,021075

1.8 Peso corpdreo de ratas na 22 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Varidvel 2

Média 2291176 2246
Variéncia 500,7353 3415
Observagdes 17 25
Varidncia agrupada 405,1941
Hipdtese da diferenca de média 0
ol 40
Statt 0.713922
P(T<=t} uni-caudal 0,23871
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 0,479421
t critico bi-caudal 2,021075
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1.9 Peso corpdreo de ratas na 32 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Variavel 1 Varidgvel 2

Media 228,8235 2216
Varidncia 370,4044 220,25
Observagbes 17 25
Variéncia agrupada 280,3118
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 40
Statt 1,372457
P({T<=t) uni-caudal 0,088784
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 0,177569
t critico bi-caudal 2,021075

1.10 Peso corpbreo de ratas na 42 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Varigvel 1 Varidvel 2

Média 237,3529 2214
Variéncia 531,6176 332,3333333
Observagbes 17 25
Varidncia agrupada 4120471
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 40
Statt 2,499984
P(T<=t) uni-caudal 0,008311
t critico uni-caudal 1,683852
P(T<=t) bi-caudal 0,016621
t critico bi-caudal 2,021075
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1.11 Peso corporeo de ratas na 52 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varisncias diferentes

Variavel 1 Varidvel 2

Média 240,2941 220,8
Variéncia 613,9706 24725
Observacgbes 17 25
Hipétese da diferenca de média 0
gl 25
Stat t 2,874066
P(T<=t} uni-caudal 0,004077
t critico uni-caudal 1,70814
P(T<=t) bi-caudal 0,008154
1 eritico bi-caudal 2,059537

1.12 Peso corpdreo de ratas na 62 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Variavel 1 Varidvei 2

Média 240 217.4
Variéncia 608,375 250,25
Observacoes 17 25
Hipbtese da diferenca de média 0
gl 25
Stat t 3,337431
P(T<=t) uni-caudal 0,001324
1 critico uni-caudal 1,70814
P(T<=t) bi-caudal 0,002648
{ critico bi-caudal 2,059537
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2. Desenvolvimento das ratas no periodo de tratamento p6s-
fertilizagao.

2.1 Consumo de &gua e da solugédo alcodlica de ratas na 72 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Varidvel 1 Varidvel 2

Média 285 214,1666667
Variéncia 6930 2154,166667
QObservacies 6 3]
Varidncia agrupada 4542,083
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 10
Stat t 1,820416
P(T<=t) uni-caudal 0,049355
t eritico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,09871
t critico bi-caudal 2,228139

2.2 Consumo de agua e da solugdo alcodlica de ratas na 82 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Varidvel 1 Varidvel 2

Média 405,8333 248,3333
Variancia 1414167 5786,667
Observacbes 8 6
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 7
Statt 4,54637
P(T<=t) uni-caudal 0,001324
t critico uni-caudal 1,884578
P(T<=t) bi-caudal 0,002648
t critico bi-caudal 2,364623
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2.3 Consumo de agua e da solugéo alcodlica de ratas na 92 semana de
tratamento dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Variavel 1 Varigvel 2

Média 464,1667 253,33333
Varidncia 1474,167 2756,6687
Observacies 8 6
Hip6tese da diferenga de média 0
gl 9
Stat 7,939661
P(T<=f) uni-caudal 1,18E-05
t critico uni-caudal 1,833114
P(T<=t) bi-caudal 2,35E-05
t critico bi-caudal 2,262159

2.4 Peso corpdreo de ratas na 72 semana de tratamento dos grupos conirole e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivaientes

Varigvel 1 Varidvef 2

Média 280,8333 245,83333
Varidncia 2541667 94,166667
Observages 6 8
Variancia agrupada 174,1667
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 10
Stat t 4,593526
P{T<=1) uni-caudal 0,000495
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,00099
t critico bi-caudal 2,228139
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2.5 Peso corpdreo de ratas na 82 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Varidvel 2

Média 303,5 249,1666667
Variéncia 437.5 T4,16666667
Observagbes 6 6
Varidncia agrupada 255,8333
Hipbtese da diferenca de média 0
gl 10
Siat t 5,883671
P(T<=t) uni-caudal 7,72E-08
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t} bi-caudal 0,000154
t critico bi-caudal 2,228139

2.6 Peso corpdreo de ratas na 92 semana de tratamento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas armostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 3675 288,3333333
Varidncia 507,5 246,6666667
Observaches 6 6
Varidncia agrupada 377.0833
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 10
Stat t 7,061294
P(T<=t) uni-caudal 1,73E-05
{ critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 3,45E-05
t critico bi-caudal 2,228139
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2.7 Ganho de peso de ratas no periodo de gravidez dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2

Media 86,6667 42.5
Variancia 166,6667 87,5
Observagbes 6 6
Varidncia agrupada 127,0833
Hipétese da diferenga de média 0
gl 10
Stat t 6,785955
P(T<=t) uni-caudal 241E-05
1 critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 4,82E-05
t critico bi-caudal 2,228139

2.8 Tempo de gravidez de ratas dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Variavel 1 Varidvel 2

Média 21 21,83
Variéncia 0 0,066666667
Observagbes 6 6
Variéncia agrupada £,033333
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 10
Statt -7,90568
P(T<=t) uni-caudal 6,53E-08
1 critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 1,31E-05
t critico bi-caudal 2,228139
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2.9 Numero de fithotes por ratas dos grupos controie e tratado.

Teste-1: duas amostras presumindo vari&ncias diferentes

Variavel T Varidvel 2

Média 14,5 7,33333333
Varidncia 2,3 746866667
Observagbes 6 8
Hip6tese da diferenga de média 0
gl 8
Stat t 5817197
P(T<=t) uni-caudal 0,00025
t critico uni-caudal 1,859548
P(T<=t} bi-caudali 0,0005
1 critico bi-caudal 2,306006




3. Desenvolvimento dos filhotes

3.1 Peso corpéreo de filhotes de ratas ao nascimento dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Variavel 1 Varidve! 2

Meédia 6,033333 4,76833333
Varidncia 0.671107 0,05157667
Observacies 6 6
Hip6tese da diferenca de média 0
gl 6
Stat t 3,644855
P{T<=1) uni-caudal 0,005385
1 critico uni-caudal 1,943181
P(T<=t) bi-caudal 0,010771
1 critico bi-caudai 2,446914

3.2 Peso corpéreo de filhotes de ratas no 5° dia de vida dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias diferentes

Variavel 1 Varidvel 2

Média 9,583333 7,555
Varidncia 2,473987 0,22099
Observagdes 6 6
Hipétese da diferenga de média 0
gl 5]
Stat t 3.026477
P(T<=t} uni-caudal 0,011601
t critico uni-caudal 1,843181
P(T<=t) bi-caudal 0,023203
t critico bi-caudal 2,446914
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3.3 Comprimento de filhotes de ratas ao nascimento dos grupos controie e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Varidvel 2

Média 6,3 5,815
Variancia 0,108 0,01783
Observagdes 6 6
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 7
Stat t 3,348078
P(T<=t) uni-caudal 0,008133
1 oritico uni-caudal 1,894578
P(T<=t) bi-caudal 0,012266
t critico bi-caudal 2,364623

3.4 Comprimento de filhotes de ratas no 5° dia de vida dos grupos controle e
tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 8,578333 7,735
Varidncia 0,063737 0,06807
Observagbes 6 &
Variancia agrupada 0,065903
Hipétese da diferenga de média ¢
gl 10
Stat t 5,689921
P(T<=t}) uni-caudal 0,000101
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,000201
t critico bi-caudal 2,228138
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4. Aspectos histomorfométricos

ratas dos grupos controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

4.1 Densidade de volume da matriz do esmalte do germe dentario de filhotes de

Varidvel 1 Varidvel 2
Média 0,109 0,062
Variancia 0,00028 0,000212667
Observacdes 6 6
Variéncia agrupada 0,000246
Hipbtese da diferenca de média 0
gl 10
Stat t 5,185366
P(T<=t) uni-caudal 0,000205
t eritico uni~caudal 1.812482
F&fitich resues 2308948

4.2 Densidade de volume do germe dentario de filhotes de ratas dos grupos
controle e tratado.

Teste-t: duas amostras presumindo variéncias equivalente:

Varidvel 1 Variavel 2

Média 0,53783 0,4735
Varidncia 0,0014658 0,0004815
Observacgdes 6 8
Variéncia agrupada 0,0009736
Hipétese da diferenca de média 0
gl 10
Stat t 3,5710749
P(T<=t) uni-caudal 0,0025433
t critico uni-caudal 1,8124615
P(T<=t} bi-caudal 0.0050866
t critico bi-caudal 2,2281392
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