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A pesquisa tem impacto para a sociedade visto o crescente uso de alcool entre os jovens,
ressaltando a importancia dos cuidados pré-concepcionais para as futuras geragdes. Além disso, a
relacdo do consumo parental p6s-pubere sobre os parametros reprodutivos da prole feminina ndo
exposta permanece inconclusiva, necessitando de maior atengdo. Outro ponto importante € a
avaliacdo da contribuicao individual, materna ou paterna, ou de ambos os pais para os efeitos
observados na prole, mostrando que a importancia do cuidado pré-concepcional ndo é apenas da

mée, pois ambos 0s pais podem contribuir.
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Introducdo: A influéncia parental sobre os descendentes se inicia antes da concepcao, portanto, a
mde e 0 pai sdo decisivos no desenvolvimento, nas alteracdes fenotipicas e na génese de doengas
na prole. Estudos prévios relataram que exposicao alcoolica parental no periodo pubere prejudica
0 desenvolvimento da prole feminina e masculina, sendo os mecanismos envolvidos menos
evidentes nas fémeas. Assim, com o crescente uso do etanol entre 0s jovens, sd0 necessarios
estudos que verifiquem seu prejuizo as futuras geracdes. Dessa forma, avaliamos se 0 consumo de
alta quantidade de etanol parental na pos-puberdade interfere no desenvolvimento, no estresse
oxidativo, na inflamac&o e na fisiologia do ovéario e da mama em diferentes idades, e a contribui¢do
materna, paterna ou de ambos para os efeitos observados. Material e métodos: 40 casais de ratos
da variedade UChB, consumidores voluntarios de alta quantidade de etanol (> 2g / kg / dia), foram
distribuidos em quatro grupos (n = 10 casais / grupo): controle (C), alimentados com racéo e agua;
etanol (E), alimentados com racdo, agua e acesso livre ao etanol por machos e fémeas; maes
expostas ao etanol (ME), alimentados com racdo e agua, sendo 0 acesso ao etanol exclusivo das
fémeas, e pais expostos ao etanol (PE), alimentados com ragdo e &gua, sendo 0 acesso ao etanol
exclusivo dos machos. Os animais com acesso ao etanol receberam uma garrafa de etanol a 10%
do dia pés-natal (DPN) 65 ao 80, com retirada ap6s esse periodo. O acasalamento ocorreu no DPN
100. No nascimento da prole, as fémeas foram monitoradas, sendo divididas em quatro fases:
juvenil (DPN 30), pubere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia (DPN 300). Os ovarios e as
mamas foram coletados, pesados e armazenados. Uma parte da glandula mamaria foi destinada
para contabilizar o nimero de brotos terminais (TEB) e os parametros de crescimento. ER-a, PR,
TGF- B1 e NF-kB foram analisados por Western blot. A apoptose e os foliculos ovarianos foram
avaliados por HE, enquanto a proliferacdo celular por imuno-histoquimica. Os mediadores proé-
inflamatdrios, horménios reprodutivos e o estresse oxidativo também foram dosados. Resultados:
A prole E apresentou atraso no desenvolvimento fisico, na instalagdo da puberdade e aumento da
distancia anogenital, enquanto os grupos tratados apresentaram baixo peso corpéreo pré-desmame
e alteracdo no consumo alimentar. Na glandula mamaria, observamos aumento na expressao de
TGF- Bl em E, de PR em ME e ER-o. em PE. Menor perimetro mamario, em E e PE, e contagem
de TEBs, em PE, foi observado. Em relagdo ao ovario, observamos, em todos 0s grupos, menor
expressdo de ER-a e PR e aumento de citocinas pro-inflamatoria. Menor porcentagem de
proliferacdo da granulosa em PE e ME no DPN 300, e nos niveis de estradiol, em E no DPN 30,
tambeém foram observados. Menor expressdo de TGF-1 e aumento da enzima antioxidante e do
NF-kB foram constatados apenas em E. Conclusdes: O uso alcodlico parental pés-pUbere interfere
no desenvolvimento fisico e nos parametros reprodutivos da prole feminina ndo exposta, com
resultados modulados segundo o uso materno, paterno ou por ambos 0s pais. O consumo alcoélico
por ambos 0s pais acentua seus efeitos, principalmente, sobre as caracteristicas de
desenvolvimento fisico, niveis hormonais e puberdade. Em relacdo aos tecidos hormdnios-
dependentes, o ovario mostrou-se mais suscetivel comparado a glandula mamaria, sendo o
consumo por ambos 0s pais capaz de aumentar os niveis da enzima antioxidante devido a possivel
inflamacdo na idade adulta tardia. A glandula mamaria alterou a expressao de receptores em idades
pontuais, mas ndo o seu desenvolvimento geral. O consumo por ambos 0s pais e exclusivamente
paterno alteraram maior quantidade de parametros. Segundo nossas analises, 0 consumo por ambos
os pais influéncia significativamente a prole feminina, seguido pelo consumo exclusivamente
paterno e, posteriormente, o materno. Nossos resultados contribuem na conscientiza¢ao do uso do
etanol precoce e pré-concepcional para as futuras geracoes.

Palavras-chave: preconcepcdo; etanol; desenvolvimento; mama; ovario; inflamacdo; prole;
fémeas; reproducao.
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Hhstract

Background: Parental influence on offspring begins before conception; therefore, both mother
and father are crucial in the development, phenotypic changes, and genesis of diseases in their
progeny. Previous studies have reported that parental alcohol exposure during puberty impairs the
development of both male and female offspring, with the mechanisms involved being less evident
in females. Thus, with the high use of ethanol among young people, studies are needed to verify
its impact on future generations. In this context, we evaluated whether high parental ethanol
consumption in post-puberty interferes with development, oxidative stress, inflammation, and the
physiology of the ovary and mammary gland at different ages, as well as the maternal, paternal, or
combined contributions to the observed effects. Our results contribute to raising awareness of the
impact of early and pre-conceptional ethanol use on future generations. Material and Methods:
Forty pairs of UChB rats, voluntary consumers of high amounts of ethanol (> 2g/kg/day), were
distributed into four groups (n = 10 pairs/group): Control (C), fed with standard chow and water;
Ethanol (E), fed with standard chow, water, and free access to ethanol by males and females;
Ethanol-exposed Mothers (ME), fed with standard chow and water, with ethanol access restricted
to females; and Ethanol-exposed Fathers (PE), fed with standard chow and water, with ethanol
access restricted to males. The animals with ethanol access received a 10% ethanol bottle from
postnatal day (PND) 65 to 80, with removal after this period. Mating occurred on PND 100. Upon
offspring birth, the females were monitored and divided into four phases: juvenile (PND 30),
pubertal (PND 50), adult (PND 150), and late adult (PND 300). The ovaries and mammary glands
were collected, weighed, and stored. A portion of the mammary gland was used to count terminal
end buds (TEB) and growth parameters. ER-a, PR, TGF-B1, and NF-kB were analyzed by Western
blot. HE evaluated apoptosis and ovarian follicles, while cell proliferation was assessed by
immunohistochemistry. Pro-inflammatory mediators, reproductive hormones, and oxidative stress
were also measured. Results: The E offspring showed delayed physical development, delayed
puberty onset, and increased anogenital distance, while all groups exhibited low pre-weaning body
weight and altered food intake. In the mammary gland, we observed increased TGF-f1 expression
in E, PR in ME, and ER-a in PE. Reduced mammary perimeter in E and PE, and TEB counts in
PE were observed. All groups showed reduced ER-a and PR expression and increased pro-
inflammatory cytokines regarding the ovary. Lower granulosa cell proliferation in PE and ME on
PND 300 and reduced estradiol levels in E on PND 30 were also observed. Lower TGF-f1
expression and increased antioxidant enzyme and NF-kB levels were found only in E.
Conclusions: Post-pubertal parental alcohol use interferes with physical development and
reproductive parameters in ethanol-naive offspring, with results modulated by maternal, paternal,
or combined parental use. Alcohol consumption by both parents exacerbates its effects,
particularly on physical development, hormonal levels, and puberty onset. Regarding hormone-
dependent tissues, the ovary was more susceptible compared to the mammary gland, with
consumption by both parents capable of increasing antioxidant enzyme levels due to possible
inflammation in late adulthood. The mammary gland altered receptor expression at specific ages
but did not affect overall development. Consumption by both parents and exclusively by the father
altered the most parameters. According to our analyses, consumption by both parents significantly
influences female offspring, followed by exclusively paternal and then maternal consumption.

Keywords: preconception; ethanol; development; mammary gland; breast; ovary; inflammation;
offspring; female; reproduction.



97 Lista de abreviatura

98
99  ADH: alcool desidrogenase

100  AB: brotos alveolares

101  ALDH: aldeido desidrogenase

102 CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
103  CEUA: Comissdo de Etica no Uso Animal

104  CEA: coeficiente de eficacia alimentar

105  CNA: comprimento nasoanal

106  DAG: distancia anogenital

107  EGF: fator de crescimento endotelial

108  ERO: espécie reativa de oxigénio

109  ER- a: receptor de estrogeno alfa

110  FSH: hormonio luteinizante

111 GnRH: hormonio liberador de gonadotrofina

112 GPCC: coeficiente de ganho de peso por consumo calorico
113 GSH: glutationa reduzida

114 HHA: hipotalamo-hipdfise-adrenal

115 HHG: hipotalamo-hipéfise-gbnada

116  IBB: Instituto de Biociéncia de Botucatu

117 IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
118 IL-6: interleucina 6

119 LH: hormonio luteinizante

120 MDA: malonaldeido

121 NADH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
122 NF-kB: factor nuclear kappa B

123 PR: receptor de progesterona

124  SEMO: sistema de enzimas microssomais oxidativas
125  SOD: superoxido dismutase

126 UCh: Universidad de Chile

127 TNF- a: fator de necrose tumoral alfa

128  TGF- B1: fator de crescimento transformador beta 1

129  TED: brotos terminais finais

130  TD: ductos terminais

131 VEGF: fator de crescimento endotelial vascular
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Copitids 1

Fntroducio &M
Aspectos epidemioldgicos do consumo de etanol

O etanol € a droga psicoativa mais ingerida mundialmente, sendo o0 consumo crénico um
dos principais problemas de satde publica e responsavel por 5,3% das mortes globais, ou seja, 3
milhdes de mortes todos o0s anos resultam do uso nocivo do alcool (REHM et al., 2009; BALDDIN
etal., 2018, GBD, 2018; WHO, 2018). O consumo pesado caracteriza-se pela ingestdo de mais de
6 doses em uma ocasido, enquanto, bebedores leves a moderados podem consumir em torno de
um a dois copos de bebida por dia (WHO, 2014). O consumo alcodlico, associado a dose e a
frequéncia da ingestéo, pode causar direta ou indiretamente mais de 60 tipos de doencas, incluindo
a dependéncia alcodlica e a suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer (HHS, 2005; BALDDIN
et al., 2018; VARGHESE, 2022). O uso do etanol pode impactar o consumidor de diferentes
formas. De acordo com a Incidéncia de Doencas Mundiais (GBD, 2018), 27,1% das mortes
femininas e 18,9% das masculinas foram acometidas pelo cancer atribuido ao uso alcodlico em
consumidores com mais de 50 anos. Os parametros reprodutivos femininos e masculinos, tanto em
modelos experimentais (OREMOS; AKANG, 2015; SRIVASTAVA et al., 2018) quanto em
humanos (EGGERT et al., 2004; SANSONE et al., 2018; VARGHESE, 2022), também séo
afetados. As moléculas toxicas do etanol podem atingir, direta ou indiretamente, as gdnadas,
conduzir ao estresse oxidativo, prejudicar a integridade do DNA germinativo, bem como interferir
no desenvolvimento do embrido (JANA et al., 2010; FAN et al., 2017; GANGISETTY et al.,
2022).

Metabolismo do etanol

Os efeitos nocivos e toxicoldgicos do etanol no organismo humano sdo consequéncia de
seu metabolismo que, dentre os variados fatores, podem ocasionar hipoxia no figado, interacoes
entre os metabdlitos do etanol e os componentes celulares e aumento de fatores de necrose tumoral
e espécies reativas de oxigénio (ERO), conduzindo ao estresse oxidativo (ZAKHARI, 2006). O
etanol atravessa as membranas bioldgicas devido a sua elevada capacidade de difusdo. Sua
distribuicdo é proporcional ao conteudo relativo de agua existente nos tecidos e o equilibrio do
etanol no plasma é alcancado rapidamente (CEDERBAUM, 2012). Dessa forma, as mulheres

apresentam maior eliminacéo alcoolica, menor distribuicéo do etanol devido a maior proporcgéo de
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gorduras, mantendo-o mais concentrado no organismo, e alcancam mais rapidamente altas
concentragdes de etanol plasmaticas (COLE-HARDING; WILSON, 1987; CEDERBAUM, 2012).

Apos a ingestdo alcoodlica, ocorre a metabolizacdo, sendo o figado responséavel por
metabolizar aproximadamente 90% do etanol, enquanto 10% ¢é excretado pelos pulmdes, rins e
suor (CEDERBAUM, 2012). A metabolizacdo inicial ocorre no estbmago, com isoformas da
enzima alcool desidrogenase (ADH), convertendo etanol a acetaldeido e o figado executa a maior
parte da oxidacdo devido a extensa disponibilidade de ADH. Trés vias estdo envolvidas na
metabolizacdo: a ADH, o sistema de enzimas microssomais oxidativas (SEMO) e a catalase. A via
pela ADH € a principal delas e, quando sua atividade se encontra suprimida, ocorre a
metabolizacdo pelo SEMO, ativado pelo consumo cronico de etanol. A enzima catalase é a menos
usual, localizada nos peroxissomos (ZAKHARI, 2006). Qualquer umas das vias origina o
acetaldeido, substancia altamente reativa e tdxica ao organismo, conduzindo a danos teciduais,
formacdes de ERO e alteracao nas reacoes de reducdo-oxidacgdo das células hepaticas (ZAKHARI,
2006).

Na catalisacdo do acetaldeido a acetato pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH), €
necessaria a intermediacdo de carreadores de elétrons, NAD™, reduzido a NADH (ZAKHARI,
2006). Com a diminuicdo na proporcdo NAD*/NADH, reacGes importantes como glicélise, ciclo
do &cido citrico, gliconeogénese e oxidacdo de &cidos graxos sdo inibidas (CEDERBAUM, 2012).
O acetato, em excesso, pode aumentar o fluxo sanguineo no figado, afetar processos metabdlicos

e deprimir o sistema nervoso central (ZAKHARI, 2006).

Os efeitos do etanol sobre a reproducéo humana

Aproximadamente 15% dos casais que tentam engravidar apresentam sinais de
infertilidade, sendo o declinio no volume espermatico ao longo dos anos assim como as disfungdes
sexuais femininas contribuintes para isso (SHARLIP et al., 2002; SENGUPTA; DUTTA,;
KRAJEWSKA-KULAK, 2016). Sabe-se que os habitos cotidianos, incluindo a dieta, a pratica de
exercicios fisicos e a exposi¢do ambiental, sdo moduladores do organismo (ASIMES et al., 2018;
KONG et al., 2024). Nessa perspectiva, ressalta-se os prejuizos do uso de etanol e outras drogas a
salde humana, no entanto, seus efeitos sobre 0s parametros reprodutivos necessitam de maiores e
constantes investigacbes (BARAZANI et al., 2014). O etanol pode interferir diretamente no eixo
hipotdlamo-hipofise-gbnada/adrenal (HHG/HHA) e nas gbnadas, ter carater epigenético e
diminuir a expectativa de vida (CARTER et al., 2014; MASEMOLA et al., 2015; BALDDIN et
al., 2018; KONG et al., 2024).

O consumo crénico feminino pode afetar de diversas maneiras a fertilidade, com ao menos

uma desordem reprodutiva relatada em mais da metade das bebedoras frequentes (WILSNACK,
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1984). O consumo excessivo associado as desordens ascende a relacdo da dose em amplificar os
efeitos observados. Irregularidade menstrual, infertilidade, abortamento e parto prematuro foram
maiores durante a alta ingestdo alcodlica, enquanto o atraso no inicio da menopausa,
suscetibilidade aumentada a endometriose e taxas diminuidas de engravidar associaram-se ao
consumo independentemente da dose (EGGERT, THEOBALD; ENGFELDT, 2004; TANERI et
al., 2016). O consumo alcodlico moderado também foi correlacionado com menor sucesso de
inseminacdo artificial, menores taxas de fecundidade, com resposta dose-dependente no sexo
feminino, e reducdo na taxa de sucesso na fertilizacdo in vitro quando ambos 0s parceiros
consumiam etanol (ZAADSTRA et al., 1994; JENSEN et al., 1998; ROSSI et al., 2011).

A ingestdo masculina também apresenta prejuizos notaveis a reproducdo. A diminuigdo na
concentracdo espermatica, o aumento de espermatozoides morfologicamente defeituosos e as
baixas concentracdes de testosterona foram reportados pela primeira vez em alcodlatras, em 1985
(KUCHERIA; SAXENA; MOHAN, 1985). Além disso, Pajarinen e Karhunen (1994) encontraram
parada parcial ou completa da espermatogénese em mais da metade dos consumidores cronicos.
O consumo crénico conduz a desregulacdes hormonais e altera os parametros espermaticos,
incluindo o volume, a contagem e a motilidade dos espermatozoides (MUTHUSAMI,;
CHINNASWAMY, 2005; HANSEN et al, 2012, KONG et al., 2024). Em contraste ao uso cronico,
0 uso moderado ndo se associou a qualidade espermaética, mas ao aumento de testosterona
(JENSEN et al., 2014). Enquanto a alta ingestdo de etanol tem efeitos visiveis, doses baixas a
moderadas ainda estdo em debate (SANSONE et al., 2018).

Os efeitos do etanol sobre a descendéncia

Além do consumidor, o etanol também é fator de risco para a descendéncia. A exposi¢cdo
alcoolica uterina é, sem duvida, precursora de diversas doencas para a prole (KAMINEN-AHOLA
et al., 2010; AN; ZHANG, 2013; LIANG et al., 2014), ressaltando seus efeitos diretos sobre o
desenvolvimento dos descendentes (POPOVA et al., 2023). A teratogenicidade do etanol em
progénies expostas intrauterinamente induziu menor massa corpdrea e dos 6rgaos, modificacGes
no padrdo de transcricdo dos genes, risco aumentado de mutagénese e aumento na taxa de
mortalidade (BADR; BADR, 1975; MURILLO-FUENTES et al., 2001; KAMINEN-AHOLA et
al., 2010; AN; ZHANG, 2013; LIANG et al., 2014 POPOVA et al., 2023). Em adi¢do, aumenta a
suscetibilidade da prole em consumir o etanol e outras drogas ao longo da vida (PFINDER;
LIEBG; FELDMANN, 2014). O baixo consumo gestacional também pode interferir no
desenvolvimento dos descendentes com efeitos pronunciados sobre as fungbes cognitivas,
reduzindo a aprendizagem e memdria, além de diminuir a expectativa de vida da prole
(VAGLENOVA; PETKQV, 1998).
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Contudo, estudos tém verificado a ligagdo entre o consumo alcodlico pré-concepcional
paterno e materno e o desenvolvimento das futuras geragfes (ZHOU, 2019; LEE et al., 2020;
FIORAVANTE et al., 2021). O estilo de vida dos pais, como a dieta, o estado metabolico, a
exposicdo a compostos toxicos e a genética parental modulam a salde, o desenvolvimento e a
expressdo génica dos filhos (LANE et al., 2014; GUTHERZ et al., 2022). Na concepcao, 0s
gametas fornecem o material genético paterno e materno para a formacéo do embrido, juntamente
com informacdes adicionais que refletem as exposi¢des e experiéncias anteriores (LANE et al.
2014). Esses processos de programacdo das células germinativas sdo capazes de impactar o
fenotipo da prole e sua plasticidade de desenvolvimento (BEDY et al., 2019). As alteracdes na
prole podem ocorrer por diversos motivos, incluindo por meio da programacao fetal, mecanismo
vital para sobrevivéncia do feto em condicGes intrauterinas inadequadas (MARCINIAK et al.,
2017). Contudo, esse ambiente desfavoravel durante o desenvolvimento fetal pode originar
doencas cronicas tardias nos filhos (CAROLAN-OLAH et al., 2015). Os mecanismos epigenéticos
também s&o fatores adicionais associados as alterac@es fenotipicas da progénie (MONTESINOS
etal. 2016; ASIMES et al., 2017; 2018), sendo a exposicdo alcodlica parental capaz de interromper
hereditariamente fatores fundamentais da programacdo epigenética (MAHNKE et al., 2017,
YOUNG et al., 2022). Alteracdes epigenéticas sao modificacdes quimicas no DNA ou nas histonas
que influenciam a expressdo genética e frequentemente ocorrem em resposta a exposicoes
ambientais, sendo esses mecanismos potentes em programar o desenvolvimento no contexto das
“Origens Desenvolvimentistas da Satde e da Doenca (DOHaD)” (BIANCO-MIOTTO et al., 2017;
GUTHERZ et al., 2022). A programacéo do desenvolvimento se refere a eventos no inicio da vida
ou durante o desenvolvimento de um érgdo especifico que podem programar esse individuo para
um risco aumentado de doenca cronica na idade adulta (BARKER et al., 1990).

Nessa perspectiva, ressalta-se que o uso de etanol precoce pode apresentar efeitos a longo
prazo, tanto para o consumidor como para a descendéncia (FIORAVANTE et al., 2022).
Alteracdes em vias apoptoticas e inflamatdrias e falhas no funcionamento dos eixos HHA/HHG
foram observados em roedores adultos expostos ao etanol durante a puberdade, ressaltando seus
prejuizos na vida adulta, mesmo apo6s a abstinéncia (LAMONT et al., 2020, ZHANG et al., 2005).
Além disso, tanto o alto quanto o baixo consumo de alcool na puberdade pode diminuir a
capacidade reprodutiva na vida adulta, com a redugdo no tamanho da ninhada, observado em
roedores (FIORAVANTE et al., 2022).

A nutricdo da mulher antes da gravidez também € um dos fatores que afeta a resposta
metabolica materna (KIND et al., 2006). Interferéncias no sistema imunoldgico e enddcrino
podem afetar a via de comunicagdo hormonal materno-fetal, o desenvolvimento de metabdlitos

fetais e as funcgdes endocrinas da prole (ZHANG et al., 2005). A ingestdo alcoodlica, além de
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interferir no balangco energético e no metabolismo termogénico, pode conduzir ao estado
nutricional deficiente (SEBASTIANI et al., 2018). Assim, o suprimento de nutrientes fetais pode
ser alterado por meio de varios mecanismos, incluindo a inadequada absorcéo e distribuicao de
nutrientes e o0 aumento da excrecao urinaria de micronutrientes essenciais (SEBASTIANI et al.,
2018). Hiperresponsividade ao estresse, baixo peso corporal da prole (JABBAR et al., 2016) e
inadequada funcdo placentéria, observada por alteragdes na morfologia placentéria, expressao
génica e programacédo de restricdo de crescimento fetal (GARDBEJER et al., 2014), foram
constatados pelo uso alcoolico materno na preconcepcao. As experiéncias paternas também séo de
grande importancia para a descendéncia (LANE et al., 2014; BEDI et al., 2019). O fluido seminal
estimula o trato reprodutivo feminino a produzir fatores de crescimento e citocinas que protegem
0 embrido (ROBERTSON, 2005). Mudancas na sinalizacdo seminal devido a exposi¢cdo ambiental
sdo capazes de influenciar o fenétipo dos filhos (BROMFIELD et al., 2014). Reducdo no peso do
saco gestacional e diminuicdo na eficiéncia placentaria da prole foram observados pelo uso de
alcool paterno (CHANG et al., 2017). Assim, o historico de vida parental define o curso de vida
dos filhos (ASIMES et al., 2018). A existéncia da relacdo entre a dieta dos pais e as alteracfes na
descendéncia sdo cada vez mais conclusivas, sendo que o padrdo alimentar dos pais pode exacerbar
processos inflamatorios e modificar a expressdo génica e o desenvolvimento mamario na prole
feminina, com aumento na suscetibilidade ao cancer (WALKER, 2011; FONTENELES et al.,
2016). Em relacdo ao consumo alcodlico materno e paterno na preconcepgao, nosso grupo
constatou atraso no desenvolvimento fisico e no inicio da puberdade, baixo peso corpo6reo e dos
orgaos reprodutivos na prole (FIORAVANTE et al., 2020).

Caracterizado os impactos do etanol no consumidor e no feto exposto, ha pouco
entendimento da relacdo entre o uso crbnico precoce e seus impactos nos descendentes nao
expostos (TERASAKI; SCHWARZ, 2016; BEDY et al.,, 2019). Sabe-se que condicGes
inadequadas de desenvolvimento podem conduzir a programacdo fetal (ZHANG et al., 2005;
HOCHBERG et al., 2011; LILLYCROP; BURDGE, 2014; RANDO; SIMMONS, 2015). Apesar
do nosso grupo ter relatado algumas alteragcdes no desenvolvimento e parametros reprodutivos
provinda de consumo alcodlico parental na adolescéncia (FIORAVANTE et al., 2021), poucos
mecanismos foram desvendados nas fémeas. Assim, torna-se desafiador avaliar a relacdo entre o
uso de etanol pré-concepcional e seus impactos na prole feminina ndo exposta (TERASAKI;
SCHWARZ, 2016; BEDY et al., 2019), principalmente sobre 6rgéos relacionados a reproducao,
como a mama e 0 oVArio, e suscetiveis ao desenvolvimento de doengas por fatores hormonais,

genéticos e epigenéticos (XIE et al., 2021).
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Ovario e mama: estrutura e funcionamento

Estudos apoiam que a salde, o estilo de vida e o estado nutricional nos periodos pré-
concepcionais sdo essenciais para o normal desenvolvimento do feto (BEDI ET AL., 2019;
OZTURK et al., 2021). Assim, tantos 0s mecanismos epigenéticos, ocasionados pelas exposicdes
ambientais anteriores a concep¢do, como a programacao fetal exercem um impacto significativo
na salde e no desenvolvimento da prole (CHANG et al., 2017; MARCINIAK et al., 2017).
Recentemente, nosso grupo relatou alteracdes reprodutivas e fisicas na prole feminina provinda de
pais bebedores de etanol durante a puberdade (FIORAVANTE et al., 2021), entretanto, poucos
mecanismos foram desvendados. Nessa perspectiva, ressalta-se a importancia de aprofundar o
conhecimento, principalmente, em 6rgdos hormonio-dependentes, como o ovario e a glandula
mamaria.

O ovario se diferencia no periodo fetal, sendo dividido anatomicamente em regides cortical,
medular e intersticial (ROBKER et al., 2009). Suas principais funcdes sdo a gametogénese, para
a reproducdo, e a producdo de horménios esteroides e outros fatores que atendam as necessidades
enddcrinas do organismo (ZHAO et al., 2021). A gametogénese, em humanos, inicia-se durante o
desenvolvimento embrionério pela migracao das células germinativas primordiais a crista gonadal.
Essas células formam os foliculos primordiais, contendo a reserva ou estoque ovariano (PIPREK,
2016). Durante a 20% semana gestacional, hd em torno de 6 a 7 milhdes de foliculos primordiais.
Ap6s o nascimento, os foliculos primordiais decrescem para 1 a 2 milhdes, e na puberdade restam
apenas 400.000. Apds o periodo pubere, ha o constante recrutamento e ativacdo dos foliculos
primordiais que se diferenciam até se tornarem foliculos antrais. Apenas uma parcela desses
foliculos se desenvolve em pré-ovulatoérios, enquanto a maioria sofre atresia (PIPREK, 2016). O
constante recrutamento e selecdo de foliculos conduz a uma diminuicdo continua e progressiva no
estoque de foliculos primordiais disponiveis. Assim, a menopausa surge apos o esgotamento dos
foliculos ovarianos, destacando a importancia da reserva ovariana na duracao da vida reprodutiva
(FADDY; GOSDEN, 1995).

Na mesma perspectiva, em roedores, os foliculos iniciam sua maturacdo a partir do dia pds-
natal (DPN) 15 (PICUT et al., 2015), evoluindo de primordial a foliculo ovulatério, liberado a
partir do primeiro estro na puberdade (HAO et al., 2019). A idade reprodutiva das fémeas inicia-
se a partir da maturidade sexual e limita-se até aproximadamente o 15° més. Os estagios de vida
da fémea podem ser divididos em periodos neonatal, infantil, juvenil, pré-puberal, puberal, pos-
puberal e adulto (PICUT et al., 2015) e cada periodo é marcado por interacfes neuroenddcrinas,
necessarias para o normal desenvolvimento. Alteragdes teciduais, como o desequilibrio entre a

proliferacéo celular e a apoptose, induzem a processos inflamatérios, sendo a inflamacéao crénica
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contribuinte na progressdao de doencas (SAVANT et al.,, 2018). A figura 1 representa o

desenvolvimento folicular ovariano.

M“\- e
Thaca ool —o PR (3 e . Dominant Graafian follicle
Secondary follche ___ £y )
Granulosa cells — /2 .
s 0TS

Primary folicle P, _
OQocyte —4 &
Pregras sosa ceils .

Primordial follicle  «

Ovulation

Figura 1. Desenvolvimento folicular. Os foliculos podem ser classificados em: foliculo primordial: composto pelo
odcito primario circundado por uma Gnica camada de células da pré-granulosa em formato achatado; foliculo primario:
0 odcito primario esta envolvido por uma Unica camada de células da granulosa em formato cuboide; foliculo
secundario: o odcito primario esta circundado por mais de uma camada de células da granulosa; foliculo terciario
(também conhecido como foliculo antral): o odcito primério esta cercado por varias camadas de células da granulosas
e hd a formacdo do antro (espaco constituido de fluido); foliculo de Graaf (também conhecido como foliculo
ovulatério): estagio tardio do foliculo antral, no qual o oécito primario é cercado pelo cumulus oophorus. Apés a
oocitacdo, os corpos luteos sdo formados (ndo mostrado). Fonte: HAO et al., 2019

Em relacdo a glandula mamaria, essa é uma estrutura complexa formada por parénquima e
estroma e inicia seu desenvolvimento a partir do 10° dia gestacional em roedores (RUSSO et al.,
1982; POLANCO et al., 2010). O botdo mamario proeminente, rodeado por mesénquima mamaria,
se estende ao longo do tecido gorduroso primitivo por volta do 17° dia gestacional (BERRYHILL
et al., 2016). O desenvolvimento da glandula é essencialmente inativo do nascimento até a
puberdade, a medida que o epitélio continua a crescer isometricamente, ou seja, cresce
correspondente ao tamanho geral do animal. Durante a primeira semana de vida pés-natal, a
glandula mamaria € constituida por uma unica glandula primaria que se ramifica em 3 a 5 ductos
secundarios. Esses ductos primarios se ramificam em brotos terminais finais (TEBs), sendo
estruturas especializadas em forma de clava localizadas na ponta dos ductos. A densidade dos
TEBS se torna progressiva, atingindo seu maximo entre 21 e 28 dias pés-natal (DPN) (RUSSO et
al., 1982). Este periodo de desenvolvimento ¢ denominado “estagio ductal”. No inicio da fungéo
ovariana, na puberdade, e durante a maturidade sexual, 0 alongamento ductal é iniciado e os TEBs
ramificam-se ao longo do estroma fibroso até encontrarem os limites da camada de gordura, ponto
em que os botdes terminais regridem. A diferenciagdo continua forma os ductos terminais (TD) ou
0s brotos alveolares (ABs), iniciando o “estagio de broto alveolar” (STANKO; KISSLING, 2016).
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A atividade ovariana marca outro passo na diferenciacdo mamaria e alguns ABs podem se
diferenciar em um aglomerado de 10 a 12 alvéolos, formando uma estrutura lobular primitiva
(RUSSO et al., 1982). O desenvolvimento lobular se da como “pequenas explosdes” de alvéolos
a cada ciclo estral. A formagao do l6bulo 1 sinaliza o inicio do “estagio lobular” que progride até
alcancar estruturas lobulares mais complexas (I6bulos do tipo 2 e tipo 3) (CARDIFF et al. 2000).
Normalmente, o mini remodelamento mamario a cada ciclo menstrual ndo regride totalmente ao
final do ciclo. Assim, o desenvolvimento epitelial continua gradualmente durante a adolescéncia
até a vida adulta (RUSSO; RUSSO, 2004 ). Os lI6bulos mais complexos sao alcangados apenas na
gestacdo e a lactacdo e sinaliza uma glandula mamaria totalmente diferenciada, sofrendo involucéo
posteriormente (RUSSO; RUSSO, 2004 ; BERRYHILL et al., 2016).

A diferenciacdo entre o nimero de TEBs em relacdo aos ABs é observada até o DPN 56,
com diminuicdo dos TEBs e aumento dos ABs. Apds o DPN 84, ocorre a estabilidade entre TEB,
AB e l6bulos, sendo que a mama comeca a sofrer involucdo apo6s o 14° (RUSSO et al, 1982). A
figura 2 representa o desenvolvimento da glandula mamaria. A figura 2 representa o

desenvolvimento mamario.

Figura 2. Desenvolvimento mamario. a) Extremidades dos ductos evoluindo em botdes terminais (TEBS); b) Na
puberdade, os TEBs se diferenciam em brotos alveolares (ABs); ¢) Durante a gestacdo, os ABs diferenciam-se em

conjuntos de alvéolos formando os I6bulos mais complexos. Fonte: Russo et al. 1982.

No rato, encontramos seis pares de glandulas mamarias, sendo uma cervical, duas
toréacicas, uma abdominal e duas inguinais. Cada coxim adiposo é hospedeiro de um linfonodo
que, por ser uma estrutura facilmente identificavel, pode ser usado como ponto de referéncia para
analisar a arvore mamaria (figura 3). Comumente, a quinta glandula é a mais diferenciada e a
primeira glandula toracica é a menos diferenciada, destacando um gradiente de desenvolvimento
(MCNALLY:; STAIN, 2017).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ca.22165?casa_token=JfXH7T35FcsAAAAA%3AqkfvLX8QBNtZH_JTLEHSzK11aKeaBGodb_wjynWn6e6096xEahYGLYwtQ8c2wpr_SPAQsLIKWVcCCTA#bib140
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Figura 3. Arvore mamaria. Montagens inteiras da glandula mamaéria de camundongo coradas com Carmin. As figuras
evidenciam as alteragdes no ducto mamario durante a puberdade, adulta virgem, gravidez, lactacdo e involucéo. Note
a presenga dos linfonodos. Fonte: Mcnally & Stain, 2017.

Modelos experimentais: ratos predispostos geneticamente ao consumo voluntario de etanol
(UChB)

Estudos em humanos sdo limitados por questdes éticas, sendo a solucéo parcial a utilizacao
de modelos experimentais como ratos, camundongos, primatas ndo humanos, entre outros que
permitam a inferéncia e a extrapolagdo dos resultados as condi¢des da sociedade. Os ratos Wistar
da variedade UCh (Universidad de Chile), reproduzidos no Chile desde a década de 40, séo
bebedores voluntarios de etanol e expuseram o conceito da herdabilidade e da predisposicéo
genética ao consumo alcodlico (MARDONES; SEQUOIA- RIQUELME, 1953). Os ratos UChB
ingerem alta quantidade de etanol (MARDONES; SEQUOIARIQUELME, 1983) e séo
considerados modelo experimental adequado, pois fornecem conhecimento sobre os efeitos do
consumo alcoodlico voluntario, semelhante ao observado na sociedade (GAPP et al., 2014;
MENDES et al., 2011, AMORIM et al., 2011). Embora as alteracdes decorrentes do consumo
alcodlico sejam observadas em humanos e em modelos experimentais, os resultados devem ser
interpretados com cautela devido a notavel resposta dos modelos frente aos insultos oferecidos nos
métodos empregados (GABRIELSEN; TANRIKUT, 2015).

A literatura especializada sustenta a conclusdo de que a influéncia paterna e materna sobre

0s descendentes se inicia antes da concepcao, sendo o historico de vida parental como a dieta, 0
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estresse e a exposicdo a compostos tdxicos, como o etanol, decisivo nas alteragdes fenotipicas, no
desenvolvimento fetal e pos-natal e na génese de doencas na prole (LANE et al., 2014; ASIMES
et al., 2018). Nosso grupo relatou que a exposicdo alcodlica parental precoce prejudicou 0s
parametros de desenvolvimento e reproducéo da prole feminina e masculina ndo exposta, porém
0s mecanismos de acdo ndo foram evidenciados nas fémeas (FIORAVANTE et al., 2020). Com o
crescente consumo alcoolico entre os jovens (MONTESINOS et al. 2016), € relevante investigar
se 0 uso de altas quantidade de etanol pds-pubere por méaes, pais ou ambos prejudicam o
desenvolvimento, induz inflamacao e estresse oxidativo e altera o perfil de expressao de proteinas
e de genes na mama e no ovario da prole feminina ndo exposta. Os impactos da exposicao alcoolica
fetal sdo estabelecidos em humanos e modelos experimentais (SILVA et al., 1981;
CANTACORPS et al., 2017; LAMONT et al., 2020), no entanto, a relagdo do consumo parental
pOs-pUbere sobre os parametros reprodutivos da prole feminina permanecem inconclusivos. Nosso
trabalho contribuird na conscientizacdo das consequéncias do uso do etanol precoce para as futuras
geracOes. Verificamos a contribuicdo de ambos os pais e a individual, materna e paterna, e as
alteracfes na prole feminina, auxiliando, em cunho translacional, para o estabelecimento de

métodos e cuidados preventivos.
% Z

O consumo de alta quantidade de etanol parental p6s-pubere afeta o desenvolvimento fisico
da prole, bem como altera os mediadores pro-inflamatérios, o equilibrio das enzimas
antioxidantes, os receptores e 0s hormonios relacionados a fisiologia do ovario e da mama da prole
feminina ndo exposta, com contribuicdo dependente da exposi¢do alcodlica materna, paterna ou

de ambos.

@5 ivos

Geral

Investigamos se 0 consumo de alta quantidade de etanol pos-pubere parental interfere no
desenvolvimento da prole, no perfil inflamatério e hormonal, no balanco oxidativo e nos
pardmetros do ovario e da mama. Também verificamos se alteragdes na prole feminina ndo exposta

sdo dependentes da contribuigdo materna, paterna ou de ambos.

Especificos
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» Mensurar 0os parametros biométricos da prole feminina ao longo da vida (consumo
alimentar, crescimento corporeo e desenvolvimento fisico);

» Verificar o desenvolvimento ovariano e mamario na prole feminina por analises
morfologicas e morfométricas;

» Verificar se ha alteracdes ovariana e mamaria na prole feminina por anélise dos receptores
de estradiol, progesterona, fator de crescimento, proliferacdo e apoptose;

» Avaliar o perfil inflamatdrio e o estresse oxidativo ovariano e mamario na prole feminina;

» Mensurar os horménios reprodutivos progesterona e estradiol da prole.

Witoriat o Wetsdos
w X )
5@6/0?/1%&771{,”/2[& &yéen?ﬁwn[a/

Comissao de ética
Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA n°
3632210121).

Animais

Rattus norvegicus albinus, da variedade UChB, ratos predispostos geneticamente ao
consumo voluntério de alta quantidade de etanol, provenientes do Biotério do Departamento de
Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB/UNESP)
constituiram os grupos.

Quarenta machos e quarenta fémeas foram utilizados e mantidos em caixas de polietileno
(43x30%15 c¢cm) com fundos solidos, forradas com substrato de maravalha, sob condicGes
controladas (23 + 1 °C, umidade 55 + 5% e luz das 6h as 18h) e nutridos com &gua filtrada e racéo
comercial para roedores ad libitum. Aos 65 dias de idade, os ratos foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: controle (C), alimentados apenas com racdo e agua; etanol (E),
alimentados com racdo, agua e acesso livre ao etanol por machos e fémeas; mées expostas ao
etanol (ME), alimentados com racao e agua, sendo o acesso ao etanol exclusivo das fémeas, e pais
expostos ao etanol (PE), alimentados com racdo e agua, sendo 0 acesso ao etanol exclusivo dos
machos. As fémeas do grupo ME, os machos PE e as fémeas e machos E foram expostos ao etanol
por 15 dias consecutivos, portanto, foi fornecido acesso livre a solucao de etanol a 10% do DPN
65 - 80, fase correspondente a pos-puberdade (PICUT, et al. 2014). O etanol foi retirado apds este
periodo e o consumo calculado por: (etanol consumido (ml) / 15 x 100) / peso corporal (g). Apenas

animais com ingestdo > 2 g / kg / dia foram selecionados para continuar no experimento
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(MARDONES; SEGOVIA-RIQUELMI, 1983). Cada grupo (C, E, ME e PE) foi constituido por
10 fémeas e 10 machos, sendo que o acasalamento ocorreu entre 0 DPN 100 — 110, maduros
sexualmente. Uma fémea foi alocada na caixa de um macho durante a fase de proestro, mantendo-
0s juntos durante todo o periodo noturno. De manhd, foi realizado o lavado vaginal para
constatacdo da prenhez pela presenca de espermatozoides. ApoOs constatado a prenhez, o0s
parametros maternos foram acompanhados durante o periodo gestacional e lactacional. No
nascimento a prole foi reduzida a oito filhotes por mée (4 fémeas / 4 machos) para manter
disponibilidade igualitaria de nutrientes. A prole feminina foi monitorada do nascimento a idade
adulta. Apds o desmame no DPN 21, a prole feminina (n = 40 / grupo) dos grupos C, E, ME e PE
foi distribuida aleatoriamente para eutanasia nas fases: juvenil (DPN 30), pubere (DPN 50), adulta
(DPN 150) e adulta tardia (DPN 300), totalizando dez fémeas por grupo em cada fase. As fases
consistiram em analisar e comparar o desenvolvimento inicial e final do ovario e da mama, sendo
que na fase infantil e tardia o ovario e a mama estdo em desenvolvimento, na fase pubere o eixo
HHG esté ativo, com estabelecimento de resposta hormonal, e a partir da fase adulta ocorre a
maturidade, mantendo avaliacdo até o inicio da senescéncia reprodutiva para verificar o processo
de involucdo, possiveis alterac@es e inducdo de processo inflamatdrio. A partir da fase pubere, as

ratas foram eutanasiadas em estro. A figura 4 esquematiza o delineamento experimental.

Acompanhamento
¢ gestacional e lactacional
I 1

FO 2 Machos e fémeas

- Gestacao/Lactacao
— Sem Ncesso a0 etanol

’ Legenda

C: Parental controle sem etanol
\ femeas E: Mae e pai expostos ao etanol
ME | S ouies b atal” Gestacio/Lactagio ME: Mie exposta ao etanol
PE: Pai exposto ao etanol

o Macho femen

W I - / Gestacho/Lactacho

(n = 10/grupo)

-~
= \pens

machos
—

(m = 107grupo) | PE 5o et
I T L T ]

-~

sestacio/Lactncio

DPN DPN DPN DG DG DL
65 Zeemaacin ‘RO 100 0 21 21
AWCEHHL wl)
v
etan 10%0) 1 1 :
P als
1 Acasalamento 1 n = 10 fémeas/fase/grupo
Mensuragio do etanol Naschinento %[ % % l
(ingestio > 2g/kg/dia) iy ! ! 1‘
Fij
| 1 l |
&% DPN21  DPN30 DPNSO DPN IS0 DPN 300
el Desmame
;_Coleta do ovano e damama
/ 7
/ Desenvolvimento fisico. padrdo alimentare

ganho de massa corporea /

Figura 4. Delineamento experimental. As fémeas do grupo maes expostas ao etanol (ME), os machos do grupo pais expostos
ao etanol (PE) e as fémeas e machos do grupo etanol (E) tiveram acesso livre ao etanol a 10% do dia p6s-natal (DPN) 65 ao
80, sendo abstidos apds esse periodo. Os animais acasalaram no DPN 100 e apds constatado a prenhez, dada como dia
gestacional (DG) 0, os parametros maternos foram acompanhados até o dia lactacional (DL) 21, data referente ao desmame da
prole. A prole feminina teve sua dieta e ganho de massa corpérea acompanhada ap6s o DPN 21, sendo coletado o tecido
ovariano e mamario e realizado as analises nas fases juvenil (DPN 30), pubere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia
(DPN 300).
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Caracteristicas do desenvolvimento fisico

Os parametros relacionados ao desenvolvimento fisico (descolamento das orelhas,
surgimento de pelos, abertura dos olhos e erupcdo dos dentes incisivos) foram avaliados

diariamente, desde o nascimento, na prole feminina.

Peso corporeo, distancia anogenital e comprimento nasoanal

A distancia anogenital (DAG), correspondente a distancia do anus ao tubérculo genital, e
o comprimento nasoanal (CNA), correspondente a distancia do anus a narina, foram validadas por
paquimetro digital no DPN 1, 7, 14 e 21, fases neonatal, infantil e juvenil (PICUT et al., 2015). A

DAG
3/peso

DAG relativa foi por: ( ) conforme proposto por GALLAVAN et al. (1999) e o CNA relativo

. peso . . . -
por: (CNA (Cm)). O peso corporeo da prole foi medido semanalmente por balanca analitica do

nascimento ao DPN 203.

Andlises da glandula maméria

Coleta da mama

As proles femininas dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mé&e Etanol (ME) e Pai Etanol
(PE) foram eutanasiadas por inalacdo de didxido de carbono seguido de decapitacdo para coleta
do sangue cervical nas fases juvenil (DPN 30), pabere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia
(DPN 300), totalizando dez fémeas por grupo em cada fase. A partir da fase pubere, foi realizado
lavado vaginal para constatacdo do estro.

A quinta glandula mamaria abdominal direita e esquerda foi coletada e dissecada. Os lados
direitos da mama (n = 10) foram alocados em laminas de vidro (10 cm por 7,5 cm), secos ao ar
por 10 minutos e fixados em solucéo de formaldeido a 10% em tampao PBS (pH 7.4) por 48 horas
para andlises histoldgicas (estrutura e morfometria). Apos fixacdo, as laminas de mama foram
lavadas em &gua corrente por 5 vezes e alocadas em dalcool 70% para posterior utilizacédo
(montagem total e cortes histoldgicos). Os lados esquerdos da mama (n = 10) foram congelados

em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C para analises moleculares.

Montagem total da mama

Para analisar o desenvolvimento da glandula mamaria, o protocolo de Russo e Russo
(2004) foi seguido. As laminas contendo as mamas direitas (n= 5/ fase / grupo) foram colocadas
em recipiente com Carmine Alum Stain (C1022, Sigma-Aldrich ®) e mantidas imersas por 2-4

dias. Para preparacdo do corante, 1 g de carmim e 2,59 de aluminio potassio sulfato (237086,
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Sigma-Aldrich ®) foram dissolvidos em 500 ml de agua destilada, fervidos por 20 minutos e o
volume final ajustado para 500 ml de 4gua. Depois de coradas, as laminas foram lavadas em bateria
crescente de etanol (70%, 90% e etanol absoluto), permanecendo uma hora em cada solugdo. Apos,
as laminas foram colocadas em xilol, permanecendo até o tecido adiposo da glandula mamaria
apresentar transparéncia, e, posteriormente, seguiram para montagem com laminula de resina
sintética Permount (Fisher, EUA).

Para a analise morfométrica da glandula mamaria, foi obtida uma imagem de cada
montagem total seguida para analise pelo software Image J® (versao 1.48, Rasband, W.S., Image
J, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih .gov/ij/, 1997-
2014). A érea, o perimetro e os didmetros longitudinais e laterais foram medidos tomando como
referéncia o linfonodo presente na arvore mamaria. O crescimento longitudinal foi definido como
a disténcia do linfonodo até o ducto terminal mais distal e o lateral como a distancia entre os dois
pontos laterais mais distantes. A fracdo da area coberta pelo epitélio mamario foi circulada para
medicdo da area e perimetro (MACON et al., 2011). Em relacdo aos brotos terminais (TEBS),
esses foram contabilizados em toda extensdo da extremidade maméria pelo fotomicroscopio
Olympus, BX 41 — 2, modelo SIS- SC30. Os TEBS sdo estruturas bulbosas, densamente
manchadas, localizadas na extremidade dos ductos mamarios, sendo duas vezes mais largo que 0s
ductos (RUSSO; RUSSO, 2004; DAVIS; FENTON, 2013). Alteracdes significativas nos
parametros avaliados podem indicar alteragdes no desenvolvimento. As figuras 1 e 2 representam

a montagem total da glandula mamaria.

2cm
2cm
Zcm

Figura 1. Montagem total da arvore mamaria. Ldminas mamarias fotografadas por camera digital e utilizadas para
analises dos parametros de crescimento mamario. As figuras representam a idade de 150 dias para os grupos Controle

(C), Etanol (E), Mé&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). As medidas foram feitas com base no linfonodo mais distal.
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Figura 25. Medic¢do da arvore mamaéria. As laminas com montagem total da mama foram avaliadas. A esquerda (A)
representa idade de 30 dias e B representa a idade de 300 dias. A regido da arvore mamaéria foi tracejada para destacar

a area.

Apoptose mamaria

A glandula mamaria direita (n=5/ fase/ grupo), previamente alocada em alcool 70%, foi
desidratada em concentracfes crescente de alcool (etanol e butilico), incluidos em paraplastico e
cortados a 4 um de espessura para obtengdo de laminas coradas com hematoxilina e eosina
(POLANCO et al., 2010). As laminas foram fotografadas e analisadas pelo fotomicroscopio
Olympus, BX 41 — 2, modelo SIS- SC30.

A apoptose foi avaliada pelas laminas coradas com HE, sendo feita a quantificacdo de
nucleos picnéticos em 15 campos selecionados aleatoriamente ao longo do tecido mamario. A
porcentagem do numero de nudcleos picnéticos em relacdo a nimero de nucleos normais foi

realizada.

Imunohistoquimica

Ap6s montado as laminas silanizadas, a atividade proliferativa do tecido mamario (n = 4/
fase/ grupo) foi analisada. Apos a desparafinizacéo das ldminas (1 hora de estufa a 60°C), o epitopo
foi recuperado em pressdo por 45 minutos, realizado o bloqueio da peroxidase por 15 minutos e
bloqueio proteico para inespecifico (leite em pd desnatado Molico e PBS) por 40 minutos O
anticorpo primario anti-PCNA (Sigma, diluicdo 1:100) foi adicionado e incubado overnight. Apos
a lavagem com PBS, foi realizado a incubacao do secundario (diluicdo 1:100) por 1 hora e seguido
para o Método Avidina/Biotina (Complexo ABC) com 45 minutos de incubacdo. A revelacao foi
feita com DAB e corado com hematoxilina. A avaliacdo foi feita em 15 campos selecionados
aleatoriamente ao longo do tecido mamario, realizando a porcentagem de células marcadas e ndo
marcadas.
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Extracéo de proteinas e Western blot

As porgdes de tecidos mamarios esquerdos (n = 5) previamente congelados foram
homogeneizados em tampé&o de extragdo contendo Triton-x-1%, 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH
7,4, 1 mM EDTA, 1 mM Hepes, pH 7,6, 0,2 mM PMSF e 10 pL/mL de coquetel inibidor de
protease. Os extratos das amostras foram obtidos por centrifugacao durante 20 minutos a 4000 rpm
a4°C. Umaaliquota de cada amostra foi utilizada para determinag&o da concentragdo de proteinas,
usando o reagente de Bradford. Os 60 pg correspondentes de proteina foram aplicados ao gel de
SDS-poliacrilamida 12%. Apo6s a eletroforese, o material foi transferido eletricamente
para membranas de nitrocelulose, bloqueadas com a albumina bovina sérica (BSA) 3 % diluido
em TBS-T por uma 1h30m e incubadas overnight com os anticorpos primarios ER-a (06935 -
Sigma®, 1:1000 diluido em molico 1%), PR (SAB4502184 - Sigma®, 1:1000 diluido em molico
1%), TGF-B1 (sc-130348, Santa Cruz, 1:1000 diluido em BSA 1%) e NF-kB p65 (SAB4502610 -
Sigma®, 1:1000 diluido em molico 1%). Apos lavagem com tampédo TBS-T, as membranas foram
incubadas porlh30m com os anticorpos secundarios correspondente, anti-lgG peroxidase de
coelho, anticorpo produzido em cabras (A0545 - Sigma®, dilui¢do 1:160.000 em molico 1%) ou
anti-1gG peroxidase de camundongo, anticorpo produzido em cabras (A9044 - Sigma®, diluicdo
1:80.000 em BSA 1%). ApGs uma nova série de lavagens com TBS-T, as bandas foram
desenvolvidas com substrato quimioluminescente Amersham ECL Prime Western Blot Detection
Reagent (RPN2236 - Amersham®) no equipamento G-BOX. A B-actina foi usada como controle
enddgeno. A intensidade da marcacdo obtida nos diferentes alvos foi determinada por
densitometria pela contagem de pixels utilizando o software Image J® (versdo 1.48, Rasband,
W.S., Image J, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih
.gov/ij/, 1997-2014).

Determinacao do estresse oxidativo

A atividade das enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Reduzida
(GSH), Catalase e a da peroxidacao lipidica pelo Malonaldeido (MDA) foram determinadas.
Por¢des do tecido mamario previamente congelados (n = 5 / grupo/ fase) foram diluidas com
tampdo RIPA (paraa SOD, GSH e Catalase) ou KCI 1,15% (para 0 MDA), extraidas com agitador
mecanico, centrifugadas por 20 minutos a 4000 rpm a 4 °C e quantificadas por Bradford. Para
determinacdo da SOD, o sobrenadante obtido apos centrifugacdo foi diluido em tampéo fosfato
(0,1 M; pH 7,4) na proporc¢ao de 1:20 (p/v). Em 100 pL do homogeneizado, foram adicionados
150 pL de coquetel contendo hipoxantina, xantina oxidase e nitrobluetetrazélio na propor¢ao
1:1:1. Na placa de 96 pocos, a absorbancia foi lida a cada minuto durante 10 min a 37°C e 560 nm.
A integral foi dividida pela quantificacdo da proteina (Bradford) e os resultados foram expressos
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como U/mg da proteina (WINTERBOURN et al., 1975). Para a GSH, 100uL do sobrenadante
(diluido em PB 0,1M, pH 7.4, 1:10 p/v) e 100uL de tampao tris/EDTA foram adicionados na placa
de 96 pogos e lidos a 412 nm. Apds a primeira leitura, foram adicionados 20 pL de acido 5,5'-
ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) e a placa foi lida novamente a 412 nm por 15 min. A
concentracdo foi dividida pela quantificacdo proteica (Bradford) e os resultados foram expressos
em nmol/mg de proteina (Faure & Lafond, 1995). Para a Catalase, o sobrenadante foi diluido em
tampdo [KH2PO4 25mM (di-hidrogenofosfato de potéssio), pH 7,5; EDTA 1mM; 1% BSA] na
proporcéo de 1:250 (p/v). 2 pogos da placa contendo catalase foram utilizados como controle
positivo. Em seguida, 20 uL. do homogeneizado foram colocados em uma placa de 96 pocos com
100 pL de tampao de ensaio (KH2PO4 250 mM, pH 7,0), 30 uL de metanol e 20 puL de perdxido
de hidrogénio (35,3 mM). A placa foi incubada durante 20 min a temperatura ambiente (25 °C).
Posteriormente, 30 puL de hidroxido de potéssio (10 mM) e 45 uL. de Purpald® foram adicionados
e a placa foi incubada por mais 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, 15 puL de periodato
de potéssio (65,2 mM) foram adicionados a placa incubada por mais 5 min em temperatura
ambiente. Ao final, a absorbancia foi determinada utilizando espectrofotdmetro a 540 nm. A
concentracdo foi dividida pela quantificacdo proteica (Bradford) e os resultados foram expressos
em U/mg de proteina (Aebi, 1984). Para o MDA, a peroxidacdo lipidica foi determinada pelo
método de OHKAWA et al. (1979), medindo-se a reacdo de substancias do &cido tiobarbitdrico
com amostras plasmaticas. A reacdo colorimétrica foi feita em tubos de ensaio contendo 400 uL
de agua destilada, 200 pL de lauril 8,1%, 1500 pL de &cido acético 20% pH 3.5 e 1500 uL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,8% diluido em acido acético 20% e 400 pL de amostra. As amostras
foram incubadas a 95 °C por 1 h em banho-maria e posteriormente 1 Ml de cada amostra foi
pipetado em microtubo, centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm em 25 °C e pipetado 200 pL do
sobrenadante na placa de 96 po¢os. A concentracao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

foi medida a 532 nm e os resultados expressos em nmols de MDA/g de proteina.

Anélises do ovario

Sinais externos da instalacao da puberdade

Para verificar os sinais da instalacdo da puberdade, a prole feminina foi monitorada
diariamente a partir do DPN 35. Apds a abertura vaginal completa, o fluido vaginal foi aspirado
com uma pipeta contendo 10 pl de solugdo salina (0,9%) introduzida delicadamente no entorno do
orificio vaginal. O fluido foi depositado em Iamina e analisado sob microscopio de luz para
estabelecer o primeiro estro (BORGES et al., 2017).
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Coleta do ovério

As proles femininas dos grupos C, E, ME e PE foram eutanasiadas por inalacéo de didxido
de carbono seguida de decapitacdo para coleta do sangue cervical nas fases juvenil (DPN 30),
pubere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia (DPN 300), totalizando dez fémeas por grupo
em cada fase. A partir da fase pubere, foi realizado lavado vaginal para constatacdo do estro para
posterior eutanasia.

O ovario direito (n= 10) foi fixado em solucdo de formaldeido a 10% em tampdo PBS (pH
7.4) para montagem das laminas e analises histoldgicas (estrutura e morfometria). Apds fixacéao
de 24 horas, os ovarios foram lavados em agua corrente por 48 horas e alocados em alcool 70%
para posterior utilizacdo. O ovario esquerdo (n = 10) foi congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80 °C para andlises moleculares. O peso absoluto das gorduras visceral,
retroperitoneal e ovarica também foram aferidos e o indice de adiposidade verificado pela férmula:

[(peso das gorduras visceral + retroperitoneal + ovarica) / (peso corpéreo final)] * 100.

Contagem de foliculos ovarianos

Os ovaérios direitos previamente alocados em alcool 70% foram desidratados em
concentragdes crescente de alcool (etanol e butilico), incluidos em parapléstico e cortados a 4 pm
de espessura para obtencdo de laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram
fotografadas e analisadas pelo fotomicroscépio Olympus, BX 41 — 2, modelo SIS- SC30.

Os corpos lateos, foliculos ovarianos e atrésicos foram contabilizados por microscopia de
luz em laminas coradas com HE (n = 5/ fase / grupo). Os foliculos foram classificados segundo
estagio de maturacdo de acordo com Picut et al. (2015), sendo divididos em primordiais, primarios,
secundarios e terciarios. Os foliculos primordiais e primarios foram contabilizados juntos. O
namero de foliculos foi expresso em porcentagem segundo o total observado (BORGES et al.,
2017). A contagem dos foliculos foi feita em trés cortes histoldgicos diferentes da mesma amostra

ovariana e a média realizada.

Imunohistoquimica

Apds montado as laminas silanizadas, a atividade proliferativa dos tecidos ovarianos (n =
5) foi analisada. A proliferagéo celular foi avaliada por Ki-67, sendo contabilizado os foliculos
(primordial/primario, secundario e terciario) marcados e ndo marcados e feito a porcentagem.
Apo0s a desparafinizacdo das 1dminas (1 hora de estufa a 60 °C), o epitopo foi recuperado em
pressdo por 45 minutos, realizado o bloqueio da peroxidase por 15 minutos e bloqueio proteico
para inespecifico (leite em pd desnatado Molico e PBS) por 40 minutos. O anticorpo primario anti
Ki-67 (Novocastra, diluicdo 1:100) foi adicionado e incubado overnight. Apds a lavagem com
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PBS, foi realizado a incubacdo do secundério (diluicdo 1:100) por 1 h e seguido para 0 Método
Avidina/Biotina (Complexo ABC) com 45 minutos de incubagéo. A revelacgéo foi feita com DAB

e corado com hematoxilina.

Extracdo de proteinas e Western blot

As porgdes de tecidos ovarianos (n = 5) previamente congelados foram homogeneizados
em tampdo de extracdo contendo Triton-x-1%, 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA,
1 mM Hepes, pH 7,6, 0,2 mM PMSF e 10 uL/mL de coquetel inibidor de protease. Os extratos das
amostras foram obtidos por centrifugacao durante 20 minutos a 4000 rpm a 4 °C. Uma aliquota de
cada amostra foi utilizada para determinacgdo da concentracdo de proteinas, usando o reagente de
Bradford. Os 60 pg correspondentes de proteina foram aplicados ao gel de SDS-poliacrilamida
12%. Apols a eletroforese, o material foi transferido eletricamente para membranas de
nitrocelulose, bloqueadas com a albumina bovina sérica (BSA) 3 % diluido em TBS-T por uma
1h30m e incubadas overnight com os anticorpos priméarios ER- a (06935 - Sigma®, 1:1000 diluido
em molico 1%), PR (SAB4502184 - Sigma®, 1:1000 diluido em molico 1%), TGF- 1 (sc -130348
- Santa Cruz, 1:1000 diluido em BSA 1%) e NFkB-p65 (SAB4502610 - Sigma®, 1:1000 diluido
em molico 1%). Apds lavagem com tampdo TBS-T, as membranas foram incubadas por 1h30m
com 0s anticorpos secundarios correspondente, anti-lgG peroxidase de coelho, anticorpo
produzido em cabras (A0545 - Sigma®, diluicdo 1:160.000 em molico 1%) ou anti-1gG peroxidase
de camundongo, anticorpo produzido em cabras (A9044 - Sigma®, diluicdo 1:80.000 em BSA
1%). Ap6s uma nova série de lavagens com TBS-T, as bandas foram desenvolvidas com substrato
quimioluminescente Amersham ECL Prime Western Blot Detection Reagent (RPN2236 -
Amersham®) no equipamento G-BOX. A B-actina foi usada como controle enddgeno. A
intensidade da marcacdo obtida nos diferentes alvos foi determinada por densitometria pela
contagem de pixels utilizando o software Image J® (versdo 1.48, Rasband, W.S., Image J, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih .gov/ij/, 1997-2014).

Dosagem das citocinas pro-inflamatdrias plasmatica

O Kit de ensaio Imunolégico Multiplex (Milliplex®, cat# RECYMATAG-65K 4060105)
foi utilizado para verificar a concentracdo plasmatica da interleucina 6 (IL-6), do fator de necrose
tumoral (TNF-a) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Foram utilizadas amostras
plasmaticas previamente congeladas (n = 5 / grupo / fase) e diluidas em Assay Buffer (1:2). O
experimento foi realizado segundo o protocolo experimental presente no Kit de ensaio
Imunologico Multiplex. As repeticdes foram feitas em unicatas e a fluorescéncia detectada pela
tecnologia XMAP® na plataforma MAGPIX (Luminex®).
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Analise Hormonal

A concentracdo plasmatica dos horménios reprodutivos, estradiol e progesterona, foram
dosadas. O plasma cervical foi coletado, armazenado em tubos EDTA e alocados a -4 °C. Os niveis
plasmaticos de 17 B-estradiol e progesterona foram determinados pelo Kit de ensaio Multiplex
(Milliplex® Multi-species Hormone Magnetic Bead Panel, cat# MSHMAG-21K). Foram
utilizadas amostras plasmaticas previamente congeladas (n =5/ grupo / fase) e diluidas em Assay
Buffer (1:2). O experimento foi realizado segundo o protocolo experimental presente no Kit, as
repeticdes foram feitas em unicatas e a fluorescéncia detectada pela tecnologia XMAP® na
plataforma MAGPIX (Luminex®).

Determinacao do estresse oxidativo

A atividade das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase (SOD), Glutationa Reduzida
(GSH), Catalase e a da peroxidacdo lipidica pelo Malonaldeido (MDA) foram determinadas.
Por¢des dos ovarios previamente congelados (n = 5 / grupo/ fase) foram diluidas com tampéo
RIPA (para a SOD, GSH e Catalase) ou KCI 1,15% (para o MDA), extraidas com agitador
mecanico, centrifugadas por 20 minutos a 4000 rpm a 4 °C e quantificadas por Bradford. Para
determinacdo da SOD, o sobrenadante obtido apos centrifugacdo foi diluido em tampéo fosfato
(0,1 M; pH 7,4) na propor¢ao de 1:20 (p/v). Em 100 uL. do homogeneizado, foram adicionados
150 uL de coquetel contendo hipoxantina, xantina oxidase e nitrobluetetrazolio na proporgédo
1:1:1. Na placa de 96 pocos, a absorbancia foi lida a cada minuto durante 10 min a 37°C e 560 nm.
A integral foi dividida pela quantificacdo da proteina (Bradford) e os resultados foram expressos
como U/mg da proteina (Winterbourn et al., 1975). Para a GSH, 100puL do sobrenadante (diluido
em PB 0,1M, pH 7,4, 1:10 p/v) e 100uL de tampao tris/EDTA foram adicionados na placa de 96
pocos e lidos a 412 nm. Apds a primeira leitura, foram adicionados 20 pL de acido 5,5'-ditio-bis-
2-nitrobenzoico (DTNB) e a placa foi lida novamente a 412 nm por 15 min. A concentragdo foi
dividida pela quantificacédo proteica (Bradford) e os resultados foram expressos em nmol/mg de
proteina (Faure & Lafond, 1995). Para a Catalase, o sobrenadante foi diluido em tampédo [KH2PO4
25mM (di-hidrogenofosfato de potassio), pH 7,5; EDTA 1mM; 1% BSA] na proporg¢éo de 1:60
(p/v). 2 pocos da placa contendo catalase foram utilizados como controle positivo. Em seguida, 20
pL do homogeneizado foram colocados em uma placa de 96 pocos com 100 pL. de tampao de
ensaio (KH2PO4 250 mM, pH 7,0), 30 pL de metanol e 20 puL de perdxido de hidrogénio (35,3
mM). A placa foi incubada durante 20 min a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, 30 pL
de hidroxido de potassio (10 mM) e 45 uL. de Purpald® foram adicionados e a placa foi incubada

por mais 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, 15 puL de periodato de potassio (65,2 mM)
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foram adicionados a placa incubada por mais 5 min em temperatura ambiente. Ao final, a
absorbéancia foi determinada utilizando espectrofotdmetro a 540 nm. A concentracgdo foi dividida
pela quantificagdo proteica (Bradford) e os resultados foram expressos em U/mg de proteina (Aebi,
1984). Para 0 MDA, a peroxidacao lipidica foi determinada pelo método de OHKAWA et al.
(1979), medindo-se a reacdo de substancias do acido tiobarbitirico com amostras plasmaticas. A
reacdo colorimétrica foi feita em tubos de ensaio contendo 400 pL de agua destilada, 200 pL de
lauril 8.1%, 1500 pL de &cido acético 20% pH 3.5 e 1500 pL de acido tiobarbitdrico (TBA) 0,8%
diluido em &cido acético 20% e 400uL de amostra. As amostras foram incubadas a 95°C por 1
hora em banho-maria e posteriormente 1 Ml de cada amostra foi pipetado em microtubo,
centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm em 25°C e pipetado 200 pL do sobrenadante na placa de
96 pocos. A concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico foi medida a 532 nm e 0s

resultados expressos em nmols de MDA/g de proteina.

Anélises Estatisticas

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism (versdo 8, GraphPad Software Inc., San
Diego, CA). Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs para verificar e retirar os outliers e
depois ao teste de normalidade e variabilidade Shapiro-Wilk. As analises foram feitas por
ANOVA de uma via com o pos-teste de comparacdo multipla de Tukey, para paramétricos, e
Kruskal-Wallis com o pés-teste de comparacdo mdltipla de Dunn, para 0s ndo-paramétricos.
ANOVA de duas vias com 0 pds-teste de comparacdo mdltipla de Dunnet foi empregada para
dados temporais (tempo, tratamento e interacdo). Os resultados foram expressos em média + D.P.
e apresentados em figuras e tabelas, com p <0,05%. Todos os dados foram comparados em relacéo

ao grupo Controle.

Os resultados foram divididos em dois capitulos, sendo o primeiro relacionada ao uso de
etanol parental pds-pubere e os efeitos sobre o desenvolvimento fisico e nha mama da prole

enquanto o segundo relatou sobre os efeitos no ovario.
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Copitido 2

855
856 @WM
857 Investigamos se 0 consumo de alta quantidade de etanol pos-pubere parental interfere no

858  desenvolvimento fisico, nos biomarcadores oxidativos e nos parametros da mama da prole
859  feminina ndo exposta em diferentes idades. Também verificamos a contribui¢cdo materna, paterna

860  ou de ambos os pais nos efeitos observados.

861

862 @@W

863 O consumo de etanol por ambos os pais atrasou as caracteristicas do desenvolvimento fisico
864

865 Conforme mostra a tabela 1, a erupgdo dos dentes incisivos e a abertura dos olhos atrasou

866  na prole E.
867

868 Tabela 1. Parametros de desenvolvimento fisico na prole dos grupos Controle (C), Etanol (E), Méae Etanol (ME) e
869 Pai Etanol (PE) (n =30/ grupo).

Parametros C E ME PE
(dias) / grupos
Descolamento 2,97 £ 0,05 3,10+ 0,48 3,11+0,42 2,97 £ 0,05
das orelhas
Surgimento de 6,01 £ 0,03 6,20 + 0,4 6,10 + 0,47 6,33 + 0,47
pelos

Erupcédo dos 11,41 +0,51 12,03 + 0,452 11,27 + 0,46 11,32 + 0,70
dentes incisivos

Abertura dos 13,75 + 0,56 14,64 + 0,382 13,94 + 0,55 13,98 + 0,53
olhos

870  Valores expressos como média + D.P. As letras representam as diferencas em relagdo ao Controle. p < 0,05 por
871 One-way ANOVA com pos-teste de Dunnet.

872

873 O consumo de etanol parental altera o comprimento e a distancia a anogenital

874

875 Em relacdo ao DAG, verificamos diminuicdo em ME e aumento em E, ambos no DPN 21
876  (figura 1A). Embora observemos menor CNA absoluto (figura 1B) no DPN 7 e 14, em todos 0s
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877  grupos, e no DPN 21, em E, o CNA relativo se manteve menor apenas em E no DPN 7 (Figura

878 1C).
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880

881 Figura 1. Pardmetros de desenvolvimento da prole. O comprimento nasoanal absoluto (A), o comprimento nasoanal
882 relativo (B) e a distancia anogenital relativa (C) , foram calculados na prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol
883 (E), Méae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) durante o pré-desmame. n = 20 - 25 / grupo / fase. Valores expressos como
884 média + D.P. As letras representam as diferencas em relagdo ao Controle. p < 0,05 por two-way ANOVA com pos-
885 teste de Dunnet. A: Pinteragdo 0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001; B: PInteracéo 0,0014, PTempo <0,0001,
886 PGrupos <0,0001; C: A: Pinteragdo 0,0014, PTempo 0,4794, PGrupos 0,5001.

887

888 O consumo de etanol parental interfere no peso corpdreo da prole e no consumo alimentar

889

890 Quanto ao peso corpdreo, observamos menor peso no DPN 7 e 14, em todos 0S grupos
891  tratados, e, entre 0s DPN 168 — 182 o grupo PE apresentou maior peso, contudo, foi normalizado
892  posteriormente (Figura 2). Quanto ao consumo de racdo e agua, observamos picos de maior e

893  menor ingestdo ao longo da vida, em todos os grupos (Figura 3).
894
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Figura 2. Peso corpéreo. O peso corpéreo foi medido semanalmente na prole feminina dos grupos Controle (C),
Etanol (E), Mae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) do nascimento até o dia p6s-natal 203. n = 10 / grupo / fase. Valores
expressos como média = D.P. As letras representam as diferencas em relagdo ao Controle. p < 0,05 por two-way
ANOVA com pos-teste de Dunnet. PInteragdo <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001.
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Figura 3. Consumo alimentar. Ingestéo de ragdo (A) e 4gua (B) medidos semanalmente na prole feminina dos grupos
Controle (C), Etanol (E), Mae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) do nascimento até o dia pés-natal 224. n = 10 / grupo /
fase. Valores expressos como média + D.P. As letras representam as diferencas em relagdo ao Controle. p < 0,05 por
two-way ANOVA com pds-teste de Dunnet. A: Plnteracdo <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001. B: A:
Plnteracdo <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001.

O consumo de etanol paterno ou por ambos os pais altera os parametros de crescimento mamario

e a contagem de brotos terminais, mas ndo afeta a taxa apoptdtica e proliferativa

Conforme a figura 4, o perimetro da &rvore mamaéria foi menor em PE e E, no DPN 30 e

150, respectivamente, e houve menor contagem de brotos terminais em PE no DPN30.
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Figura 4. Parametros da arvore mamaria. O crescimento transversal (A), o alongamento ductal (B), a area (C), o
perimetro (D) e o ndmero de brotos terminais mamario (E) foram realizados em laminas com montagem total da
arvore mamaia na prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), M&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). n =5/
grupo / fase. Valores expressos como média + D.P. As letras representam as diferencas em relacdo ao Controle. p <
0,05 por two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. A: PInteragdo 0,3003, PTempo <0,0001, PGrupos 0,1985; B:
Plnteracdo 0,2269, PTempo 0,4406, PGrupos <0,0001; C: PIntera¢o 0,0858, PTempo <0,0001, PGrupos 0,9931; D:
Plnteracdo 0,0124, PTempo<0,0001, PGrupos 0,0173; E:PlIntera¢do 0,0306, PTempo <0,0001, PGrupos 0,5066.
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923  calcular a area e o perimetro da arvore mamaria. O crescimento transversal (seta em vermelho) e alongamento do
924 ducto (seta em azul) também foram medidos.

925

926 A porcentagem de nucleOo picnoticos (figura 5) e da proliferacdo ndo foi alterada em

927  nenhuma idade analisada (Figura 6).
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931 Figura 5. Porcentagem de apoptose na glandula mamaria. A contagem de ncleos picnoéticos foi realizada em laminas
932 coradas com HE na prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). n=5/
933 grupo / fase. Valores expressos como média + D.P. As letras representam as diferengas em relacdo ao Controle. p <
934 0,05 por two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. PInteracdo 0,1485, PTempo 0,0002, PGrupos 0,1485.
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939 Figura 6. Porcentagem de proliferacdo na glandula mamaria. A contagem foi feita pela marcacéo por PCNA na prole
940  feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). n = 4 / grupo / fase. Valores



32
941  expressos como média £ D.P. As letras representam as diferengas em relagdo ao Controle. p < 0,05 por two-way
942 ANOVA com pos-teste de Dunnet. PInteragdo 0,0085, PTempo <0,0001, PGrupos 0,0064.
943
944 O consumo de etanol parental altera a expressao de ER-a, PR e do TGF-£1, mas néo interfere na
945  atividade das enzimas antioxidantes

946
947 A expresséo de receptores relacionado ao desenvolvimento da mama foram alterados em

948  todos os grupos, em diferentes idades (Figuras 7 e 8). Houve aumento na expressdo ER-a em PE,
949  no DPN 300, da PR em ME, no DPN 150 e do TGF-f1 em E, no DPN 30. Ndo observamos

950  diferencas em relacdo ao estresse oxidativo (Figura 9).
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953 Figura 7. Western Blotting. A expressdo de receptores de estrégeno alfa (A) e progesterona (B) foram avaliados na
954 mama da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pés-natal 30,
955 50, 150 e 300. n = 4 / grupo / idade. As marcacdes estdo representadas em C, sendo aa beta-actina utilizada como
956  controle enddgeno. As letras representam as diferencas em relagéo ao Controle. Valores expressos como média + D.P.
957 p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. Figuras A: Pinteragdo 0,0096, PTempo 0,0269, PGrupos
958 0,1432; B: PInteracdo 0,3876, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0301.



959

960
961
962
963
964
965

A
2073 C =3 E = ME =3 PE
o
=
=
<®
q.v
'8
[T}
™=
Dia pos-natal
B

20 C = E = ME B3 PE

Dia pés-natal

33

C

TGF-B1  Controle Etanol Mae Etanol  Pai Etanol
L

li 11 11 ]
i 1

CLT T R —

DPNGO e = « o8 1 IR e R
DPN150 oy o 0 W™ N

- -
DPN 300 - -

NF-kB | Controle ,, Etanol , Mae Etanol ,, PaiEtanol
] LA LA L) '
DPN30 puwm s o o o - v -

DPN 50 o v e Wy = -

- - o

DPN150.._b-:-... - -
L F R p—— e s

B-Actina ' controle | Etanol  MaeEtanol  Pal Etanol
I LA LA} LA 1
L R

DPN30 W™ ~ws — ~ W=
— -

o S S ———— —

-
PR k. |

DPN 300 v = Sl e we S el -

DPN 50

DPN 150 -- -

Figura 8. Western Blotting. A expressdo de receptores de fator de crescimento transformador beta 1 (A) e do fator
nuclear kB (B) foram avaliados na mama da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mé&e Etanol (ME) e
Pai Etanol (PE) no dia p6s-natal 30, 50, 150 e 300. n = 4 / grupo / idade. As marcacOes estdo representadas em C,
sendo aa beta-actina utilizada como controle enddgeno. As letras representam as diferengas em relagdo ao Controle.
Valores expressos como média £ D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pds-teste de Dunnet. Figuras A:
Plnteracdo 0,0062, PTime <0,0001, PGrupos 0,3715; B: Pinteracdo 0,0040, PTempo 0,0051, PGrupos 0,0353.
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Figura 9. Estresse oxidativo. A atividade da Catalase (A), Superdxido Dismutase (B), Glutationa Reduzida (C) e do
Malonaldeido (D) foram verificadas na mama da prole feminina Controle (C), Etanol (E), M&e Etanol (ME) e Pai
Etanol (PE) no dia pos-natal 30, 50, 150 e 300. n =5 / grupo / idade. Valores expressos como média + D.P. As letras
representam as diferengas em relacdo ao Controle. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pés-teste de Dunnet. Figuras
A: Plnteracdo 0,0756, PTempo 0,40017, PGrupos 0,4072; B: Plnteracdo 0,4133, PTempo 0,3057, PGrupos 0,0007;
C: Pinteracdo 0,0146, PTempo <0,0001, PGrupos 0,8337; D: PiInteracdo 0,0012, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0093.

Dlpoussie

Estabelecidos os prejuizos do consumo alcodlico gestacional, a relacdo do consumo
alcodlico parental pré-concepcional sobre o desenvolvimento da prole e suscetibilidade ao
desenvolvimento de doencas tardias necessitam de atencdo. Nds demonstramos que 0 consumo de
etanol parental, restrito ao periodo pos-pubere, afeta os parametros de desenvolvimento inicial da
prole, e, embora observado a contribuicdo individual, materna ou paterna, o consumo por ambos
os pais implica fortemente sobre os marcos do desenvolvimento fisico. Em relagdo a glandula
mamaria, tecido hormoénio-dependente e suscetivel as mudancas, as principais observacdes foram
relacionadas a expressdo de receptores envolvidos na sua regulagcdo e nos parametros de
crescimento. Aparentemente, o consumo de etanol exclusivamente paterno impacta a glandula
mamaria mais significativamente, ressaltando a importancia do cuidado paterno na preconcepcao
(CHANG et al., 2017).
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NOs observamos menor peso corporeo nas proles etanol (E), mée etanol (ME) e pai etanol
(PE) nos dias po6s-natal (DPN) 7 e 14, correspondente a idade infantil em ratos, sendo estabilizado
apos o desmame. O baixo peso corporal ao nascer pode indicar um ambiente fetal adverso
(RANDO; SIMMONS 2015) e estar relacionado a programacao fetal (HANSON; GLUCKMAN
2008). O periodo gestacional é crucial para o desenvolvimento fetal, sendo a salde e nutricdo
materna essencial para o crescimento normal da prole. O consumo de etanol materno pré-
concepcional pode alterar a homeostase da glicose e aumentar a resposta inflamatoria,
comprometendo a interface materno-fetal como o atraso no crescimento (LEE et al., 2020). Além
disso, o uso de alcool na adolescéncia pode levar a efeitos de longo prazo na idade adulta
(PRZYBYCIEN-SZYMANSKA et al., 2011), como o comprometimento do sistema enddcrino
materno (ZHANG et al., 2005). Nessa perspectiva, estudos do nosso laboratorio observaram
menor ingestao de racdo materna e ganho de peso corporeo gestacional em mées expostas ao etanol
na pés-puberdade (FIORAVANTE et al., 2022). Assim, sugerimos distdrbios metabdlicos
maternos com reducdo da qualidade nutritiva do leite a prole durante o periodo lactacional.

Associado ao peso corpoéreo, verificamos alteracdo na distdncia anogenital e no
comprimento nasoanal absoluto e relativo. Esses parametros relacionam-se o com
desenvolvimento fetal e sdo usados como indicador da interface mae-feto. Lunde e colaboradores
(2007) ressaltam a relacdo entre o tamanho ao nascer e o estado nutricional e endocrino materno,
podendo alterar o metabolismo do feto e a predisposicao ao desenvolvimento de doencas na idade
adulta. Os fatores genéticos, materno e fetais, também podem explicar as variacfes no peso e no
comprimento dos filhos (LUNDE et al., 2007). Embora a maior parte das investigacdes foquem
na mae, também verificamos menor peso corpéreo e comprimento nasoanal absoluto pelo uso de
etanol exclusivamente paterno. Assim, ressalta-se que as experiéncias paternas sdo de grande
importancia para a prole (LANE et al., 2014; BEDI et al., 2019). O consumo de etanol pds-pubere
aumenta a porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais na idade adulta, podendo
impactar a prole (FIORAVANTE et al., 2022) e levar a restrigdo do seu crescimento (CHANG et
al., 2017). Os metabdlitos do etanol sdo capazes de alterar a expressao génica por meio de
assinaturas epigenéticas paternas, reprogramando o epigenoma espermatico e alterando o fenétipo
da préxima geracdo (ZAKHARI, 2013; SHARMA, 2017; KUSUYAMA et al., 2020). Alteracdes
moleculares espermaticas, induzidas pelo estilo de vida, podem levar a incorreta alocacdo das
células embrionarias, nortear o fornecimento dos recursos maternos, reduzir o peso do saco
gestacional e eficiéncia placentaria, visto que o desenvolvimento placentario € impulsionado,
principalmente, pelo genoma paterno e epigenoma (BARTON et al., 1984; RANDO &
SIMMONS, 2015; CHANG et al., 2017; KLASTRUP et al., 2018; BODDEN ET AL., 2019;
CRUZ et al. 2020).
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Em relacdo a DAG, essa é um biomarcador que reflete as condi¢cdes endocrinas e
hormonais no ambiente intrauterino (XIA et al., 2018) correlacionada ao eixo enddcrino da
prole (FISCHER 2020). Seu crescimento perineal é dependente de di-hidrotestosterona, sendo
sugerido uma possivel plasticidade ao longo da vida (WAINSTOCK et al., 2017). Estudos
demonstram que a exposicao intrauterina aos androgenos resulta em aumento da DAG, engquanto
a exposicao ao estrogénio reduz ( SWAN et al., 2015 ). Observamos menor DAG em ME e maior
em E. Em mulheres em idade reprodutiva, a menor DAG tem sido associada a suscetibilidade em
desenvolver endometriose (MENDIOLA et al. 2016; SANCHEZ-FERRER et al. 2019;
CRESTANI et al. 2020). Em contrapartida, seu aumento é correlacionado com a desfeminizacao,
anovulacdo e aumento de foliculos ovulatérios (WOLF, et al., 2002; MENDIOLA et al., 2012).
Assim, sugerimos desequilibrio na sinalizagdo hormonal materna-fetal ocasionado pelo consumo
alcoolico pos-pubere (SARKOLA et al. 2000; BALDDIN 2018), uma vez que a desequilibrio nos
niveis dos esteroides pode ser mantida mesmo apos a abstinéncia alcodlica (FORQUER et al.,
2011), afetando o ambiente fetal. Como a DAG foi alterada tanto pelo consumo de ambos os pais
como exclusivamente materno, hipotetizamos maior influéncia das mées sobre esse parametro,
sendo interessante a dosagem hormonal materna para corroborar.

Finalizando os parametros de desenvolvimento fisico, apenas o consumo do etanol materno
e paterno foi capaz de atrasar a abertura dos olhos e erupgdo dos dentes incisivos na prole. Durante
0 desenvolvimento embrionério, alguns fatores sdo essenciais para a diferenciacao,
desenvolvimento e regulacdo da atividade de tecidos epiteliais (CALAMANDREI & ALLEVA
1998; SMART, et al. 1989). O fator de crescimento semelhante a insulina é importante para o
desenvolvimento fetal e pos-natal e sua deficiéncia implica nas vias de sinalizacdo e crescimento
normal do corpo (KANAKA-GANTENBEIN, et al. 2003). Além disso, citocinas e fatores de
crescimento  epidérmico e  transformador  também  atuam  nesse  processo
regulatério (CALAMANDREI & ALLEVA 1998; SMART, et al. 1989; SURI et a., 2004). O
atraso na erupcao dos dentes pode ser associado a deficiéncia nutricional bem como a distdrbios
enddcrinos, metabdlicos ou genéticos (SURI et a., 2004). H& também relacdo com o peso ao nascer
(SEOW, 1996), podendo atribuir, parcialmente, o menor peso corpdreo e comprimento ao atraso
no desenvolvimento fisico. O cuidado materno também pode impactar nesses parametros. Bart et
al. 2005 verificaram atraso na abertura dos olhos e aumentada resposta ao estresse na idade adulta
na prole privada do cuidado materno, sendo j& constatado inadequado cuidado pela exposicéo
materna ao etanol (AMORIM et al., 2011). Em conjunto, a baixa expressao de fatores essenciais
para o desenvolvimento fisico, o cuidado materno, além de possivel programacdo enddcrina e
metabolica na prole acentuada pela ingestdo de etanol parental, podem ter sidos contribuintes para

os efeitos observados.
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Curiosamente, a hipoOtese da programacdo metabolica induzida pelo consumo pre-
concepcional é acentuada pelo consumo de ragdo e agua da prole. Apds o desmame até periodo
pos-pubere, observamos picos de menor ingestdo de ragdo e gua entre os grupos, contudo, esse
consumo aumentou posteriormente. O padréo de alimentacdo da prole pode estar correlacionado,
parcialmente, com a aprendizagem modificada devido a exposicdo dos pais a agentes toxicos
(KNEE et al. 2004). Associado aos nossos resultados, Knezovich e Ramsay (2012) verificaram
baixa metilacéo de dois loci espermético paterno e no DNA somatico da prole devido ao consumo
alcoolico pré-concepcional, conduzindo ao baixo peso corporeo apds o desmame. Essas alteracdes
podem indicar atraso mental em estabelecer a alimentacdo independente (KNEZOVICH &
RAMSAY, 2012). Além disso, o reestabelecimento do peso corporeo apos o desmame associado
ao maior consumo de ragéo na idade adulta pode ser uma tentativa de recuperagdo no crescimento
apos um periodo de desenvolvimento mais lento (OZANNE & HALES 2007). Sabe-se que o
menor peso corporal durante o inicio da vida pode levar a ativacdo do catch-up growth, mecanismo
de crescimento compensatorio (OZANNE & HALES 2007), conforme observado em nossos
resultados.

Séo crescentes o0s estudos que relacionam o historico de exposicdo parental com alteracdes
fenotipicas da prole e na predisposicdo multi e transgeracional de desenvolver doencas, como
cancer de mama e distarbios metabolicos (ZHOU et al. 2021; LEE et al., 2020; CRUZ et al.
2020). Em nosso estudo, as alteracBes nos parametros desenvolvimento no inicio da vida
apresentaram ter contribuicdo tanto individual quanto de ambos os pais. Também observamos
impacto na glandula mamaria, tecido responsivo as alteracdes hormonais. O desenvolvimento
mamario compreende o intervalo do nascimento a maturidade reprodutiva, sendo VArios
mecanismos, como status hormonal, genotipo, fatores de crescimento e citocinas necessarios para
manter o desenvolvimento puberal (DANIEL et al. 1996). A glandula mamaria compreende trés
periodos criticos de crescimento e diferenciacdo, a vida embrionaria, a puberdade e a gravidez.
Impactos nessas fases, como inadequada sinalizagdo enddcrina, pode afetar a sintese de horménios
e a atividade dos receptores hormonais no tecido mamario, interferindo na sua funcionalidade
(KAM et al., 2021). Em relacéo a prole provinda de consumo alcéolico por ambos os pais, houve
aumento na expressdo de TGF- 1, no DPN 30. A familia dos TGF-beta é importante em todas as
fases do desenvolvimento, desde a regulacdo da ramificacdo ductal a diferenciacao funcional dos
botbes alveolares durante a gravidez (SERRA & CROWLEY, 2003). Alteragdes genéticas nos
padrGes de expressdo podem conduzir a mudancas fenotipicas no desenvolvimento mamario,
sendo sugerido que o TGF- B1 atua como um regulador da ramificacdo mamaria, limitando a
proliferacéo epitelial e estimulando a producdo de matriz extracelular (SERRA & CROWLEY
2003; DAVIS 2013). O TGF-p realca sua atividade reguladora do crescimento, sendo observado
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normalizacdo na regressao dos TEBs com a sua super expressdo (SILBERSTEIN; DANIEL 1989).
Além disso, sugere-se dois papéis opostos para esse receptor, por um lado ele inibe o crescimento
das células epiteliais e por outro, estimula o desenvolvimento ductal INGMAN & ROBERTSON
2009). Embora estudos ressaltem que sua super expressdo na puberdade pode reduzir a taxa de
crescimento ductal da arvore mamaria (DANIEL 1996), n6és ndo observamos impactos no
crescimento nessa idade. Contudo, encontramos menor perimetro mamario no DPN 150 associado
a tendéncia em menor &rea e crescimento, indicando possivel involucdo da ramificagéo.
Possivelmente, as alteracdes no TEBs na idade adulta tardia ndo foram observadas devido a sua
diferenciacdo em alvéolos ou ductos terminais, mas, interferéncias na idade juvenil podem refletir,
mesmo que em baixo grau, sobre o desenvolvimento posterior da glandula mamaria.

Na mesma perspectiva, para manter o desenvolvimento mamario, é necessaria uma
complexa rede de interacdo, incluindo a resposta aos horménios ovarianos, fatores de crescimento
e citocinas (BERRYHILL et al., 2015). O ER-a ¢ necessario para o alongamento ductal na
puberdade e o desenvolvimento completo da glandula maméria na maturidade, enquanto a
progesterona medeia o desenvolvimento lobuloalveolar completo. Em conjunto, eles regulam o
crescimento epitelial e a morfogénese mamaria na maturidade sexual (MUELLER et al., 2002).
NOs encontramos menor perimetro mamario e numero de botbes terminais no DPN 30 e maior
expressdo de ER-a no DPN 300 pelo consumo alcodlico exclusivamente paterno. O crescimento
inicial da glandula mamaéria ocorre pelo alongamento ductal linear promovido pelos TEBs, que
atingem seu maximo no DPN 21 — 28 (RUSSO et al., 1982). Zapaterini et al. (2022) encontraram
aumento de ER-a associado ao menor numero de TEBS, perimetro e &rea mamaria na prole juvenil
provinda de restricdo proteica materna, ressaltando a suscetibilidade aumentada de mudancas
morfolégicas em fases iniciais de desenvolvimento. A diminui¢do na quantidade de TEBs, como
observado em nossos resultados, e na densidade de ramificacdo, podem ser indicios de maturacéo
tardia e impactar na glandula na idade adulta (DAVIS & FENTON, 2013). Em relacdo a expressdo
de ER-a na idade adulta tardia, seu aumento em idade mais avangada pode predispor ao
desenvolvimento do cancer quando associado a outros fatores de alteracdo (FURTH et al., 2023).
Embora esse hormonio seja essencial para o desenvolvimento normal da glandula, sua super
expressdo, na senilidade, esta associada a uma assinatura no risco proliferativo e a geracéo de
adenocarcinomas (FURTH et al., 2023). Quanto a prole provinda de uso exclusivamente materno,
observamos aumento na expressdo de PR no DPN 150. A sinalizacéo desregulada da progesterona
pode contribuir para a fisiopatologia mamaria (AUPPERLEE et al., 2005; DIAZ-CRUZ et al.
2011). Joshi e colaboradores (2010), verificaram que a progesterona ativa a expansao de células-
tronco mamarias multipotentes no adulto, sendo essas alvo na transformagdo celular. A

progesterona também foi correlacionada ao aumento da expressdo de enzima mutadora de DNA
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durante o cancer de mama, sugerindo seu papel no acumulo de mutaces em células-tronco e
progenitoras mamarias de longa vida (COELINGH & BENNINK et al., 2023). Apesar de ndo
observamos desequilibrio oxidativo, inflamacdo ou alteracbes apoptoticas ou proliferativas,
mudancas pontuais na glandula mamaria da idade juvenil a adulta tardia podem suscetibiliza-la a
doencas. Contudo, sdo necessarios analises minuciosas que realcem a real significancia dessas

alteracOes na vida pds-natal.

%wwéﬁd’a

Em resumo, o consumo de etanol materno, paterno e por ambos os pais se correlaciona
com alteracdes na prole feminina ndo exposta, ressaltando a contribuicdo individual ou em
conjunto dos pais. Apesar do menor peso corporeo da prole, em todos 0s grupos, durante o inicio
da vida, o consumo por ambos 0s pais acentua seu impacto sobre os parametros de
desenvolvimento fisico. O alterado consumo alimentar também se refere a possiveis alteracoes
metabolicas que foram moduladas ao longo da vida para atender as necessidades fisioldgicas do
organismo. Diferentes fatores, como a relacdo materno-fetal, desequilibrio hormonal, alteracGes
na expressdo de fatores de crescimento e citocinas, além de mecanismos epigenéticos podem
colaborar para os efeitos observados.

O consumo materno e por ambos 0s pais acentua as alteracdes nos receptores mamarios na
idade juvenil e adulta, respectivamente, com normalizacao ap6s esse periodo. Em contrapartida, o
consumo de etanol paterno afetou mais significativamente a mama, com possivel atraso na
maturacdo mamaria e aumento ER-o na idade adulta tardia.

Sugerimos gque o consumo paterno tem maior influéncia sobre o tecido mamario da prole.
Ja na presenca do etanol por ambos 0s pais, além da influéncia sobre os receptores mamarios,
também ha prejuizos nos marcos de desenvolvimento fisico. Nosso estudo ressalta como o
consumo alcodlico p6s-pubere pode modular a prole ndo exposta, sendo necessario maior cuidado

pré-concepcional por ambos os pais.
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1159
1160 @WM
1161 Investigar se o consumo de alta quantidade de etanol pds-plbere parental altera os

1162  horménios reprodutivos, citocinas pré-inflamatorias, as enzimas antioxidantes e os parametros do
1163  ovario da prole feminina ndo exposta, em diferentes idades. Também verificamos a contribuicéo
1164  materna, paterna e de ambos os pais nos efeitos observados.

1165

1166 Rosultndos

1167 O consumo de etanol por ambos os pais atrasa a instalacéo da puberdade da prole
1168
1169 Quanto aos sinais externos de instalacdo da puberdade, apenas a prole E atrasou a abertura

1170  vaginal e o primeiro estro, enquanto ndo houve alteracdes nos outros grupos (Figura 1).
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1171

1172 Figura 1. Sinais externos de instalagdo da puberdade. A prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mée
1173 Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) foi observada diariamente a partir do dia pds-natal 35 para constata¢do da abertura
1174 vaginal (A) e primeiro estro (B). n = 20/ grupo / fase. Valores expressos como média + D.P. As letras representam as
1175  diferencas em relacdo ao Controle. p < 0,05 pelo Kruskal-wallis com pés-teste de Dunn.

1176

1177 O consumo de etanol por ambos os pais altera o peso ovariano e uterino da prole

1178

1179 Conforme mostra a tabela 1, o peso relativo do ovario foi menor na fase plbere e adulta,
1180  enquanto do Utero apenas na fase pubere, na prole E.

1181
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1182  Tabela 1. Peso relativo do ovario (direito e esquerdo) e Utero e indice de adiposidade nos dias pés-natal 30, 50, 150 e
1183 300 nas proles Controle, Etanol, M&e Etanol e Pai Etanol.

Parametros/ Controle Etanol Mae Etanol Pai Etanol
Grupos
Dia pds-natal 30 (juvenil)

Peso corpdreo (g) 83,33+7,31 80,16 + 7,82 80,00 + 5,73 73,63 = 5,35
Peso do ovério 0,58 +0,11 0,65+ 0,09 0,61+0,08 0,60 + 0,00
Peso do Utero 0,79+0,23 0,85+ 0,23 0,92 +0,31 0,89+0,11

indice de 0,66 + 0,13 0,81+0,21 0,67 +0,25 0,59+0,13
adiposidade
Dia pds-natal 50 (pubere)

Peso corpdreo (g) 175,63 £ 13,06 170,60 £ 9,45 171,00 £ 0,15 175,45 £ 10,24
Peso do ovério 0,73+£0,11 0,65 + 0,082 0,78 £ 0,07 0,76 £ 0,10
Peso do Utero 2,33+£0,32 1,83 +£0,432 2,27 £ 0,53 2,03+0,62

indice de 1,44 + 0,27 1,39+ 0,22 1,25+ 0,02 1,21+0,21
adiposidade
Dia pds-natal 150 (adulta)

Peso corpdreo (g) 263,50 + 9,65 292,00 £+ 18,20 272,80 + 16,97 275,92 £ 15,71
Peso do ovério 0,73+£0,11 0,58 £0,772 0,66 £ 0,10 0,70 £ 0,93
Peso do Utero 2,33+£0,32 2,32+0,29 2,29+0,44 2,68 £ 0,46

indice de 3,80+ 0,59 4,09+0,82 3,70+ 1,05 3,29+0,51
adiposidade
Dia pds-natal 300 (adulta tardia)

Peso corpéreo (g) 294,84 + 18,59 292 £ 19,07 295,09 £ 0,15 304,22 + 18,23
Peso do ovério 0,55+0,11 0,62 £0,12 0,58 £0,11 0,50 £ 0,12
Peso do Utero 3,31+£0,99 2,94 £ 0,53 2,35+0,59 2,57+0,70

indice de 4,34 +0,94 4,91 +0,83 4,09 £ 0,93 4,80+ 1,03
adiposidade

1184  Valores expressos como média + D.P. As letras representam as diferencas em relagédo ao Controle. p < 0,05 pelo two-
1185 way ANOVA com poés-teste de Dunnet. Peso: Pinteragdo 0,0230, PTempo <0,0001, PGrupos 0,0240; Ovario:
1186 Plnteracdo <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos 0,1081; Utero: PInteracéo 0,0156, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0676;

1187  Adiposidade: PInteracdo 0,1796, PTime <0,0001, PGrupos 0,4258. n = 10/ fase / grupo

1188

1189 O consumo de etanol paterno altera a porcentagem de foliculos ovarianos na fase juvenil

1190
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1191 Encontramos maior porcentagem de foliculos primordiais/primarios (figura 2A) na

1192 idade juvenil na prole PE, porém esse foi estabilizado apds esse periodo.

B
72
£ B C EmE = ME =3 PE 35=C=E-ME=PE
: 2 8
5 5%
@ 2 25
S 3
© -
s 3 20
1E: 8 15
§ [ 3 10+
3 8
& 32
8 il
P DPN30 DPNS50 DPN 150 DPN 300 DPN 30 DPN50 DPN 150 DPN 300
Dia poés-natal Dia pos-natal
C D
5,2 C BE =M B3 PE go, =1 C B3 E B8 ME 03 PE
172]
;% 304 ‘I'
< 26+ S 60+
- -
& 204 =
5 3
E 15" 3
3 10- ; S
L o~
5 n
0 ‘
DPN30 DPNS0 DPN 150 DPN 300 DPN 50 DPN 150 DPN 300
Dia pds-natal Dia pés-natal
E

40_=C = E = ME =3 PE

% Foliculos atrésicos

DPN30 DPNG&50 DPN 150 DPN 300

Dia p6s-natal

1193

1194  Figura 2. Contagem de foliculos ovarianos. Os foliculos primordiais/primarios (A), secundérios (B), terciarios (C),
1195  corpo luteo (D) e atrésicos (E) foram contabilizados em laminas de ovério corado com hematoxilina-eosina na prole
1196  dos grupos prole feminina Controle (C), Etanol (E), Mae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pds-natal 30, 50, 150
1197 e 300. n =5/ grupo / idade. As letras representam as diferencas em relagdo ao Controle. Valores expressos como
1198 média = D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. Figuras A: Plnteragdo 0,2153, PTempo
1199 <0,0001, PGrupos 0,0707; B: PInteragdo 0,0183, PTime < 0,0001, PGrupos 0,1606; C: Plnteracdo 0,0230, PTempo
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<0,0001, PGrupos 0,0240; D: PInteracdo < 0,1113, PTime 0,0002, PGrupos 0,0052; E: Plnteracdo 0,0714, PTime <
0,0001, PGrupos 0,0102.

O consumo paterno ou materno de etanol diminui a proliferacéo celular de foliculos ovarianos

Encontramos menor porcentagem de células da granulosa em proliferagdo nos foliculos
primordiais/primarios em ME e PE (figura 3A), e nos secundarios e terciarios em ME, todos na
idade adulta tardia (figura 3B - C).
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Figura 3. Proliferacéo celular da granulosa nos foliculos ovarianos. Porcentagem dos foliculos ovarianos marcados
com anti Ki-67 para analise de prolifera¢do celular nos grupos Controle (C), Etanol (E), M&e Etanol (ME) e Pai Etanol
(PE) no dia pds-natal 30, 50, 150 e 300. n = 5/ grupo / idade. As letras representam as diferencas em relacdo ao
Controle. Valores expressos como média + D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. Figuras
A: Pinteragdo 0,0051, PTempo <0,0001, PGrupos 0,0055; B: PInteracéo 0,0265, PTime < 0,001, PGrupos 0,1955; C:
Plnteracdo 0,7848, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0088.

O consumo de etanol por ambos os pais materno alterou a concentracdo plasmatica dos

horménios reprodutivos

Observamos menores niveis plasmaticos de 17 beta-estradiol em E na fase juvenil (figura
4).
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Figura 4. Hormonios reprodutivos. Concentragdo plasmatica do estradiol (A) e progesterona (B) da prole feminina
dos grupos Controle (C), Etanol (E), Méae Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pés-natal 30, 50, 150 e 300. n = 5/
grupo / idade. As letras representam as diferencas em relacdo ao Controle. Valores expressos como média = D.P. p <
0,05 pelo two-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. Figuras A: Pinteracdo 0,0402, PTempo 0,0029, PGrupos
0,2802; B: PInteracéo 0,1161, PTime 0,0062, PGrupos 0,2010; C: Pinteracdo < 0,0001, PTime < 0,0017, PGrupos
0,0248.

O consumo de etanol parental interferiu na expresséo dos receptores ovarianos da prole

A expressdo do ER-a e PR foi menor no DPN 30 em todos os grupos (Figura 5). Em relacéo
ao TFG-B1, houve menor expressdo no DPN 30 e 50 e aumento de NF-kB no DPN 300, ambos na
prole E (Figura 6).
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Figura 5. Western Blotting. A expresséo de receptores de estrdgeno alfa (A) e progesterona (B) foram avaliados no
ovario da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), M&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pds-natal
30, 50, 150 e 300. n = 4/ grupo / idade. As marcacdes estdo representadas em C, sendo a beta-actina utilizada como
controle enddgeno. As letras representam as diferencas em relacdo ao Controle. Valores expressos como média + D.P.
p < 0,05 pelo two-way ANOVA com poés-teste de Dunnet. Figuras A: Plntera¢do 0,0091, PTempo <0,001, PGrupos
0,0004; B: PInteracdo < 0,0001, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0301.
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Figura 6. Western Blotting. A expresséo de receptores de fator de crescimento transformador beta 1 (A) e do fator
nuclear kB (B) foram avaliados no ovério da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), M&e Etanol (ME) e
Pai Etanol (PE) no dia pés-natal 30, 50, 150 e 300. n = 4/ grupo / idade. As marcacGes estdo representadas em C,
sendo aa beta-actina utilizada como controle enddgeno. As letras representam as diferencas em relacdo ao Controle.
Valores expressos como média £ D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pds-teste de Dunnet. Figuras A:
Plnteracédo 0,3498, PTime <0,0001, PGrupos 0,0040; B: PInteragdo <0,0001, PTempo <0,0001 PGrupos 0,0020.

O consumo de etanol parental altera a concentracgao de citocinas plasmatica da prole

Os niveis plasméticos de VEGF, em PE, IL-6, em E e ME, e TNF-q, em todos 0s

grupos, aumentaram na idade adulta tardia, enquanto o VEGF foi menor na idade pubere em E

(Figura 7).
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Figura 7. Dosagem de citocinas no plasma. A interleucina 6 (A), o fator de necrose tumoral alfa (B) e o fator de
crescimento endotelial vascular (C) foram dosados no plasma da prole feminina Controle (C), Etanol (E), Mé&e Etanol
(ME) e Pai Etanol (PE) no dia pés-natal 30, 50, 150 e 300. n =4 — 5 /grupo / idade. Valores expressos como média +
D.P. As letras representam as diferencas em relagdo ao Controle. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pos-teste de
Dunnet. Figuras A: Pinteragdo 0,0078, PTempo 0,0018, PGrupos 0,4326; B: Pinteragdo <0,0001, PTempo 0,0073,
PGrupos 0,1873; C: Pinteracdo 0,0168, PTime 0,0095, PGrupos 0,0567.

O consumo de etanol por ambos os pais altera as enzimas antioxidantes ovarianas da prole

Encontramos aumento da enzima antioxidante Superéxido Dismutase no ovario da prole E

apenas na idade adulta tardia (Figura 8). N&o houve alteracdo na concentracdo de Malonaldeido.
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Figura 8. Estresse oxidativo. A atividade das enzimas antioxidantes Catalase (A), Superéxido Dismutase (B) e
Glutationa Reduzida (C) e do oxidante Malonaldeido (D) foram verificadas no ovério da prole feminina Controle (C),
Etanol (E), M&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pés-natal 30, 50, 150 e 300. n =5 / grupo / idade. Valores
expressos como média £ D.P. As letras representam as diferencas em relacdo ao Controle. p < 0,05 pelo two-way
ANOVA com pos-teste de Dunnet. Figuras A: Plinteracdo 0,0756, PTempo 0,40017, PGrupos 0,4072; B: Pinteracdo
0,2357, PTempo 0,0006, PGrupos 0,4956; C: Plnteracdo 0,4633, PTempo 0,0493, PGrupos 0,14221; D: Pinteracdo
0,4512, PTempo 0,0009, PGrupos <0,0001.

ODibeussinn

Nosso estudo ressalta como o estilo de vida parental na pés-puberdade, como o0 consumo
de etanol, pode influenciar negativamente os parametros reprodutivos das futuras geragdes. NOs
verificamos que o consumo parental influencia o funcionamento e desenvolvimento ovariano e
conduz a um ambiente inflamatdrio e oxidativo da prole feminina ndo exposta ao etanol, com
contribuicdo individual, materna ou paterna, e em conjunto, ambos os pais. O uso afeta a prole ao
longo da vida, sendo o consumo materno ou paterno capaz de alterar a expressao de receptores
ovarianos e citocinas pré-inflamatorias, com menor contagem de foliculos pelo consumo paterno

e taxa proliferativa pelo materno. Enquanto o consumo por ambos os pais tambeém interferiu no
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desenvolvimento fisico, na puberdade, no estradiol e suscetibilizou a um ambiente pro-
inflamatorio na idade adulta tardia.

Estudos recentes apoiam que a salde, o estilo de vida e o estado nutricional nos periodos
pré-concepcionais sdo essenciais para o normal desenvolvimento do feto (BEDI ET AL., 2019;
OZTURK et al. 2021). Assim, tantos 0os mecanismos epigenéticos, ocasionados pelas exposicdes
ambientais anteriores a concepcdo, como a programacdo fetal, dada pela plasticidade do
desenvolvimento do feto para manter a homeostase em condi¢es inadequadas, exercem um
impacto significativo na saude e no desenvolvimento da prole (CHANG et al., 2017
MARCINIAK et al., 2017). Recentemente, verificamos prejuizos no desenvolvimento fisico na
prole pelo uso de etanol parental, porém ndo correlacionamos a contribui¢do individual dos pais
(FIORAVANTE et al., 2021). Aqui, nds observamos que apenas 0 consumo alcoolico por ambos
os pais foi capaz de atrasar os sinais externos da instalacdo da puberdade e a concentracdo
plasmatica de estradiol. A abertura vaginal e o primeiro estro sdo utilizados para avaliar
indiretamente o desenvolvimento puberal e 0 estado de maturacéo ovariana, visto que a puberdade
é marcada por alteracdes morfoldgicas e funcionais em diferentes niveis do eixo HHG (OJEDA et
al., 2014). A informacédo final sobre o estado de maturacdo ovariana s6 pode ser obtida pela
primeira ovulacdo, ou seja, pela a presenca de corpos luteos (GAYTAN et al., 2017). Nessa
perspectiva, ndo observamos alteracdo na quantidade de foliculos ou corpo lGteo no grupo E em
nenhuma idade analisada, seja anterior a ovulacgdo, pré-plbere, ou posterior, pos-ptbere. Contudo,
menores niveis de estradiol plasmético associado a menor expressdo do ER-a ovariano, ambos no
DPN 30, podem ter acentuado o atraso da instalacdo da puberdade posteriormente. Além disso, foi
constatado prolongamento das fases estro e proestro na prole provinda de consumo alcodlico
parental (FIORAVANTE et al., 2021), indicando possivel desequilibrio no eixo HHG. Associado
a esses parametros, a prole E também apresentou menores peso ovariano e uterino, no DPN 50 e
150, e expressdo do TGF-B1, no DPN 30 e 50, reforgando a influéncia do consumo por ambos os
pais. A familia dos TGF-betas tem papel chave para regular a proliferacdo celular, a producgéo de
horménios esteroides e o sistema imunoldgico, bem como o desenvolvimento e fungdo folicular
(VANDERHYDEN et al. 2003; KUBICZKOVA et al., 2012). Ingman e Robsertson (2009)
verificaram que a deficiéncia de TGF-B1 na puberdade atrasou o inicio da maturidade sexual,
prolongou o ciclo estral e alterou os niveis de LH plasmatico, enquanto sua baixa expressao em
idades mais avancgadas foi associada a alteragdo no desenvolvimento folicular e qualidade de
oocitos (HAN et al., 2011). Baixa concentracdo plasmatica de VEGF no DPN 50, observada em
E, também pode se correlacionar ao TGF-p1. O VEGF atua na regulacéo da angiogénese ovariana,
processo essencial para o crescimento e desenvolvimento normal dos tecidos, formacéo de novos

vasos sanguineos, entrega de oxigénio e nutrientes e na distribuicdo de horménios para as celulas-
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alvo (KACZMAREK et al., 2005; APTE et al., 2019). A inibicdo da expressao de VEGF pode
resultar na diminuicdo da angiogénese folicular e no de desenvolvimento de foliculos antrais
maduros (KACZMAREK et al., 2005). Sua associagdo com o TGF-B1 é intrinsicamente intima,
incluindo a secrecdo desses fatores nas células da granulosa (KUO et al., 2011; FANG et al.,
2020). Guo e colaboradores (2022) verificam que o VEGF participa da via regulatoria do TGF-
B1, que entédo influencia o desenvolvimento folicular. Apesar da expressdo do VEGF no fluido
folicular ter maiores concentragdes em relagéo ao plasma (LEE et al., 1997), sugerimos que a baixa
expressao de TGF-B1 ovariana seja um dos fatores associado as menores concentracfes de VEGF
plasmatica. Mesmo ndo observando impactos significativos no desenvolvimento folicular,
verificamos maior suscetibilidade do ovario em responder as mudancas na fase juvenil e plbere
em E. Em contrapartida, a prole provinda de consumo alcodlico exclusivamente paterno
apresentou menor porcentagem de foliculos primordiais/priméarios no DPN 30, podendo indicar
atraso na maturacdo até atingir a oocitacdo, contudo, ndo houve alteracdo na porcentagem de
corpos luteos nas demais idades.

Em adicdo, encontramos menor expresséo de ER-a e PR no DPN 30 em todos 0s grupos,
sendo esses necessarios para a funcdo ovariana e controle do ciclo reprodutivo. Durante a fase
juvenil, ondas pulsateis de LH sdo estimuladas pelo estrégeno juntamente com influéncia de
neurotransmissores excitatérios, Kisspeptina, fatores de crescimento, prolactina, entre outros,
sendo o pico de liberacdo na puberdade dependente da maturacdo do eixo HHG (PICUT, 2015).
Tanto o estradiol quanto a progesterona sao necessarias para estimular a liberacdo de GnRH e LH
e manter o eixo HHG estavel (MOHR et al., 2022). Assim, anormalidades nesta sinalizacdo
resultam na desregulacdo dos niveis hormonais que afetam varios sistemas de 6rgdos e horménios
(MOHR et al., 2022). O receptor de estrogénio desempenha um papel importante no
desenvolvimento do foliculo além do estagio antral (CHAKRAVARTHI et al. 2021). Esses
impactos durante a fase juvenil podem influenciar, posteriormente, a regulacdo do eixo
HHG. Nosso estudo vai de encontro a Dupont et al. (2000), que observaram normal
desenvolvimento folicular até o estagio antral, mesmo na auséncia de ER-o (SINKEVICIUS et al.,
2009). Contudo, hipoplasia uterina, maior quantidade de foliculos antrais e atrésicos e aumento de
LH com consequente estimulo da Cypl7 a sintetizar androstenediona, afetando o ambiente
hormonal, também foram observados (DUPONT et al., 2000; COUSE et al., 2003). Portanto, a
falta de feedback negativo do estradiol na hipdfise aumenta a producdo de gonadotrofinas e a
sinalizacdo nas células foliculares (JAMNONGIJIT et al., 2006). Ja a progesterona, responsavel
pela maturagdo dos ovdcitos e estimulada pelo LH (WOODWORTH 2020), quando aumentada,
pode acelerar a puberdade e diminuir a expressdo dos receptores hipotalamicos (SA FILHO et al

2010), sendo o inverso passivel de ocorrer. Em geral, esses estudos acentuam nossa hipdtese
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inicial, indicando que as alteracdes na fase juvenil, idade de preparo fisioldgico para a puberdade,
podem afetar sistematicamente o organismo, incluindo a sinalizacdo neuroenddcrina e fatores
envolvidos na coordenacdo do ciclo reprodutivo. Além disso, comprometimento na funcdo dos
receptores de estrogeno, relacionam-se as doencas enddcrinas e reprodutivas (TANG et al., 2019).

Também observamos reducao na taxa proliferativa das células da granulosa em ME e PE,
ambos na idade adulta tardia. O desenvolvimento de um odcito requer uma série de vias de
sinalizacdo paracrinas e endocrinas que direcionam o crescimento e a maturagéo do odcito desde
a montagem do foliculo primordial até a oocitacdo (VOROTINA et al., 2006). Assim, 0
desenvolvimento folicular ovariano é um processo de remodelacgéo ciclica caracterizado por altas
taxas de proliferacdo e atresia (VOROTINA et al., 2006). Estudos indicam que as celulas da
granulosa de foliculos maiores apresentam menor taxa proliferativa e maior diferenciagdo, com
maior expressdo de marcadores de maturacdo das células da granulosa (COSTERMANS et al.,
2019). Embora a apoptose seja mecanismo subjacente a atresia folicular e fundamental para o
crescimento ciclico e a regressdo dos foliculos (DAS et al., 2008), ndo observamos alteragdo na
porcentagem de foliculos atrésicos. Alteragdes na taxa proliferativa podem indicar uma resposta
inadequada a sinalizacdo hormonal. Além disso, também observamos mudancas pontuais como
menor expressdo ER-a, no DPN 30, o que pode ter colaborado para os efeitos observados
posteriormente.

Em relacdo ao ambiente inflamatério e oxidativo, encontramos prejuizos apenas na idade
adulta tardia. Observamos aumento no IL-6, em E e ME, e TNF-a, sendo essas citocinas pro-
inflamatdrias (KHAN et al., 2018). A inflamacao é caracterizada por um estado pré-inflamatério
sistémico cronico, e, conforme ocorre envelhecimento, hd aumento progressivo da inflamag&o pelo
desequilibrio das citocinas, predispondo ao surgimento de doencas (XIA et al. 2016). As células
senescentes secretam fatores de crescimento, proteases, quimiocinas e citocinas como IL-6, sendo
que citocinas como o TNF-a induzem a senescéncia celular pela ativacéo de espécies reativas de
oxigénio e mediadores pro-inflamatdrios (SASAKI et al., 2008). Em conjunto, verificamos que
todos os grupos apresentaram aumento do TNF-a na idade adulta tardia, mas apenas E e ME foram
responsivos aumentando a IL-6, indicador do status inflamatério. J& a prole PE aumentou as
concentragfes no VEGF nessa idade, sendo a angiogénese contribuinte para o crescimento,
migrag&o e sobrevivéncia das células endoteliais a partir da vasculatura pré-existente, contudo, seu
aumento pode suscetibilizar a formacdo de carcinomas (RAGHUNATHACHAR et al., 2017).

Associado, a prole provinda de consumo por ambos 0s pais também aumentou a expressao
de NF-kB e do antioxidante SOD, no DPN 300. O NF-kB é elemento-chave para regular a
inflamacéo devido a resposta ao estresse fisiologico ou oxidativo. Os dimeros mais comuns sdo o

p50 e p65, que se mantém ligados ao inibidor IkB quando em repouso. Sob estimulos de moléculas,
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como 0 TNF-a, se ligam a determinados receptores, dissociam-se do IkB, translocando-se para o
nacleo e transcrevem o gene alvo (HOESEL; SCHMID, 2013). Portanto, 0 aumento da expressdo
da subunidade p65, observado em nosso estudo, pode refletir a atividade do NF-xB (HOESEL,;
SCHMID, 2013). Sabe-se que o NF-kB atua na funcdo fisiologica normal durante a foliculogénese
(LUO et al., 2022), mas, seu aumento esta correlacionado a processos patologicos com a expressao
elevada de p65 e p50 em mais de 90% de cancer de ovario (HARRINGTON et al., 2019; WANG
et al, 2015). Apesar disso, ndo se pode utiliza-los como marcadores progndstico isoladamente
(WANG et al, 2015), apesar de nossos dados indicarem status inflamatorio ovariano em E. Nossa
hipdtese € apoiada pelo aumento do antioxidante SOD. O aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio ou na utilizacdo de antioxidantes pode conduzir ao desequilibrio nas reagdes
redox e levar ao estresse oxidativo (VATNER et al. 2020). O acentuado ambiente pro-inflamatério
em E pode ter contribuido para ativacdo da SOD, visto que o0s antioxidantes previnem a ativacao
excessiva de NF-kB (GRIMBLE 2013). Desequilibrio entre o estresse oxidativo no microambiente
ovariano pode resultar em patologias, como parada meiotica dos odcitos, apoptose de células da
granulosa e disfuncdo do corpo luteo, acelerando o processo de envelhecimento ovariano (YAN
et al., 2022).

Conelusio

Concluimos que o alto consumo de etanol parental, mesmo que restrito ao periodo pos-
pubere, altera o os pardmetros reprodutivos, em diferentes fases, e induz citocinas pro-
inflamatdrias na descendéncia feminina ndo exposta ao etanol. Possivelmente, mecanismos
epigenéticos estdo relacionadas a esses impactos. Também sugerimos alteracGes metabolicas e no
eixo HHG. A idade adulta tardia também foi afetada, sendo as respostas observadas na prole
dependentes da contribuicdo individual ou de ambos os pais. Os efeitos sdo acentuados na prole
provinda de consumo alco6lico materno e paterno, visto o atraso na instalacdo da puberdade, baixo
peso ovariano e uterino, alteracdo na expressdo de receptores ovarianos € menor nivel de estradiol
plasmatico. O consumo exclusivamente paterno ou materno também apresentou sua influéncia,
como a menor porcentagem de proliferacéo folicular, ascendendo a importancia dos cuidados pre-
concepcionais tanto materno quanto paterno. Em geral, o desenvolvimento do foliculo ndo foi
afetado, mas, o ambiente pré-inflamatério observado na idade adulta tardia pode indicar sinais de
envelhecimento e maior suscetibilidade no desenvolvimento de doencas. Nossos achados
ressaltam a importancia da selecdo dos habitos cotidianos para manter o bem-estar futuro,

principalmente, sobre a fertilidade e funcionalidade reprodutiva das futuras geragoes.
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Concluimos que o consumo alcoolico parental pos-pubere impacta os parametros de
desenvolvimento fisico bem como nos 6rgdaos hormonio-dependentes, ovario e mama, na prole
feminina ndo exposta. Além disso, verificamos que ha contribuicdo materna, paterna e de ambos
0s pais, sendo que o consumo alcodlico por ambos os pais acentua os efeitos observados na prole,
principalmente sobre as caracteristicas de desenvolvimento fisico, puberdade e nivel hormonal. O
ovario mostrou-se mais suscetivel do que a glandula mamaria, contudo, as alteracdes nos
receptores ovarianos ndo interferiram significativamente para progressdo folicular apo6s a
puberdade. Curiosamente, encontramos aumento de citocinas pré-inflamatdrias na idade adulta
tardia, sendo o ovario da prole provinda de consumo por ambos mais responsiva a0 aumentar a
SOD, enzima antioxidante, e o receptor NF-kB. Quanto a glandula mamaria, encontramos
alteracdes em receptores envolvidos na regulacdo do seu crescimento, mas, as alteragdes foram
pontuais e ndo interferiram no seu desenvolvimento em geral. Interessante notar que apenas o
consumo por ambos 0s pais ou exclusivamente paterno ocasionaram alteracdo no perimetro
mamario e contagem de brotos terminais.

De acordo com os parametros analisados, podemos associar que 0 consumo por ambos os
pais afeta mais a prole, seguido pelo consumo exclusivamente paterno e depois pelo consumo
exclusivamente materno. Assim, ja conhecido a importancia das experiéncias maternas além da
relacdo materno-fetal para a satde do feto e vida pds-natal, politicas preventivas devem também

ressaltar a influéncia do estilo de vida paterno no desenvolvimento da prole.
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Dorgpectivas fotioras

Como o consumo alcodlico parental afetou a prole durante o desenvolvimento inicial assim
como o padréo alimentar, seria relevante verificar a expresséo de fatores que regulem o controle e
0 desenvolvimento, a saciedade e 0 metabolismo da prole. Além disso, as alteraces encontradas
na mama em diferentes idades demonstram suscetibilidade pelo consumo alcoolico parental.
Possivelmente, insultos ambientais, como a exposi¢do ao consumo alcodlico pela prole, poderiam
afetar a mama de forma relevante e irreversivel, além de predispor a doencas. Apesar das mudancas
pontuais observadas na glandula mamaria, é relevante verificar seu funcionamento durante o
periodo lactacional, fase de méaxima diferenciacdo, tanto na producdo de leite quanto na sua
qualidade nutritiva.

Para maior precisao, analise dos hormonios e fatores neuroendécrinos envolvidos no eixo
HHG também sdo necessarias. Possivelmente, fatores de crescimento e sinalizagdo androgénica
podem estar envolvidos. Verificar a qualidade dos o6citos e mecanismos envolvidos na reproducéo
e fertilizacdo podem contribuir para avaliar os danos reprodutivos. Além disso, a dosagem de
citocinas pro-inflamatorias localmente poderiam acentuar nossa hipétese de envelhecimento

precoce e 0 aumento da suscetibilidade a patologias ap6s a idade senil.
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Avaliacdo da dieta e da massa corpOrea antes do acasalamento

O consumo de racao e 4gua e a massa corporea foram mensurados semanalmente entre os
DPN 65 — 100.
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Figura 1. Peso corpéreo (A), consumo de racdo (B) e consumo de agua (C) antes do acasalamento das fémeas que
constituiram os grupos parentais.
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2000 O peso corporeo e 0 consumo de racdo e de dgua foram anotados semanalmente até o final
2001 da lactacdo. A eficiéncia alimentar foi validada pelo coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA:
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Avaliacao das proteinas diferencialmente expressas por espectrometria de massas (LC-Ms/Ms)

A idade de 300 dias, para o ovério, e 50 dias, para a glandula maméria, foram selecionadas
para realizagdo da proteomica. A extracdo de proteinas foi realizada em amostras previamente
congeladas do ovario esquerdo (n =5/ grupo) e mama esquerda (n =5/ grupo). Para a extracao
de proteinas, 90 mg de tecido ovariano e 500 mg de tecido mamario foram diluidos em 300 uL e
1000 pL de tampéo de lise A (7M Uréia, 2M Tiouréia e 40 mM de DTT), respectivamente,
alocados em microtubos contendo beads, agitados em vértex e homogeneizado no disruptor de
células durante 30 s (dois ciclos de 15 s cada). Os microtubos foram centrifugados a 14000 rpm
por 30 minutos a 4°C. Esse procedimento foi repetido durante 3 vezes. Apos, 0 sobrenadante foi
coletado em novos microtubos devidamente identificados e mantidos a -80° C. O precipitado
(restos celulares) foi descartado. Paraa quantificacdo proteica, os extratos de proteinas totais
foram quantificados pela técnica de Bradford, utilizando como padrdo a BSA, leitura de
absorbancia a 595 nm e duplicata para cada amostra (Bradford, 1976).

Para a andlise protedmica, as amostras foram subdivididas em aliquotas de 50 pL, sendo
adicionado o volume referente a 400 pg de proteinas e completado com AMBIC 50 mM para
atingir 50 puL. Em seguida, a amostra foi transferida para um bloco aquecido (37°C) e incubada
por 30 minutos. Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada (funcéo pulso), adicionados DTT
(ditiotreitol) na concentracdo de 5 mM na amostra (BioRad, cat# 161-0611) e agitado em vortex.
O tubo foi transferido para um bloco aquecido (37°C) e incubado por 40 min. Apés esse periodo,
a amostra permaneceu em temperatura ambiente por 2 min e foi centrifugado (funcéo pulso).
lodoacetamida (IAA) na concentracdo de 10 mM (GE, cat# RPN 6302V) foi adicionada e agitado
em vortex. As amostras foram incubadas no escuro a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente, 40 puL de solugdo de tripsina (Promega, cat# V5280) em 50 mM AMBIC foi
adicionado, procedendo-se para a digestdo de proteinas a 37°C overnight de no minimo 14 horas.
Apos, 10 uL de TFA 5% (Pierce, Part No. 53102, HPLC Grade, 10 x 1 mL) foi adicionado, agitado
em vortex e incubadas a 37 °C por 90 minutos. Os microtubos foram centrifugados em 14000 rpm
a 6 °C por 30 minutos e o sobrenadante transferido para um novo microtubo, dando inicio ao
protocolo com as colunas Pierce C18Spin (Pierce, cat #89870). Apss, a amostra foi seca,
ressuspendida em acetonitrila 3% e acido férmico 0,1% e padrdo e mantidas em -80 °C até iniciar
a espectrometria de massas.

O espectrometro de massas Xevo® G2 Q-TOF (G2 (Waters, Milford, MA) foi operado no
modo de ion nano-eletro-spray positivo e 0s dados coletados usando 0 método MSE em energia
elevada (19-45V), permitindo a aquisi¢do dos dados dos ions precursores e fragmentos numa unica

injecdo. As condicOes a fonte incluem tensdo capilar, 2,8kV; cone de amostra, 40V; cone de
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extracdo, 3.0 V e temperatura da fonte 100 °C. No entanto, as condi¢es podem variar devido as
configuracdes de tensdo do detector e do lock spray. A aquisicdo dos dados ocorreu por 70 min
com varredura na faixa de 50 - 1.500 Da. O lockspray, usado para garantir acuréacia e
reprodutibilidade, foi sera operado com solugdo de [Glul] fibrinopeptideo (1 pmol / uL), com
fluxo de 0,5 pL/min, como um ion de referéncia no modo positivo a uma relacdo m/z 785,8427.
Todas as amostras foram injetadas em triplicata técnica.

A andlise da interacdo proteina-proteina de proteinas especificas foi feita usando a
Ferramenta de Pesquisa para Recuperacdo de Genes/Proteinas Interagindo (STRING), sendo as
fontes de interacdo Textmining, Experiments, Databases e Co-expression selecionadas com
confianca media (0.400) de interag&o.

A identificagdo das proteinas foi obtida pelo software ProteinLynx Global Server (PLGS)
versdo 3.03 (Waters, Milford, MA) com algoritmo de contagem de ions incorporado ao software,
utilizando a pesquisa no banco de dados da espécie Rattus novergicus do catdlogo UniProtKB
(Universal Protein Resource) (http://www.uniprot.org). A diferenca de expresséo foi determinada
pelo software com p > 0,95 para as proteinas supra reguladas. As comparagdes foram feitas em

relacdo ao grupo Controle.

Diagrama de Venny

E ME

2>

& PE

Figura 7. Diagrama de Venny das proteinas up reguladas, down reguladas e Unicas do ovério da prole Controle (C),
Mé&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pés-natal 300.



69

2075
2076  Figura 8. Diagrama de Venny das proteinas up reguladas, down reguladas e Unicas da glandula maméria da prole
2077  Controle (C), Mé&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia p6s-natal 50.
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2082 Figura 9. Proteinas do ovario up reguladas da prole Etanol em relagdo a Controle no DPN 300.
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2085 Figura 10. Proteinas do ovario down reguladas da prole Etanol em relacdo a Controle no DPN 300.
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2088 Figura 11. Proteinas do ovério up reguladas da prole Mae Etanol em relagdo a Controle no DPN 300.
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2090  Figura 12. Proteinas do ovario down reguladas da prole Mé&e Etanol em relacéo a Controle no DPN 300.
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2093 Figura 13. Proteinas do ovario up reguladas da prole Pai Etanol em relagdo a Controle no DPN 300.
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Figura 14. Proteinas do ovéario down reguladas da prole Pai Etanol em relagdo & Controle no DPN 300.

Expressdo génica por RT-qgPCR

Os genes de interesse foram selecionados a partir dos resultados obtidos pela avalia¢do da
expressao proteica por espectrometria de massas, sendo os genes alvos eEF1, HSPE1, GSTP1,
CALML1 e ACKRL1. Apos a identificacdo das proteinas pelo software ProteinLynx Global Server,
os dados obtidos serdo buscados no banco de dados UniProtKB para localizacdo dos genes
codificantes das proteinas diferentemente expressas. Selecionamos 5 genes relacionados as
principais vias de alteracdo obtidas pela protedmica.

Amostras do ovario esquerdo (n = 5) foram removidas, alocadas em tubos criogénicos e
imersas em RNAlater (Sigma-Aldrich, R0901) por 24 h para estabilizar e preservar a integridade
do RNA. Ap0s essa etapa, as amostras foram mantidas em freezer a -80 °C até o0 momento de seu
processamento. Os experimentos de RT-qPCR foram realizados com as orienta¢fes do MIQE:
Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment (Bustin et al.,
2009).

A extracdo, do RNA foi feita segundo o protocolo presente no PureLink™ RNA Mini Kit
(Thermo Fisher Scientific, EUA). O tecido foi extraido com o tampao de lavagem presente no Kit,
sendo utilizado aproximadamente 90 mg de tecido (1,8 ml de lise + 1,8 microlitro de
mercaptoetanol) e homogeneizado em rotor mecénico. Posteriormente foi realizado a ligacdo, a
lavagem (sem tratamento com DNAse) e a eluicdo do RNA. Posteriormente foi realizado a analise
do rendimento do RNA.

A reagdo de transcricdo reversa (RT) do RNA total obtido da mama serd realizada
utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA). Esse kit
contém primers randémicos e poli- (T) que se anelam e retro transcrevem todos 0s RNAs
transcritos do genoma juntamente com a enzima transcriptase reversa. Além disso, também contém
todos os demais componentes necessarios para a conversao quantitativa de RNA total em cDNA
com alto rendimento, linearidade e precisdo. A reacdo de transcricdo reversa e condicOes de
ciclagem serdo realizadas seguindo as instru¢bes do fabricante. Cada amostra de cDNA foi
analisada no aparelho VIIATM 7 Real-Time PCR system com placas TagMan ® (Life
Technologies, EUA). As reacdes de RT-gPCR serdo realizadas no aparelho ViiIATM7 Realtime
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2126  PCR System (Life Technologies, EUA) do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do
2127  IBB/UNESP. A quantificacdo relativa da expressdo génica serd realizada pelo método do Cq
2128  comparativo.
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2131 Figura 15. Expressdo génica relativa dos alvos eEF1, HSPE1, GSTP1, CALM1 e ACKR1 no tecido ovariano da
2132 prole C, E, ME e PE no DPN 300. n = 5/grupo. Valores expressos como média £ D.P. As letras representam as
2133 diferencas em relagdo ao Controle. p < 0,05 por One-way ANOVA com pds-teste de Dunnet.

2134
2135
2136

2137 Anélise Hormonal

2138 A concentracdo plasmatica dos horménios reprodutivos, estradiol, progesterona e
2139  testosterona foram dosadas. O plasma cervical foi coletado, armazenado em tubos EDTA e
2140 alocados a -4 °C. A concentracdo plasmatica de testosterona foi determinada por ELISA
2141  competitiva (Kit Elabiscience Biotechnology CO., Houston, Texas, catalog n°: E-EL-0144, 96 T,
2142  sensibilidade de 0.17 ng/mL, faixa de deteccdo entre 0,31 a 20 ng/mL, repetibilidade com

2143  coeficiente de variacdo 10%). As amostras foram lidas em espectrofotdmetro em 450 nm.
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Figura 16. Hormdnio reprodutivo. Concentracdo plasmatica de testosterona da prole feminina dos grupos Controle
(C), Etanol (E), M&e Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pds-natal 30, 50, 150 e 300. n = 5/ grupo / idade. As letras
representam as diferencas em relacdo ao Controle. Valores expressos como média + D.P. p < 0,05 pelo two-way
ANOVA com péds-teste de Dunnet.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "0 alto consumo de etanol parental pos-pibere e o desenvolvimento e a inflamacao
mamdéria € ovariana na prole feminina nio exposta”, protocoiada sob 0 CEUA n® 3632210121 1o moi 72, Sob a responsabilidade de
Francisco Eduardo Martinez - que envolve a produgdo. manutengao ejou utilizacdo de animais pertencentes 3o filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11,794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6,899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais do Universidade Estadual
Paulista (IBBAUNESP) na reunido de 18/02/2021.

We certify that the proposal "The high postpubertal parental ethanol use and breast and ovary development and inflammation of
ethanol-nalve female offspring”, utiizing 200 Heterogenics rats (males and females), protocel number CEUA 3632210121 up 020373,
under the responsibility of Francisco Eduardo Martinez - which invalves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
In accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as wed as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Séo
Paulo State University {IBB/UNESP) in the meeting of 02/18/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)

Vigéncia da Proposta: de 032021 a 12,2023 Area: Ciénclas Bioldgicas

Origem:  Biotério do Setor de Anatomia, IBB/UNESP

Espécie;  Ratos heterogénicos sexo; Machos e Fémeas  (dade: 30 & 360 dias N: 200
Unhagem: UchA e UchB Peso: 30a450¢g

Local do experimento: Setor de Anatomia, Departamento de 8iologia Estrutural e Funcional

Botucatu, 18 de fevereiro de 2021

Prof. Dr. Wellerson Rodrigo Scarano Prof, Dr. Bruno César Schimming
Coordenador da Comissdo de Etica ne Uso de Animas Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Estadual Paulsta Universdade Estadual Paulista
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