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Impacto potencial desta pesquisa 
 

A pesquisa tem impacto para a sociedade visto o crescente uso de álcool entre os jovens, 

ressaltando a importância dos cuidados pré-concepcionais para as futuras gerações. Além disso, a 

relação do consumo parental pós-púbere sobre os parâmetros reprodutivos da prole feminina não 

exposta permanece inconclusiva, necessitando de maior atenção. Outro ponto importante é a 

avaliação da contribuição individual, materna ou paterna, ou de ambos os pais para os efeitos 

observados na prole, mostrando que a importância do cuidado pré-concepcional não é apenas da 

mãe, pois ambos os pais podem contribuir. 
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Resumo 1 

 2 

Introdução: A influência parental sobre os descendentes se inicia antes da concepção, portanto, a 3 

mãe e o pai são decisivos no desenvolvimento, nas alterações fenotípicas e na gênese de doenças 4 

na prole. Estudos prévios relataram que exposição alcoólica parental no período púbere prejudica 5 

o desenvolvimento da prole feminina e masculina, sendo os mecanismos envolvidos menos 6 

evidentes nas fêmeas. Assim, com o crescente uso do etanol entre os jovens, são necessários 7 

estudos que verifiquem seu prejuízo às futuras gerações. Dessa forma, avaliamos se o consumo de 8 

alta quantidade de etanol parental na pós-puberdade interfere no desenvolvimento, no estresse 9 

oxidativo, na inflamação e na fisiologia do ovário e da mama em diferentes idades, e a contribuição 10 

materna, paterna ou de ambos para os efeitos observados. Material e métodos: 40 casais de ratos 11 

da variedade UChB, consumidores voluntários de alta quantidade de etanol (> 2g / kg / dia), foram 12 

distribuídos em quatro grupos (n = 10 casais / grupo): controle (C), alimentados com ração e água; 13 

etanol (E), alimentados com ração, água e acesso livre ao etanol por machos e fêmeas; mães 14 

expostas ao etanol (ME), alimentados com ração e água, sendo o acesso ao etanol exclusivo das 15 

fêmeas, e pais expostos ao etanol (PE), alimentados com ração e água, sendo o acesso ao etanol 16 

exclusivo dos machos. Os animais com acesso ao etanol receberam uma garrafa de etanol a 10% 17 

do dia pós-natal (DPN) 65 ao 80, com retirada após esse período. O acasalamento ocorreu no DPN 18 

100. No nascimento da prole, as fêmeas foram monitoradas, sendo divididas em quatro fases: 19 

juvenil (DPN 30), púbere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia (DPN 300). Os ovários e as 20 

mamas foram coletados, pesados e armazenados. Uma parte da glândula mamária foi destinada 21 

para contabilizar o número de brotos terminais (TEB) e os parâmetros de crescimento. ER-α, PR, 22 

TGF- β1 e NF-kB foram analisados por Western blot. A apoptose e os folículos ovarianos foram 23 

avaliados por HE, enquanto a proliferação celular por imuno-histoquímica. Os mediadores pró-24 

inflamatórios, hormônios reprodutivos e o estresse oxidativo também foram dosados. Resultados: 25 

A prole E apresentou atraso no desenvolvimento físico, na instalação da puberdade e aumento da 26 

distância anogenital, enquanto os grupos tratados apresentaram baixo peso corpóreo pré-desmame 27 

e alteração no consumo alimentar. Na glândula mamária, observamos aumento na expressão de 28 

TGF- β1 em E, de PR em ME e ER-α em PE. Menor perímetro mamário, em E e PE, e contagem 29 

de TEBs, em PE, foi observado. Em relação ao ovário, observamos, em todos os grupos, menor 30 

expressão de ER-α e PR e aumento de citocinas pró-inflamatória. Menor porcentagem de 31 

proliferação da granulosa em PE e ME no DPN 300, e nos níveis de estradiol, em E no DPN 30, 32 

também foram observados. Menor expressão de TGF-β1 e aumento da enzima antioxidante e do 33 

NF-kB foram constatados apenas em E. Conclusões: O uso alcoólico parental pós-púbere interfere 34 

no desenvolvimento físico e nos parâmetros reprodutivos da prole feminina não exposta, com 35 

resultados modulados segundo o uso materno, paterno ou por ambos os pais. O consumo alcoólico 36 

por ambos os pais acentua seus efeitos, principalmente, sobre as características de 37 

desenvolvimento físico, níveis hormonais e puberdade. Em relação aos tecidos hormônios-38 

dependentes, o ovário mostrou-se mais suscetível comparado à glândula mamária, sendo o 39 

consumo por ambos os pais capaz de aumentar os níveis da enzima antioxidante devido a possível 40 

inflamação na idade adulta tardia. A glândula mamária alterou a expressão de receptores em idades 41 

pontuais, mas não o seu desenvolvimento geral. O consumo por ambos os pais e exclusivamente 42 

paterno alteraram maior quantidade de parâmetros. Segundo nossas análises, o consumo por ambos 43 

os pais influência significativamente a prole feminina, seguido pelo consumo exclusivamente 44 

paterno e, posteriormente, o materno. Nossos resultados contribuem na conscientização do uso do 45 

etanol precoce e pré-concepcional para as futuras gerações. 46 

 47 

Palavras-chave: preconcepção; etanol; desenvolvimento; mama; ovário; inflamação; prole; 48 

fêmeas; reprodução. 49 
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Abstract 50 

Background: Parental influence on offspring begins before conception; therefore, both mother 51 

and father are crucial in the development, phenotypic changes, and genesis of diseases in their 52 

progeny. Previous studies have reported that parental alcohol exposure during puberty impairs the 53 

development of both male and female offspring, with the mechanisms involved being less evident 54 

in females. Thus, with the high use of ethanol among young people, studies are needed to verify 55 

its impact on future generations. In this context, we evaluated whether high parental ethanol 56 

consumption in post-puberty interferes with development, oxidative stress, inflammation, and the 57 

physiology of the ovary and mammary gland at different ages, as well as the maternal, paternal, or 58 

combined contributions to the observed effects. Our results contribute to raising awareness of the 59 

impact of early and pre-conceptional ethanol use on future generations. Material and Methods: 60 

Forty pairs of UChB rats, voluntary consumers of high amounts of ethanol (> 2g/kg/day), were 61 

distributed into four groups (n = 10 pairs/group): Control (C), fed with standard chow and water; 62 

Ethanol (E), fed with standard chow, water, and free access to ethanol by males and females; 63 

Ethanol-exposed Mothers (ME), fed with standard chow and water, with ethanol access restricted 64 

to females; and Ethanol-exposed Fathers (PE), fed with standard chow and water, with ethanol 65 

access restricted to males. The animals with ethanol access received a 10% ethanol bottle from 66 

postnatal day (PND) 65 to 80, with removal after this period. Mating occurred on PND 100. Upon 67 

offspring birth, the females were monitored and divided into four phases: juvenile (PND 30), 68 

pubertal (PND 50), adult (PND 150), and late adult (PND 300). The ovaries and mammary glands 69 

were collected, weighed, and stored. A portion of the mammary gland was used to count terminal 70 

end buds (TEB) and growth parameters. ER-α, PR, TGF-β1, and NF-kB were analyzed by Western 71 

blot. HE evaluated apoptosis and ovarian follicles, while cell proliferation was assessed by 72 

immunohistochemistry. Pro-inflammatory mediators, reproductive hormones, and oxidative stress 73 

were also measured. Results: The E offspring showed delayed physical development, delayed 74 

puberty onset, and increased anogenital distance, while all groups exhibited low pre-weaning body 75 

weight and altered food intake. In the mammary gland, we observed increased TGF-β1 expression 76 

in E, PR in ME, and ER-α in PE. Reduced mammary perimeter in E and PE, and TEB counts in 77 

PE were observed. All groups showed reduced ER-α and PR expression and increased pro-78 

inflammatory cytokines regarding the ovary. Lower granulosa cell proliferation in PE and ME on 79 

PND 300 and reduced estradiol levels in E on PND 30 were also observed. Lower TGF-β1 80 

expression and increased antioxidant enzyme and NF-kB levels were found only in E. 81 

Conclusions: Post-pubertal parental alcohol use interferes with physical development and 82 

reproductive parameters in ethanol-naive offspring, with results modulated by maternal, paternal, 83 

or combined parental use. Alcohol consumption by both parents exacerbates its effects, 84 

particularly on physical development, hormonal levels, and puberty onset. Regarding hormone-85 

dependent tissues, the ovary was more susceptible compared to the mammary gland, with 86 

consumption by both parents capable of increasing antioxidant enzyme levels due to possible 87 

inflammation in late adulthood. The mammary gland altered receptor expression at specific ages 88 

but did not affect overall development. Consumption by both parents and exclusively by the father 89 

altered the most parameters. According to our analyses, consumption by both parents significantly 90 

influences female offspring, followed by exclusively paternal and then maternal consumption. 91 

 92 

Keywords: preconception; ethanol; development; mammary gland; breast; ovary; inflammation; 93 

offspring; female; reproduction. 94 

 95 

 96 
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Lista de abreviatura 97 

 98 

ADH: álcool desidrogenase 99 

AB: brotos alveolares 100 

ALDH: aldeído desidrogenase 101 

CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 102 

CEUA: Comissão de Ética no Uso Animal 103 

CEA: coeficiente de eficácia alimentar 104 

CNA: comprimento nasoanal 105 

DAG: distância anogenital 106 

EGF: fator de crescimento endotelial 107 

ERO: espécie reativa de oxigênio 108 

ER- α: receptor de estrógeno alfa 109 

FSH: hormônio luteinizante 110 

GnRH: hormônio liberador de gonadotrofina 111 

GPCC: coeficiente de ganho de peso por consumo calórico  112 

GSH: glutationa reduzida 113 

HHA: hipotálamo-hipófise-adrenal  114 

HHG: hipotálamo-hipófise-gônada 115 

IBB: Instituto de Biociência de Botucatu 116 

IGF-1: fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 117 

IL-6: interleucina 6 118 

LH: hormônio luteinizante 119 

MDA: malonaldeído 120 

NADH: fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 121 

NF-kB: factor nuclear kappa B 122 

PR: receptor de progesterona 123 

SEMO: sistema de enzimas microssomais oxidativas  124 

SOD: superóxido dismutase 125 

UCh: Universidad de Chile 126 

TNF- α: fator de necrose tumoral alfa 127 

TGF- β1: fator de crescimento transformador beta 1 128 

TED: brotos terminais finais 129 

TD: ductos terminais 130 

VEGF:  fator de crescimento endotelial vascular 131 
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Capítulo 1 170 

Introdução Geral 171 

 172 

Aspectos epidemiológicos do consumo de etanol 173 

O etanol é a droga psicoativa mais ingerida mundialmente, sendo o consumo crônico um 174 

dos principais problemas de saúde pública e responsável por 5,3% das mortes globais, ou seja, 3 175 

milhões de mortes todos os anos resultam do uso nocivo do álcool (REHM et al., 2009; BALDDIN 176 

et al., 2018, GBD, 2018; WHO, 2018). O consumo pesado caracteriza-se pela ingestão de mais de 177 

6 doses em uma ocasião, enquanto, bebedores leves à moderados podem consumir em torno de 178 

um a dois copos de bebida por dia (WHO, 2014). O consumo alcoólico, associado a dose e a 179 

frequência da ingestão, pode causar direta ou indiretamente mais de 60 tipos de doenças, incluindo 180 

a dependência alcoólica e a suscetibilidade ao desenvolvimento de câncer (HHS, 2005; BALDDIN 181 

et al., 2018; VARGHESE, 2022). O uso do etanol pode impactar o consumidor de diferentes 182 

formas. De acordo com a Incidência de Doenças Mundiais (GBD, 2018), 27,1% das mortes 183 

femininas e 18,9% das masculinas foram acometidas pelo câncer atribuído ao uso alcoólico em 184 

consumidores com mais de 50 anos. Os parâmetros reprodutivos femininos e masculinos, tanto em 185 

modelos experimentais (OREMOS; AKANG, 2015; SRIVASTAVA et al., 2018) quanto em 186 

humanos (EGGERT et al., 2004; SANSONE et al., 2018; VARGHESE, 2022), também são 187 

afetados. As moléculas tóxicas do etanol podem atingir, direta ou indiretamente, as gônadas, 188 

conduzir ao estresse oxidativo, prejudicar a integridade do DNA germinativo, bem como interferir 189 

no desenvolvimento do embrião (JANA et al., 2010; FAN et al., 2017; GANGISETTY et al., 190 

2022).  191 

 192 

Metabolismo do etanol 193 

Os efeitos nocivos e toxicológicos do etanol no organismo humano são consequência de 194 

seu metabolismo que, dentre os variados fatores, podem ocasionar hipóxia no fígado, interações 195 

entre os metabólitos do etanol e os componentes celulares e aumento de fatores de necrose tumoral 196 

e espécies reativas de oxigênio (ERO), conduzindo ao estresse oxidativo (ZAKHARI, 2006). O 197 

etanol atravessa as membranas biológicas devido a sua elevada capacidade de difusão. Sua 198 

distribuição é proporcional ao conteúdo relativo de água existente nos tecidos e o equilíbrio do 199 

etanol no plasma é alcançado rapidamente (CEDERBAUM, 2012). Dessa forma, as mulheres 200 

apresentam maior eliminação alcoólica, menor distribuição do etanol devido a maior proporção de 201 
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gorduras, mantendo-o mais concentrado no organismo, e alcançam mais rapidamente altas 202 

concentrações de etanol plasmáticas (COLE-HARDING; WILSON, 1987; CEDERBAUM, 2012).  203 

Após a ingestão alcoólica, ocorre a metabolização, sendo o fígado responsável por 204 

metabolizar aproximadamente 90% do etanol, enquanto 10% é excretado pelos pulmões, rins e 205 

suor (CEDERBAUM, 2012). A metabolização inicial ocorre no estômago, com isoformas da 206 

enzima álcool desidrogenase (ADH), convertendo etanol à acetaldeído e o fígado executa a maior 207 

parte da oxidação devido a extensa disponibilidade de ADH. Três vias estão envolvidas na 208 

metabolização: a ADH, o sistema de enzimas microssomais oxidativas (SEMO) e a catalase. A via 209 

pela ADH é a principal delas e, quando sua atividade se encontra suprimida, ocorre a 210 

metabolização pelo SEMO, ativado pelo consumo crônico de etanol. A enzima catalase é a menos 211 

usual, localizada nos peroxissomos (ZAKHARI, 2006). Qualquer umas das vias origina o 212 

acetaldeído, substância altamente reativa e tóxica ao organismo, conduzindo à danos teciduais, 213 

formações de ERO e alteração nas reações de redução-oxidação das células hepáticas (ZAKHARI, 214 

2006).  215 

Na catalisação do acetaldeído à acetato pela enzima aldeído desidrogenase (ALDH), é 216 

necessária a intermediação de carreadores de elétrons, NAD+, reduzido à NADH (ZAKHARI, 217 

2006). Com a diminuição na proporção NAD+/NADH, reações importantes como glicólise, ciclo 218 

do ácido cítrico, gliconeogênese e oxidação de ácidos graxos são inibidas (CEDERBAUM, 2012). 219 

O acetato, em excesso, pode aumentar o fluxo sanguíneo no fígado, afetar processos metabólicos 220 

e deprimir o sistema nervoso central (ZAKHARI, 2006). 221 

 222 

Os efeitos do etanol sobre a reprodução humana 223 

Aproximadamente 15% dos casais que tentam engravidar apresentam sinais de 224 

infertilidade, sendo o declínio no volume espermático ao longo dos anos assim como as disfunções 225 

sexuais femininas contribuintes para isso (SHARLIP et al., 2002; SENGUPTA; DUTTA; 226 

KRAJEWSKA-KULAK, 2016). Sabe-se que os hábitos cotidianos, incluindo a dieta, a prática de 227 

exercícios físicos e a exposição ambiental, são moduladores do organismo (ASIMES et al., 2018; 228 

KONG et al., 2024). Nessa perspectiva, ressalta-se os prejuízos do uso de etanol e outras drogas à 229 

saúde humana, no entanto, seus efeitos sobre os parâmetros reprodutivos necessitam de maiores e 230 

constantes investigações (BARAZANI et al., 2014). O etanol pode interferir diretamente no eixo 231 

hipotálamo-hipófise-gônada/adrenal (HHG/HHA) e nas gônadas, ter caráter epigenético e 232 

diminuir a expectativa de vida (CARTER et al., 2014; MASEMOLA et al., 2015; BALDDIN et 233 

al., 2018; KONG et al., 2024). 234 

O consumo crônico feminino pode afetar de diversas maneiras a fertilidade, com ao menos 235 

uma desordem reprodutiva relatada em mais da metade das bebedoras frequentes (WILSNACK, 236 
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1984). O consumo excessivo associado às desordens ascende a relação da dose em amplificar os 237 

efeitos observados. Irregularidade menstrual, infertilidade, abortamento e parto prematuro foram 238 

maiores durante a alta ingestão alcoólica, enquanto o atraso no início da menopausa, 239 

suscetibilidade aumentada a endometriose e taxas diminuídas de engravidar associaram-se ao 240 

consumo independentemente da dose (EGGERT, THEOBALD; ENGFELDT, 2004; TANERI et 241 

al., 2016). O consumo alcoólico moderado também foi correlacionado com menor sucesso de 242 

inseminação artificial, menores taxas de fecundidade, com resposta dose-dependente no sexo 243 

feminino, e redução na taxa de sucesso na fertilização in vitro quando ambos os parceiros 244 

consumiam etanol (ZAADSTRA et al., 1994; JENSEN et al., 1998; ROSSI et al., 2011). 245 

A ingestão masculina também apresenta prejuízos notáveis à reprodução. A diminuição na 246 

concentração espermática, o aumento de espermatozoides morfologicamente defeituosos e as 247 

baixas concentrações de testosterona foram reportados pela primeira vez em alcoólatras, em 1985 248 

(KUCHERIA; SAXENA; MOHAN, 1985). Além disso, Pajarinen e Karhunen (1994) encontraram 249 

parada parcial ou completa da espermatogênese em mais da metade dos consumidores crônicos. 250 

O consumo crônico conduz a desregulações hormonais e altera os parâmetros espermáticos, 251 

incluindo o volume, a contagem e a motilidade dos espermatozoides (MUTHUSAMI; 252 

CHINNASWAMY, 2005; HANSEN et al, 2012, KONG et al., 2024). Em contraste ao uso crônico, 253 

o uso moderado não se associou a qualidade espermática, mas ao aumento de testosterona 254 

(JENSEN et al., 2014). Enquanto a alta ingestão de etanol tem efeitos visíveis, doses baixas à 255 

moderadas ainda estão em debate (SANSONE et al., 2018).  256 

 257 

Os efeitos do etanol sobre a descendência  258 

Além do consumidor, o etanol também é fator de risco para a descendência. A exposição 259 

alcoólica uterina é, sem dúvida, precursora de diversas doenças para a prole (KAMINEN-AHOLA 260 

et al., 2010; AN; ZHANG, 2013; LIANG et al., 2014), ressaltando seus efeitos diretos sobre o 261 

desenvolvimento dos descendentes (POPOVA et al., 2023). A teratogenicidade do etanol em 262 

progênies expostas intrauterinamente induziu menor massa corpórea e dos órgãos, modificações 263 

no padrão de transcrição dos genes, risco aumentado de mutagênese e aumento na taxa de 264 

mortalidade (BADR; BADR, 1975; MURILLO-FUENTES et al., 2001; KAMINEN-AHOLA et 265 

al., 2010; AN; ZHANG, 2013; LIANG et al., 2014 POPOVA et al., 2023). Em adição, aumenta a 266 

suscetibilidade da prole em consumir o etanol e outras drogas ao longo da vida (PFINDER; 267 

LIEBG; FELDMANN, 2014). O baixo consumo gestacional também pode interferir no 268 

desenvolvimento dos descendentes com efeitos pronunciados sobre as funções cognitivas, 269 

reduzindo a aprendizagem e memória, além de diminuir a expectativa de vida da prole 270 

(VAGLENOVA; PETKOV, 1998).  271 
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Contudo, estudos têm verificado a ligação entre o consumo alcoólico pré-concepcional 272 

paterno e materno e o desenvolvimento das futuras gerações ( ZHOU, 2019; LEE et al., 2020; 273 

FIORAVANTE et al., 2021). O estilo de vida dos pais, como a dieta, o estado metabólico, a 274 

exposição a compostos tóxicos e a genética parental modulam a saúde, o desenvolvimento e a 275 

expressão gênica dos filhos (LANE et al., 2014; GUTHERZ et al., 2022). Na concepção, os 276 

gametas fornecem o material genético paterno e materno para a formação do embrião, juntamente 277 

com informações adicionais que refletem as exposições e experiências anteriores (LANE et al. 278 

2014). Esses processos de programação das células germinativas são capazes de impactar o 279 

fenótipo da prole e sua plasticidade de desenvolvimento (BEDY et al., 2019). As alterações na 280 

prole podem ocorrer por diversos motivos, incluindo por meio da programação fetal, mecanismo 281 

vital para sobrevivência do feto em condições intrauterinas inadequadas (MARCINIAK et al., 282 

2017). Contudo, esse ambiente desfavorável durante o desenvolvimento fetal pode originar 283 

doenças crônicas tardias nos filhos (CAROLAN-OLAH et al., 2015). Os mecanismos epigenéticos 284 

também são fatores adicionais associados as alterações fenotípicas da progênie (MONTESINOS 285 

et al. 2016; ASIMES et al., 2017; 2018), sendo a exposição alcoólica parental capaz de interromper 286 

hereditariamente fatores fundamentais da programação epigenética (MAHNKE et al., 2017; 287 

YOUNG et al., 2022). Alterações epigenéticas são modificações químicas no DNA ou nas histonas 288 

que influenciam a expressão genética e frequentemente ocorrem em resposta a exposições 289 

ambientais, sendo esses mecanismos potentes em programar o desenvolvimento no contexto das 290 

“Origens Desenvolvimentistas da Saúde e da Doença (DOHaD)” (BIANCO-MIOTTO et al., 2017; 291 

GUTHERZ et al., 2022). A programação do desenvolvimento se refere a eventos no início da vida 292 

ou durante o desenvolvimento de um órgão específico que podem programar esse indivíduo para 293 

um risco aumentado de doença crônica na idade adulta (BARKER et al., 1990).  294 

Nessa perspectiva, ressalta-se que o uso de etanol precoce pode apresentar efeitos a longo 295 

prazo, tanto para o consumidor como para a descendência (FIORAVANTE et al., 2022). 296 

Alterações em vias apoptóticas e inflamatórias e falhas no funcionamento dos eixos HHA/HHG 297 

foram observados em roedores adultos expostos ao etanol durante a puberdade, ressaltando seus 298 

prejuízos na vida adulta, mesmo após a abstinência (LAMONT et al., 2020, ZHANG et al., 2005). 299 

Além disso, tanto o alto quanto o baixo consumo de álcool na puberdade pode diminuir a 300 

capacidade reprodutiva na vida adulta, com a redução no tamanho da ninhada, observado em 301 

roedores (FIORAVANTE et al., 2022). 302 

A nutrição da mulher antes da gravidez também é um dos fatores que afeta a resposta 303 

metabólica materna (KIND et al., 2006). Interferências no sistema imunológico e endócrino 304 

podem afetar a via de comunicação hormonal materno-fetal, o desenvolvimento de metabólitos 305 

fetais e as funções endócrinas da prole (ZHANG et al., 2005). A ingestão alcoólica, além de 306 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou%20Q%5BAuthor%5D
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interferir no balanço energético e no metabolismo termogênico, pode conduzir ao estado 307 

nutricional deficiente (SEBASTIANI et al., 2018). Assim, o suprimento de nutrientes fetais pode 308 

ser alterado por meio de vários mecanismos, incluindo a inadequada absorção e distribuição de 309 

nutrientes e o aumento da excreção urinária de micronutrientes essenciais (SEBASTIANI et al., 310 

2018). Hiperresponsividade ao estresse, baixo peso corporal da prole (JABBAR et al., 2016) e 311 

inadequada função placentária, observada por alterações na morfologia placentária, expressão 312 

gênica e programação de restrição de crescimento fetal (GARDBEJER et al., 2014), foram 313 

constatados pelo uso alcoólico materno na preconcepção. As experiências paternas também são de 314 

grande importância para a descendência (LANE et al., 2014; BEDI et al., 2019). O fluido seminal 315 

estimula o trato reprodutivo feminino a produzir fatores de crescimento e citocinas que protegem 316 

o embrião (ROBERTSON, 2005). Mudanças na sinalização seminal devido à exposição ambiental 317 

são capazes de influenciar o fenótipo dos filhos (BROMFIELD et al., 2014). Redução no peso do 318 

saco gestacional e diminuição na eficiência placentária da prole foram observados pelo uso de 319 

álcool paterno (CHANG et al., 2017). Assim, o histórico de vida parental define o curso de vida 320 

dos filhos (ASIMES et al., 2018). A existência da relação entre a dieta dos pais e as alterações na 321 

descendência são cada vez mais conclusivas, sendo que o padrão alimentar dos pais pode exacerbar 322 

processos inflamatórios e modificar a expressão gênica e o desenvolvimento mamário na prole 323 

feminina, com aumento na suscetibilidade ao câncer (WALKER, 2011; FONTENELES et al., 324 

2016). Em relação ao consumo alcoólico materno e paterno na preconcepção, nosso grupo 325 

constatou atraso no desenvolvimento físico e no início da puberdade, baixo peso corpóreo e dos 326 

órgãos reprodutivos na prole (FIORAVANTE et al., 2020).  327 

Caracterizado os impactos do etanol no consumidor e no feto exposto, há pouco 328 

entendimento da relação entre o uso crônico precoce e seus impactos nos descendentes não 329 

expostos (TERASAKI; SCHWARZ, 2016; BEDY et al., 2019). Sabe-se que condições 330 

inadequadas de desenvolvimento podem conduzir a programação fetal (ZHANG et al., 2005; 331 

HOCHBERG et al., 2011; LILLYCROP; BURDGE, 2014; RANDO; SIMMONS, 2015). Apesar 332 

do nosso grupo ter relatado algumas alterações no desenvolvimento e parâmetros reprodutivos 333 

provinda de consumo alcoólico parental na adolescência (FIORAVANTE et al., 2021), poucos 334 

mecanismos foram desvendados nas fêmeas. Assim, torna-se desafiador avaliar a relação entre o 335 

uso de etanol pré-concepcional e seus impactos na prole feminina não exposta (TERASAKI; 336 

SCHWARZ, 2016; BEDY et al., 2019), principalmente sobre órgãos relacionados à reprodução, 337 

como a mama e o ovário, e suscetíveis ao desenvolvimento de doenças por fatores hormonais, 338 

genéticos e epigenéticos (XIE et al., 2021).   339 

 340 

 341 
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Ovário e mama: estrutura e funcionamento  342 

Estudos apoiam que a saúde, o estilo de vida e o estado nutricional nos períodos pré-343 

concepcionais são essenciais para o normal desenvolvimento do feto (BEDI ET AL., 2019; 344 

ÖZTÜRK et al., 2021). Assim, tantos os mecanismos epigenéticos, ocasionados pelas exposições 345 

ambientais anteriores à concepção, como a programação fetal exercem um impacto significativo 346 

na saúde e no desenvolvimento da prole (CHANG et al., 2017; MARCINIAK et al., 2017).  347 

Recentemente, nosso grupo relatou alterações reprodutivas e físicas na prole feminina provinda de 348 

pais bebedores de etanol durante a puberdade (FIORAVANTE et al., 2021), entretanto, poucos 349 

mecanismos foram desvendados. Nessa perspectiva, ressalta-se a importância de aprofundar o 350 

conhecimento, principalmente, em órgãos hormônio-dependentes, como o ovário e a glândula 351 

mamária. 352 

O ovário se diferencia no período fetal, sendo dividido anatomicamente em regiões cortical, 353 

medular e intersticial (ROBKER et al., 2009).  Suas principais funções são a gametogênese, para 354 

a reprodução, e a produção de hormônios esteroides e outros fatores que atendam às necessidades 355 

endócrinas do organismo (ZHAO et al., 2021). A gametogênese, em humanos, inicia-se durante o 356 

desenvolvimento embrionário pela migração das células germinativas primordiais à crista gonadal. 357 

Essas células formam os folículos primordiais, contendo a reserva ou estoque ovariano (PIPREK, 358 

2016). Durante a 20ª semana gestacional, há em torno de 6 a 7 milhões de folículos primordiais. 359 

Após o nascimento, os folículos primordiais decrescem para 1 a 2 milhões, e na puberdade restam 360 

apenas 400.000. Após o período púbere, há o constante recrutamento e ativação dos folículos 361 

primordiais que se diferenciam até se tornarem folículos antrais. Apenas uma parcela desses 362 

folículos se desenvolve em pré-ovulatórios, enquanto a maioria sofre atresia (PIPREK, 2016). O 363 

constante recrutamento e seleção de folículos conduz a uma diminuição contínua e progressiva no 364 

estoque de folículos primordiais disponíveis. Assim, a menopausa surge após o esgotamento dos 365 

folículos ovarianos, destacando a importância da reserva ovariana na duração da vida reprodutiva 366 

(FADDY; GOSDEN, 1995). 367 

Na mesma perspectiva, em roedores, os folículos iniciam sua maturação a partir do dia pós-368 

natal (DPN) 15 (PICUT et al., 2015), evoluindo de primordial à folículo ovulatório, liberado a 369 

partir do primeiro estro na puberdade (HAO et al., 2019). A idade reprodutiva das fêmeas inicia-370 

se a partir da maturidade sexual e limita-se até aproximadamente o 15º mês. Os estágios de vida 371 

da fêmea podem ser divididos em períodos neonatal, infantil, juvenil, pré-puberal, puberal, pós-372 

puberal e adulto (PICUT et al., 2015) e cada período é marcado por interações neuroendócrinas, 373 

necessárias para o normal desenvolvimento. Alterações teciduais, como o desequilíbrio entre a 374 

proliferação celular e a apoptose, induzem a processos inflamatórios, sendo a inflamação crônica 375 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C3%96zt%C3%BCrk%20HN%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C3%96zt%C3%BCrk%20HN%5BAuthor%5D
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contribuinte na progressão de doenças (SAVANT et al., 2018). A figura 1 representa o 376 

desenvolvimento folicular ovariano. 377 

 378 

 379 

Figura 1. Desenvolvimento folicular. Os folículos podem ser classificados em: folículo primordial: composto pelo 380 

oócito primário circundado por uma única camada de células da pré-granulosa em formato achatado; folículo primário: 381 

o oócito primário está envolvido por uma única camada de células da granulosa em formato cuboide; folículo 382 

secundário: o oócito primário está circundado por mais de uma camada de células da granulosa; folículo terciário 383 

(também conhecido como folículo antral): o oócito primário está cercado por várias camadas de células da granulosas 384 

e há a formação do antro (espaço constituído de fluido); folículo de Graaf (também conhecido como folículo 385 

ovulatório): estágio tardio do folículo antral, no qual o oócito primário é cercado pelo cumulus oophorus. Após a 386 

oocitação, os corpos lúteos são formados (não mostrado). Fonte: HAO et al., 2019 387 

 388 

Em relação a glândula mamária, essa é uma estrutura complexa formada por parênquima e 389 

estroma e inicia seu desenvolvimento a partir do 10º dia gestacional em roedores (RUSSO et al., 390 

1982; POLANCO et al., 2010). O botão mamário proeminente, rodeado por mesênquima mamária, 391 

se estende ao longo do tecido gorduroso primitivo por volta do 17º dia gestacional (BERRYHILL 392 

et al., 2016). O desenvolvimento da glândula é essencialmente inativo do nascimento até a 393 

puberdade, à medida que o epitélio continua a crescer isometricamente, ou seja, cresce 394 

correspondente ao tamanho geral do animal. Durante a primeira semana de vida pós-natal, a 395 

glândula mamária é constituída por uma única glândula primária que se ramifica em 3 a 5 ductos 396 

secundários. Esses ductos primários se ramificam em brotos terminais finais (TEBs), sendo 397 

estruturas especializadas em forma de clava localizadas na ponta dos ductos.  A densidade dos 398 

TEBS se torna progressiva, atingindo seu máximo entre 21 e 28 dias pós-natal (DPN) (RUSSO et 399 

al., 1982). Este período de desenvolvimento é denominado “estágio ductal”. No início da função 400 

ovariana, na puberdade, e durante a maturidade sexual, o alongamento ductal é iniciado e os TEBs 401 

ramificam-se ao longo do estroma fibroso até encontrarem os limites da camada de gordura, ponto 402 

em que os botões terminais regridem. A diferenciação contínua forma os ductos terminais (TD) ou 403 

os brotos alveolares (ABs), iniciando o “estágio de broto alveolar” (STANKO; KISSLING, 2016). 404 
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A atividade ovariana marca outro passo na diferenciação mamária e alguns ABs podem se 405 

diferenciar em um aglomerado de 10 a 12 alvéolos, formando uma estrutura lobular primitiva 406 

(RUSSO et al., 1982). O desenvolvimento lobular se dá como “pequenas explosões” de alvéolos 407 

a cada ciclo estral. A formação do lóbulo 1 sinaliza o início do “estágio lobular” que progride até 408 

alcançar estruturas lobulares mais complexas (lóbulos do tipo 2 e tipo 3) (CARDIFF et al. 2000). 409 

Normalmente, o mini remodelamento mamário a cada ciclo menstrual não regride totalmente ao 410 

final do ciclo. Assim, o desenvolvimento epitelial continua gradualmente durante a adolescência 411 

até a vida adulta (RUSSO; RUSSO, 2004 ).  Os lóbulos mais complexos são alcançados apenas na 412 

gestação e a lactação e sinaliza uma glândula mamária totalmente diferenciada, sofrendo involução 413 

posteriormente (RUSSO; RUSSO, 2004 ; BERRYHILL et al., 2016).  414 

 A diferenciação entre o número de TEBs em relação aos ABs é observada até o DPN 56, 415 

com diminuição dos TEBs e aumento dos ABs. Após o DPN 84, ocorre a estabilidade entre TEB, 416 

AB e lóbulos, sendo que a mama começa a sofrer involução após o 14º (RUSSO et al, 1982). A 417 

figura 2 representa o desenvolvimento da glândula mamária. A figura 2 representa o 418 

desenvolvimento mamário. 419 

 420 

 421 

Figura 2. Desenvolvimento mamário. a) Extremidades dos ductos evoluindo em botões terminais (TEBS); b) Na 422 

puberdade, os TEBs se diferenciam em brotos alveolares (ABs); c) Durante a gestação, os ABs diferenciam-se em 423 

conjuntos de alvéolos formando os lóbulos mais complexos. Fonte: Russo et al. 1982. 424 

 425 

 No rato, encontramos seis pares de glândulas mamárias, sendo uma cervical, duas 426 

torácicas, uma abdominal e duas inguinais.  Cada coxim adiposo é hospedeiro de um linfonodo 427 

que, por ser uma estrutura facilmente identificável, pode ser usado como ponto de referência para 428 

analisar a árvore mamária (figura 3). Comumente, a quinta glândula é a mais diferenciada e a 429 

primeira glândula torácica é a menos diferenciada, destacando um gradiente de desenvolvimento 430 

(MCNALLY; STAIN, 2017). 431 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ca.22165?casa_token=JfXH7T35FcsAAAAA%3AqkfvLX8QBNtZH_JTLEHSzK11aKeaBGodb_wjynWn6e6096xEahYGLYwtQ8c2wpr_SPAQsLIKWVcCCTA#bib140
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ca.22165?casa_token=JfXH7T35FcsAAAAA%3AqkfvLX8QBNtZH_JTLEHSzK11aKeaBGodb_wjynWn6e6096xEahYGLYwtQ8c2wpr_SPAQsLIKWVcCCTA#bib140


13 

 

 

 432 
Figura 3. Árvore mamária. Montagens inteiras da glândula mamária de camundongo coradas com Carmin. As figuras 433 

evidenciam as alterações no ducto mamário durante a puberdade, adulta virgem, gravidez, lactação e involução. Note 434 

a presença dos linfonodos. Fonte: Mcnally & Stain, 2017.  435 

 436 

Modelos experimentais: ratos predispostos geneticamente ao consumo voluntário de etanol 437 

(UChB) 438 

Estudos em humanos são limitados por questões éticas, sendo a solução parcial a utilização 439 

de modelos experimentais como ratos, camundongos, primatas não humanos, entre outros que 440 

permitam a inferência e a extrapolação dos resultados às condições da sociedade. Os ratos Wistar 441 

da variedade UCh (Universidad de Chile), reproduzidos no Chile desde a década de 40, são 442 

bebedores voluntários de etanol e expuseram o conceito da herdabilidade e da predisposição 443 

genética ao consumo alcoólico (MARDONES; SEQUOIA- RIQUELME, 1953). Os ratos UChB 444 

ingerem alta quantidade de etanol (MARDONES; SEQUOIARIQUELME, 1983) e são 445 

considerados modelo experimental adequado, pois fornecem conhecimento sobre os efeitos do 446 

consumo alcoólico voluntário, semelhante ao observado na sociedade (GAPP et al., 2014; 447 

MENDES et al., 2011, AMORIM et al., 2011). Embora as alterações decorrentes do consumo 448 

alcoólico sejam observadas em humanos e em modelos experimentais, os resultados devem ser 449 

interpretados com cautela devido a notável resposta dos modelos frente aos insultos oferecidos nos 450 

métodos empregados (GABRIELSEN; TANRIKUT, 2015).  451 

 452 

Justificativa  453 

 454 

A literatura especializada sustenta a conclusão de que a influência paterna e materna sobre 455 

os descendentes se inicia antes da concepção, sendo o histórico de vida parental como a dieta, o 456 
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estresse e a exposição a compostos tóxicos, como o etanol, decisivo nas alterações fenotípicas, no 457 

desenvolvimento fetal e pós-natal e na gênese de doenças na prole (LANE et al., 2014; ASIMES 458 

et al., 2018). Nosso grupo relatou que a exposição alcoólica parental precoce prejudicou os 459 

parâmetros de desenvolvimento e reprodução da prole feminina e masculina não exposta, porém 460 

os mecanismos de ação não foram evidenciados nas fêmeas (FIORAVANTE et al., 2020). Com o 461 

crescente consumo alcoólico entre os jovens (MONTESINOS et al. 2016), é relevante investigar 462 

se o uso de altas quantidade de etanol pós-púbere por mães, pais ou ambos prejudicam o 463 

desenvolvimento, induz inflamação e estresse oxidativo e altera o perfil de expressão de proteínas 464 

e de genes na mama e no ovário da prole feminina não exposta. Os impactos da exposição alcoólica 465 

fetal são estabelecidos em humanos e modelos experimentais (SILVA et al., 1981; 466 

CANTACORPS et al., 2017; LAMONT et al., 2020), no entanto, a relação do consumo parental 467 

pós-púbere sobre os parâmetros reprodutivos da prole feminina permanecem inconclusivos. Nosso 468 

trabalho contribuirá na conscientização das consequências do uso do etanol precoce para as futuras 469 

gerações. Verificamos a contribuição de ambos os pais e a individual, materna e paterna, e as 470 

alterações na prole feminina, auxiliando, em cunho translacional, para o estabelecimento de 471 

métodos e cuidados preventivos. 472 

 473 

Hipóteses 474 

 475 

O consumo de alta quantidade de etanol parental pós-púbere afeta o desenvolvimento físico 476 

da prole, bem como altera os mediadores pró-inflamatórios, o equilíbrio das enzimas 477 

antioxidantes, os receptores e os hormônios relacionados a fisiologia do ovário e da mama da prole 478 

feminina não exposta, com contribuição dependente da exposição alcoólica materna, paterna ou 479 

de ambos. 480 

 481 

Objetivos 482 

Geral  483 

Investigamos se o consumo de alta quantidade de etanol pós-púbere parental interfere no 484 

desenvolvimento da prole, no perfil inflamatório e hormonal, no balanço oxidativo e nos 485 

parâmetros do ovário e da mama. Também verificamos se alterações na prole feminina não exposta 486 

são dependentes da contribuição materna, paterna ou de ambos.  487 

 488 

Específicos  489 



15 

 

 

➢ Mensurar os parâmetros biométricos da prole feminina ao longo da vida (consumo 490 

alimentar, crescimento corpóreo e desenvolvimento físico); 491 

➢ Verificar o desenvolvimento ovariano e mamário na prole feminina por análises 492 

morfológicas e morfométricas;  493 

➢ Verificar se há alterações ovariana e mamária na prole feminina por análise dos receptores 494 

de estradiol, progesterona, fator de crescimento, proliferação e apoptose; 495 

➢ Avaliar o perfil inflamatório e o estresse oxidativo ovariano e mamário na prole feminina; 496 

➢ Mensurar os hormônios reprodutivos progesterona e estradiol da prole. 497 

 498 

Material e Métodos 499 

Delineamento experimental 500 

Comissão de ética 501 

Esse projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA nº 502 

3632210121). 503 

 504 

Animais  505 

Rattus norvegicus albinus, da variedade UChB, ratos predispostos geneticamente ao 506 

consumo voluntário de alta quantidade de etanol, provenientes do Biotério do Departamento de 507 

Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biociências de Botucatu (IBB/UNESP) 508 

constituíram os grupos. 509 

Quarenta machos e quarenta fêmeas foram utilizados e mantidos em caixas de polietileno 510 

(43×30×15 cm) com fundos sólidos, forradas com substrato de maravalha, sob condições 511 

controladas (23 ± 1 °C, umidade 55 ± 5% e luz das 6h às 18h) e nutridos com água filtrada e ração 512 

comercial para roedores ad libitum. Aos 65 dias de idade, os ratos foram distribuídos 513 

aleatoriamente em quatro grupos: controle (C), alimentados apenas com ração e água; etanol (E), 514 

alimentados com ração, água e acesso livre ao etanol por machos e fêmeas; mães expostas ao 515 

etanol (ME), alimentados com ração e água, sendo o acesso ao etanol exclusivo das fêmeas, e pais 516 

expostos ao etanol (PE), alimentados com ração e água, sendo o acesso ao etanol exclusivo dos 517 

machos. As fêmeas do grupo ME, os machos PE e as fêmeas e machos E foram expostos ao etanol 518 

por 15 dias consecutivos, portanto, foi fornecido acesso livre a solução de etanol a 10% do DPN 519 

65 - 80, fase correspondente à pós-puberdade (PICUT, et al. 2014). O etanol foi retirado após este 520 

período e o consumo calculado por: (etanol consumido (ml) / 15 × 100) / peso corporal (g). Apenas 521 

animais com ingestão > 2 g / kg / dia foram selecionados para continuar no experimento 522 
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(MARDONES; SEGOVIA-RIQUELMI, 1983). Cada grupo (C, E, ME e PE) foi constituído por 523 

10 fêmeas e 10 machos, sendo que o acasalamento ocorreu entre o DPN 100 – 110, maduros 524 

sexualmente. Uma fêmea foi alocada na caixa de um macho durante a fase de proestro, mantendo-525 

os juntos durante todo o período noturno. De manhã, foi realizado o lavado vaginal para 526 

constatação da prenhez pela presença de espermatozoides. Após constatado a prenhez, os 527 

parâmetros maternos foram acompanhados durante o período gestacional e lactacional. No 528 

nascimento a prole foi reduzida a oito filhotes por mãe (4 fêmeas / 4 machos) para manter 529 

disponibilidade igualitária de nutrientes. A prole feminina foi monitorada do nascimento à idade 530 

adulta. Após o desmame no DPN 21, a prole feminina (n = 40 / grupo) dos grupos C, E, ME e PE 531 

foi distribuída aleatoriamente para eutanásia nas fases: juvenil (DPN 30), púbere (DPN 50), adulta 532 

(DPN 150) e adulta tardia (DPN 300), totalizando dez fêmeas por grupo em cada fase. As fases 533 

consistiram em analisar e comparar o desenvolvimento inicial e final do ovário e da mama, sendo 534 

que na fase infantil e tardia o ovário e a mama estão em desenvolvimento, na fase púbere o eixo 535 

HHG está ativo, com estabelecimento de resposta hormonal, e a partir da fase adulta ocorre a 536 

maturidade, mantendo avaliação até o início da senescência reprodutiva para verificar o processo 537 

de involução, possíveis alterações e indução de processo inflamatório. A partir da fase púbere, as 538 

ratas foram eutanasiadas em estro. A figura 4 esquematiza o delineamento experimental. 539 

 540 

Figura 4. Delineamento experimental. As fêmeas do grupo mães expostas ao etanol (ME), os machos do grupo pais expostos 541 
ao etanol (PE) e as fêmeas e machos do grupo etanol (E) tiveram acesso livre ao etanol a 10% do dia pós-natal (DPN) 65 ao 542 
80, sendo abstidos após esse período. Os animais acasalaram no DPN 100 e após constatado a prenhez, dada como dia 543 
gestacional (DG) 0, os parâmetros maternos foram acompanhados até o dia lactacional (DL) 21, data referente ao desmame da 544 
prole. A prole feminina teve sua dieta e ganho de massa corpórea acompanhada após o DPN 21, sendo coletado o tecido 545 
ovariano e mamário e realizado as análises nas fases juvenil (DPN 30), púbere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia 546 
(DPN 300). 547 

 548 
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Características do desenvolvimento físico 549 

Os parâmetros relacionados ao desenvolvimento físico (descolamento das orelhas, 550 

surgimento de pelos, abertura dos olhos e erupção dos dentes incisivos) foram avaliados 551 

diariamente, desde o nascimento, na prole feminina. 552 

 553 

Peso corpóreo, distância anogenital e comprimento nasoanal 554 

A distância anogenital (DAG), correspondente a distância do ânus ao tubérculo genital, e 555 

o comprimento nasoanal (CNA), correspondente a distância do ânus à narina, foram validadas por 556 

paquímetro digital no DPN 1, 7, 14 e 21, fases neonatal, infantil e juvenil (PICUT et al., 2015). A 557 

DAG relativa foi por: (
𝐷𝐴𝐺

√𝑝𝑒𝑠𝑜3 ), conforme proposto por GALLAVAN et al. (1999) e o CNA relativo 558 

por: (
𝑝𝑒𝑠𝑜

CNA (cm)
). O peso corpóreo da prole foi medido semanalmente por balança analítica do 559 

nascimento ao DPN 203. 560 

 561 

Análises da glândula mamária 562 

 563 

Coleta da mama 564 

As proles femininas dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol 565 

(PE) foram eutanasiadas por inalação de dióxido de carbono seguido de decapitação para coleta 566 

do sangue cervical nas fases juvenil (DPN 30), púbere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia 567 

(DPN 300), totalizando dez fêmeas por grupo em cada fase. A partir da fase púbere, foi realizado 568 

lavado vaginal para constatação do estro.  569 

A quinta glândula mamária abdominal direita e esquerda foi coletada e dissecada. Os lados 570 

direitos da mama (n = 10) foram alocados em lâminas de vidro (10 cm por 7,5 cm), secos ao ar 571 

por 10 minutos e fixados em solução de formaldeído a 10% em tampão PBS (pH 7.4) por 48 horas 572 

para análises histológicas (estrutura e morfometria). Após fixação, as lâminas de mama foram 573 

lavadas em água corrente por 5 vezes e alocadas em álcool 70% para posterior utilização 574 

(montagem total e cortes histológicos). Os lados esquerdos da mama (n = 10) foram congelados 575 

em nitrogênio líquido e armazenados a -80 ºC para análises moleculares. 576 

 577 

Montagem total da mama 578 

Para analisar o desenvolvimento da glândula mamária, o protocolo de Russo e Russo 579 

(2004) foi seguido. As lâminas contendo as mamas direitas (n= 5/ fase / grupo) foram colocadas 580 

em recipiente com Carmine Alum Stain (C1022, Sigma-Aldrich ®) e mantidas imersas por 2-4 581 

dias. Para preparação do corante, 1 g de carmim e 2,5g de alumínio potássio sulfato (237086, 582 
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Sigma-Aldrich ®) foram dissolvidos em 500 ml de água destilada, fervidos por 20 minutos e o 583 

volume final ajustado para 500 ml de água. Depois de coradas, as lâminas foram lavadas em bateria 584 

crescente de etanol (70%, 90% e etanol absoluto), permanecendo uma hora em cada solução. Após, 585 

as lâminas foram colocadas em xilol, permanecendo até o tecido adiposo da glândula mamária 586 

apresentar transparência, e, posteriormente, seguiram para montagem com lamínula de resina 587 

sintética Permount (Fisher, EUA). 588 

Para a análise morfométrica da glândula mamária, foi obtida uma imagem de cada 589 

montagem total seguida para análise pelo software Image J® (versão 1.48, Rasband, W.S., Image 590 

J, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih .gov/ij/, 1997-591 

2014). A área, o perímetro e os diâmetros longitudinais e laterais foram medidos tomando como 592 

referência o linfonodo presente na árvore mamária. O crescimento longitudinal foi definido como 593 

a distância do linfonodo até o ducto terminal mais distal e o lateral como a distância entre os dois 594 

pontos laterais mais distantes. A fração da área coberta pelo epitélio mamário foi circulada para 595 

medição da área e perímetro (MACON et al., 2011). Em relação aos brotos terminais (TEBs), 596 

esses foram contabilizados em toda extensão da extremidade mamária pelo fotomicroscópio 597 

Olympus, BX 41 – 2, modelo SIS- SC30. Os TEBS são estruturas bulbosas, densamente 598 

manchadas, localizadas na extremidade dos ductos mamários, sendo duas vezes mais largo que os 599 

ductos (RUSSO; RUSSO, 2004; DAVIS; FENTON, 2013). Alterações significativas nos 600 

parâmetros avaliados podem indicar alterações no desenvolvimento. As figuras 1 e 2 representam 601 

a montagem total da glândula mamária. 602 

 603 

 604 

Figura 1. Montagem total da árvore mamária. Lâminas mamárias fotografadas por câmera digital e utilizadas para 605 

análises dos parâmetros de crescimento mamário. As figuras representam a idade de 150 dias para os grupos Controle 606 

(C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). As medidas foram feitas com base no linfonodo mais distal.  607 

 608 
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 609 

Figura 25. Medição da árvore mamária. As lâminas com montagem total da mama foram avaliadas. A esquerda (A) 610 

representa idade de 30 dias e B representa a idade de 300 dias. A região da árvore mamária foi tracejada para destacar 611 

a área. 612 

 613 

Apoptose mamária  614 

A glândula mamária direita (n=5/ fase/ grupo), previamente alocada em álcool 70%, foi 615 

desidratada em concentrações crescente de álcool (etanol e butílico), incluídos em paraplástico e 616 

cortados a 4 μm de espessura para obtenção de lâminas coradas com hematoxilina e eosina 617 

(POLANCO et al., 2010). As lâminas foram fotografadas e analisadas pelo fotomicroscópio 618 

Olympus, BX 41 – 2, modelo SIS- SC30. 619 

A apoptose foi avaliada pelas lâminas coradas com HE, sendo feita a quantificação de 620 

núcleos picnóticos em 15 campos selecionados aleatoriamente ao longo do tecido mamário. A 621 

porcentagem do número de núcleos picnóticos em relação a número de núcleos normais foi 622 

realizada. 623 

 624 

Imunohistoquímica  625 

Após montado as lâminas silanizadas, a atividade proliferativa do tecido mamário (n = 4/ 626 

fase/ grupo) foi analisada. Após a desparafinização das lâminas (1 hora de estufa a 60ºC), o epítopo 627 

foi recuperado em pressão por 45 minutos, realizado o bloqueio da peroxidase por 15 minutos e 628 

bloqueio proteico para inespecífico (leite em pó desnatado Molico e PBS) por 40 minutos O 629 

anticorpo primário anti-PCNA (Sigma, diluição 1:100) foi adicionado e incubado overnight. Após 630 

a lavagem com PBS, foi realizado a incubação do secundário (diluição 1:100) por 1 hora e seguido 631 

para o Método Avidina/Biotina (Complexo ABC) com 45 minutos de incubação. A revelação foi 632 

feita com DAB e corado com hematoxilina. A avaliação foi feita em 15 campos selecionados 633 

aleatoriamente ao longo do tecido mamário, realizando a porcentagem de células marcadas e não 634 

marcadas. 635 

 636 
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Extração de proteínas e Western blot  637 

As porções de tecidos mamários esquerdos (n = 5) previamente congelados foram 638 

homogeneizados em tampão de extração contendo Triton-x-1%, 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 639 

7,4, 1 mM EDTA, 1 mM Hepes, pH 7,6, 0,2 mM PMSF e 10 μL/mL de coquetel inibidor de 640 

protease. Os extratos das amostras foram obtidos por centrifugação durante 20 minutos a 4000 rpm 641 

a 4 ºC. Uma alíquota de cada amostra foi utilizada para determinação da concentração de proteínas, 642 

usando o reagente de Bradford. Os 60 μg correspondentes de proteína foram aplicados ao gel de 643 

SDS-poliacrilamida 12%. Após a eletroforese, o material foi transferido eletricamente 644 

para membranas de nitrocelulose, bloqueadas com a albumina bovina sérica (BSA) 3 % diluído 645 

em TBS-T por uma 1h30m e incubadas overnight com os anticorpos primários ER-α (06935 - 646 

Sigma®, 1:1000 diluído em molico 1%), PR (SAB4502184 - Sigma®, 1:1000 diluído em molico 647 

1%), TGF-β1 (sc-130348, Santa Cruz, 1:1000 diluído em BSA 1%) e NF-kB p65 (SAB4502610 - 648 

Sigma®, 1:1000 diluído em molico 1%). Após lavagem com tampão TBS-T, as membranas foram 649 

incubadas por1h30m com os anticorpos secundários correspondente, anti-IgG peroxidase de 650 

coelho, anticorpo produzido em cabras (A0545 - Sigma®, diluição 1:160.000 em molico 1%) ou 651 

anti-IgG peroxidase de camundongo, anticorpo produzido em cabras (A9044 - Sigma®, diluição 652 

1:80.000 em BSA 1%). Após uma nova série de lavagens com TBS-T, as bandas foram 653 

desenvolvidas com substrato quimioluminescente Amersham ECL Prime Western Blot Detection 654 

Reagent (RPN2236 - Amersham®) no equipamento G-BOX. A Β-actina foi usada como controle 655 

endógeno. A intensidade da marcação obtida nos diferentes alvos foi determinada por 656 

densitometria pela contagem de pixels utilizando o software Image J® (versão 1.48, Rasband, 657 

W.S., Image J, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih 658 

.gov/ij/, 1997-2014). 659 

 660 

Determinação do estresse oxidativo   661 

A atividade das enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Glutationa Reduzida 662 

(GSH), Catalase e a da peroxidação lipídica pelo Malonaldeído (MDA) foram determinadas. 663 

Porções do tecido mamário previamente congelados (n = 5 / grupo/ fase) foram diluídas com 664 

tampão RIPA (para a SOD, GSH e Catalase) ou KCl 1,15% (para o MDA), extraídas com agitador 665 

mecânico, centrifugadas por 20 minutos a 4000 rpm a 4 ºC e quantificadas por Bradford. Para 666 

determinação da SOD, o sobrenadante obtido após centrifugação foi diluído em tampão fosfato 667 

(0,1 M; pH 7,4) na proporção de 1:20 (p/v). Em 100 μL do homogeneizado, foram adicionados 668 

150 μL de coquetel contendo hipoxantina, xantina oxidase e nitrobluetetrazólio na proporção 669 

1:1:1. Na placa de 96 poços, a absorbância foi lida a cada minuto durante 10 min a 37°C e 560 nm. 670 

A integral foi dividida pela quantificação da proteína (Bradford) e os resultados foram expressos 671 
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como U/mg da proteína (WINTERBOURN et al., 1975). Para a GSH, 100μL do sobrenadante 672 

(diluído em PB 0,1M, pH 7,4, 1:10 p/v) e 100μL de tampão tris/EDTA foram adicionados na placa 673 

de 96 poços e lidos a 412 nm. Após a primeira leitura, foram adicionados 20 μL de ácido 5,5'-674 

ditio-bis-2-nitrobenzóico (DTNB) e a placa foi lida novamente a 412 nm por 15 min. A 675 

concentração foi dividida pela quantificação proteica (Bradford) e os resultados foram expressos 676 

em nmol/mg de proteína (Faure & Lafond, 1995). Para a Catalase, o sobrenadante foi diluído em 677 

tampão [KH2PO4 25mM (di-hidrogenofosfato de potássio), pH 7,5; EDTA 1mM; 1% BSA] na 678 

proporção de 1:250 (p/v). 2 poços da placa contendo catalase foram utilizados como controle 679 

positivo. Em seguida, 20 μL do homogeneizado foram colocados em uma placa de 96 poços com 680 

100 μL de tampão de ensaio (KH2PO4 250 mM, pH 7,0), 30 μL de metanol e 20 μL de peróxido 681 

de hidrogênio (35,3 mM). A placa foi incubada durante 20 min à temperatura ambiente (25 °C). 682 

Posteriormente, 30 μL de hidróxido de potássio (10 mM) e 45 μL de Purpald® foram adicionados 683 

e a placa foi incubada por mais 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, 15 μL de periodato 684 

de potássio (65,2 mM) foram adicionados a placa incubada por mais 5 min em temperatura 685 

ambiente. Ao final, a absorbância foi determinada utilizando espectrofotômetro a 540 nm. A 686 

concentração foi dividida pela quantificação proteica (Bradford) e os resultados foram expressos 687 

em U/mg de proteína (Aebi, 1984). Para o MDA, a peroxidação lipídica foi determinada pelo 688 

método de OHKAWA et al. (1979), medindo-se a reação de substâncias do ácido tiobarbitúrico 689 

com amostras plasmáticas. A reação colorimétrica foi feita em tubos de ensaio contendo 400 µL 690 

de água destilada, 200 µL de lauril 8,1%, 1500 µL de ácido acético 20% pH 3.5 e 1500 µL de 691 

ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,8% diluído em ácido acético 20% e 400 µL de amostra. As amostras 692 

foram incubadas a 95 °C por 1 h em banho-maria e posteriormente 1 Ml de cada amostra foi 693 

pipetado em microtubo, centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm em 25 °C e pipetado 200 µL do 694 

sobrenadante na placa de 96 poços. A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 695 

foi medida a 532 nm e os resultados expressos em nmols de MDA/g de proteína. 696 

 697 

Análises do ovário  698 

 699 

Sinais externos da instalação da puberdade 700 

Para verificar os sinais da instalação da puberdade, a prole feminina foi monitorada 701 

diariamente a partir do DPN 35. Após a abertura vaginal completa, o fluido vaginal foi aspirado 702 

com uma pipeta contendo 10 µl de solução salina (0,9%) introduzida delicadamente no entorno do 703 

orifício vaginal. O fluido foi depositado em lâmina e analisado sob microscópio de luz para 704 

estabelecer o primeiro estro (BORGES et al., 2017).  705 

 706 
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 Coleta do ovário 707 

As proles femininas dos grupos C, E, ME e PE foram eutanasiadas por inalação de dióxido 708 

de carbono seguida de decapitação para coleta do sangue cervical nas fases juvenil (DPN 30), 709 

púbere (DPN 50), adulta (DPN 150) e adulta tardia (DPN 300), totalizando dez fêmeas por grupo 710 

em cada fase. A partir da fase púbere, foi realizado lavado vaginal para constatação do estro para 711 

posterior eutanásia.  712 

O ovário direito (n= 10) foi fixado em solução de formaldeído a 10% em tampão PBS (pH 713 

7.4) para montagem das lâminas e análises histológicas (estrutura e morfometria). Após fixação 714 

de 24 horas, os ovários foram lavados em água corrente por 48 horas e alocados em álcool 70% 715 

para posterior utilização. O ovário esquerdo (n = 10) foi congelado em nitrogênio líquido e 716 

armazenado a -80 ºC para análises moleculares. O peso absoluto das gorduras visceral, 717 

retroperitoneal e ovárica também foram aferidos e o índice de adiposidade verificado pela fórmula: 718 

[(peso das gorduras visceral + retroperitoneal + ovárica) / (peso corpóreo final)] * 100.  719 

 720 

Contagem de folículos ovarianos  721 

 Os ovários direitos previamente alocados em álcool 70% foram desidratados em 722 

concentrações crescente de álcool (etanol e butílico), incluídos em paraplástico e cortados a 4 μm 723 

de espessura para obtenção de lâminas coradas com hematoxilina e eosina (HE). As lâminas foram 724 

fotografadas e analisadas pelo fotomicroscópio Olympus, BX 41 – 2, modelo SIS- SC30. 725 

Os corpos lúteos, folículos ovarianos e atrésicos foram contabilizados por microscopia de 726 

luz em lâminas coradas com HE (n = 5 / fase / grupo). Os folículos foram classificados segundo 727 

estágio de maturação de acordo com Picut et al. (2015), sendo divididos em primordiais, primários, 728 

secundários e terciários. Os folículos primordiais e primários foram contabilizados juntos. O 729 

número de folículos foi expresso em porcentagem segundo o total observado (BORGES et al., 730 

2017). A contagem dos folículos foi feita em três cortes histológicos diferentes da mesma amostra 731 

ovariana e a média realizada.  732 

 733 

Imunohistoquímica  734 

Após montado as lâminas silanizadas, a atividade proliferativa dos tecidos ovarianos (n = 735 

5) foi analisada. A proliferação celular foi avaliada por Ki-67, sendo contabilizado os folículos 736 

(primordial/primário, secundário e terciário) marcados e não marcados e feito a porcentagem. 737 

Após a desparafinização das lâminas (1 hora de estufa a 60 ºC), o epítopo foi recuperado em 738 

pressão por 45 minutos, realizado o bloqueio da peroxidase por 15 minutos e bloqueio proteico 739 

para inespecífico (leite em pó desnatado Molico e PBS) por 40 minutos. O anticorpo primário anti 740 

Ki-67 (Novocastra, diluição 1:100) foi adicionado e incubado overnight. Após a lavagem com 741 
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PBS, foi realizado a incubação do secundário (diluição 1:100) por 1 h e seguido para o Método 742 

Avidina/Biotina (Complexo ABC) com 45 minutos de incubação. A revelação foi feita com DAB 743 

e corado com hematoxilina.  744 

 745 

Extração de proteínas e Western blot  746 

As porções de tecidos ovarianos (n = 5) previamente congelados foram homogeneizados 747 

em tampão de extração contendo Triton-x-1%, 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA, 748 

1 mM Hepes, pH 7,6, 0,2 mM PMSF e 10 μL/mL de coquetel inibidor de protease. Os extratos das 749 

amostras foram obtidos por centrifugação durante 20 minutos a 4000 rpm a 4 ºC. Uma alíquota de 750 

cada amostra foi utilizada para determinação da concentração de proteínas, usando o reagente de 751 

Bradford. Os 60 μg correspondentes de proteína foram aplicados ao gel de SDS-poliacrilamida 752 

12%. Após a eletroforese, o material foi transferido eletricamente para membranas de 753 

nitrocelulose, bloqueadas com a albumina bovina sérica (BSA) 3 % diluído em TBS-T por uma 754 

1h30m e incubadas overnight com os anticorpos primários ER- α (06935 - Sigma®, 1:1000 diluído 755 

em molico 1%), PR (SAB4502184 - Sigma®, 1:1000 diluído em molico 1%), TGF- β1 (sc -130348 756 

- Santa Cruz, 1:1000 diluído em BSA 1%) e NFkB-p65 (SAB4502610 - Sigma®, 1:1000 diluído 757 

em molico 1%). Após lavagem com tampão TBS-T, as membranas foram incubadas por 1h30m 758 

com os anticorpos secundários correspondente, anti-IgG peroxidase de coelho, anticorpo 759 

produzido em cabras (A0545 - Sigma®, diluição 1:160.000 em molico 1%) ou anti-IgG peroxidase 760 

de camundongo, anticorpo produzido em cabras (A9044 - Sigma®, diluição 1:80.000 em BSA 761 

1%). Após uma nova série de lavagens com TBS-T, as bandas foram desenvolvidas com substrato 762 

quimioluminescente Amersham ECL Prime Western Blot Detection Reagent (RPN2236 - 763 

Amersham®) no equipamento G-BOX. A Β-actina foi usada como controle endógeno. A 764 

intensidade da marcação obtida nos diferentes alvos foi determinada por densitometria pela 765 

contagem de pixels utilizando o software Image J® (versão 1.48, Rasband, W.S., Image J, U. S. 766 

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih .gov/ij/, 1997-2014). 767 

 768 

Dosagem das citocinas pró-inflamatórias plasmática  769 

O Kit de ensaio Imunológico Multiplex (Milliplex®, cat# RECYMATAG-65K 4060105) 770 

foi utilizado para verificar a concentração plasmática da interleucina 6 (IL-6), do fator de necrose 771 

tumoral (TNF-α) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Foram utilizadas amostras 772 

plasmáticas previamente congeladas (n = 5 / grupo / fase) e diluídas em Assay Buffer (1:2). O 773 

experimento foi realizado segundo o protocolo experimental presente no Kit de ensaio 774 

Imunológico Multiplex. As repetições foram feitas em unicatas e a fluorescência detectada pela 775 

tecnologia xMAP® na plataforma MAGPIX (Luminex®). 776 
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 777 

Análise Hormonal 778 

A concentração plasmática dos hormônios reprodutivos, estradiol e progesterona, foram 779 

dosadas. O plasma cervical foi coletado, armazenado em tubos EDTA e alocados a -4 ºC. Os níveis 780 

plasmáticos de 17 β-estradiol e progesterona foram determinados pelo Kit de ensaio Multiplex 781 

(Milliplex® Multi-species Hormone Magnetic Bead Panel, cat# MSHMAG-21K). Foram 782 

utilizadas amostras plasmáticas previamente congeladas (n = 5 / grupo / fase) e diluídas em Assay 783 

Buffer (1:2). O experimento foi realizado segundo o protocolo experimental presente no Kit, as 784 

repetições foram feitas em unicatas e a fluorescência detectada pela tecnologia xMAP® na 785 

plataforma MAGPIX (Luminex®).  786 

 787 

Determinação do estresse oxidativo   788 

A atividade das enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Glutationa Reduzida 789 

(GSH), Catalase e a da peroxidação lipídica pelo Malonaldeído (MDA) foram determinadas. 790 

Porções dos ovários previamente congelados (n = 5 / grupo/ fase) foram diluídas com tampão 791 

RIPA (para a SOD, GSH e Catalase) ou KCl 1,15% (para o MDA), extraídas com agitador 792 

mecânico, centrifugadas por 20 minutos a 4000 rpm a 4 ºC e quantificadas por Bradford. Para 793 

determinação da SOD, o sobrenadante obtido após centrifugação foi diluído em tampão fosfato 794 

(0,1 M; pH 7,4) na proporção de 1:20 (p/v). Em 100 μL do homogeneizado, foram adicionados 795 

150 μL de coquetel contendo hipoxantina, xantina oxidase e nitrobluetetrazólio na proporção 796 

1:1:1. Na placa de 96 poços, a absorbância foi lida a cada minuto durante 10 min a 37°C e 560 nm. 797 

A integral foi dividida pela quantificação da proteína (Bradford) e os resultados foram expressos 798 

como U/mg da proteína (Winterbourn et al., 1975). Para a GSH, 100μL do sobrenadante (diluído 799 

em PB 0,1M, pH 7,4, 1:10 p/v) e 100μL de tampão tris/EDTA foram adicionados na placa de 96 800 

poços e lidos a 412 nm. Após a primeira leitura, foram adicionados 20 μL de ácido 5,5'-ditio-bis-801 

2-nitrobenzóico (DTNB) e a placa foi lida novamente a 412 nm por 15 min. A concentração foi 802 

dividida pela quantificação proteica (Bradford) e os resultados foram expressos em nmol/mg de 803 

proteína (Faure & Lafond, 1995). Para a Catalase, o sobrenadante foi diluído em tampão [KH2PO4 804 

25mM (di-hidrogenofosfato de potássio), pH 7,5; EDTA 1mM; 1% BSA] na proporção de 1:60 805 

(p/v). 2 poços da placa contendo catalase foram utilizados como controle positivo. Em seguida, 20 806 

μL do homogeneizado foram colocados em uma placa de 96 poços com 100 μL de tampão de 807 

ensaio (KH2PO4 250 mM, pH 7,0), 30 μL de metanol e 20 μL de peróxido de hidrogênio (35,3 808 

mM). A placa foi incubada durante 20 min à temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, 30 μL 809 

de hidróxido de potássio (10 mM) e 45 μL de Purpald® foram adicionados e a placa foi incubada 810 

por mais 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, 15 μL de periodato de potássio (65,2 mM) 811 
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foram adicionados a placa incubada por mais 5 min em temperatura ambiente. Ao final, a 812 

absorbância foi determinada utilizando espectrofotômetro a 540 nm. A concentração foi dividida 813 

pela quantificação proteica (Bradford) e os resultados foram expressos em U/mg de proteína (Aebi, 814 

1984). Para o MDA, a peroxidação lipídica foi determinada pelo método de OHKAWA et al. 815 

(1979), medindo-se a reação de substâncias do ácido tiobarbitúrico com amostras plasmáticas. A 816 

reação colorimétrica foi feita em tubos de ensaio contendo 400 µL de água destilada, 200 µL de 817 

lauril 8.1%, 1500 µL de ácido acético 20% pH 3.5 e 1500 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,8% 818 

diluído em ácido acético 20% e 400µL de amostra. As amostras foram incubadas a 95°C por 1 819 

hora em banho-maria e posteriormente 1 Ml de cada amostra foi pipetado em microtubo, 820 

centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm em 25°C e pipetado 200 µL do sobrenadante na placa de 821 

96 poços. A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico foi medida a 532 nm e os 822 

resultados expressos em nmols de MDA/g de proteína. 823 

 824 

Análises Estatísticas  825 

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism (versão 8, GraphPad Software Inc., San 826 

Diego, CA).  Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs para verificar e retirar os outliers e 827 

depois ao teste de normalidade e variabilidade Shapiro-Wilk.  As análises foram feitas por 828 

ANOVA de uma via com o pós-teste de comparação múltipla de Tukey, para paramétricos, e 829 

Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação múltipla de Dunn, para os não-paramétricos. 830 

ANOVA de duas vias com o pós-teste de comparação múltipla de Dunnet foi empregada para 831 

dados temporais (tempo, tratamento e interação).  Os resultados foram expressos em média ± D.P. 832 

e apresentados em figuras e tabelas, com p <0,05%. Todos os dados foram comparados em relação 833 

ao grupo Controle. 834 

 835 

 836 

Os resultados foram divididos em dois capítulos, sendo o primeiro relacionada ao uso de 837 

etanol parental pós-púbere e os efeitos sobre o desenvolvimento físico e na mama da prole 838 

enquanto o segundo relatou sobre os efeitos no ovário. 839 

 840 

 841 

 842 

 843 

 844 

 845 

 846 

 847 

 848 

 849 

 850 

 851 

 852 

 853 
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Capítulo 2 854 

 855 

Objetivos  856 

Investigamos se o consumo de alta quantidade de etanol pós-púbere parental interfere no 857 

desenvolvimento físico, nos biomarcadores oxidativos e nos parâmetros da mama da prole 858 

feminina não exposta em diferentes idades. Também verificamos a contribuição materna, paterna 859 

ou de ambos os pais nos efeitos observados.  860 

 861 

Resultados 862 

O consumo de etanol por ambos os pais atrasou as características do desenvolvimento físico  863 

 864 

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

na prole E. 866 

 867 

Tabela 1. Parâmetros de desenvolvimento físico na prole dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e 868 

Pai Etanol (PE) (n = 30 / grupo). 869 

Parâmetros 

(dias) / grupos 

C E ME PE 

Descolamento 

das orelhas 

2,97 ± 0,05 3,10 ± 0,48 3,11 ± 0,42 2,97 ± 0,05 

Surgimento de 

pelos 

6,01 ± 0,03 6,20 ± 0,4 6,10 ± 0,47 6,33 ± 0,47 

Erupção dos 

dentes incisivos 

11,41 ± 0,51 12,03 ± 0,45a 11,27 ± 0,46 11,32 ± 0,70 

Abertura dos 

olhos 

13,75 ± 0,56 14,64 ± 0,38a 13,94 ± 0,55 13,98 ± 0,53 

Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 por 870 

One-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  871 

 872 

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

 874 

 Em relação ao DAG, verificamos diminuição em ME e aumento em E, ambos no DPN 21 875 

(figura 1A).  Embora observemos menor CNA absoluto (figura 1B) no DPN 7 e 14, em todos os 876 
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grupos, e no DPN 21, em E, o CNA relativo se manteve menor apenas em E no DPN 7 (Figura 877 

1C).  878 

 879 

 880 

Figura 1. Parâmetros de desenvolvimento da prole. O comprimento nasoanal absoluto (A), o comprimento nasoanal 881 

relativo (B) e a distância anogenital relativa (C) , foram calculados na prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol 882 

(E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) durante o pré-desmame. n = 20 - 25 / grupo / fase. Valores expressos como 883 

média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 por two-way ANOVA com pós-884 

teste de Dunnet. A: PInteração 0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001; B: PInteração 0,0014, PTempo <0,0001, 885 

PGrupos <0,0001; C: A: PInteração 0,0014, PTempo 0,4794, PGrupos 0,5001. 886 

 887 

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

 889 

 Quanto ao peso corpóreo, observamos menor peso no DPN 7 e 14, em todos os grupos 890 

tratados, e, entre os DPN 168 – 182 o grupo PE apresentou maior peso, contudo, foi normalizado 891 

posteriormente (Figura 2). Quanto ao consumo de ração e água, observamos picos de maior e 892 

menor ingestão ao longo da vida, em todos os grupos (Figura 3). 893 

 894 
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 895 

Figura 2. Peso corpóreo. O peso corpóreo foi medido semanalmente na prole feminina dos grupos Controle (C), 896 

Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) do nascimento até o dia pós-natal 203. n = 10 / grupo / fase. Valores 897 

expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 por two-way 898 

ANOVA com pós-teste de Dunnet. PInteração <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001. 899 

 900 
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 901 

Figura 3. Consumo alimentar. Ingestão de ração (A) e água (B) medidos semanalmente na prole feminina dos grupos 902 

Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) do nascimento até o dia pós-natal 224. n = 10 / grupo / 903 

fase. Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 por 904 

two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. A: PInteração <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001. B: A: 905 

PInteração <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0001. 906 

 907 

O consumo de etanol paterno ou por ambos os pais altera os parâmetros de crescimento mamário 908 

e a contagem de brotos terminais, mas não afeta a taxa apoptótica e proliferativa 909 

 910 

 Conforme a figura 4, o perímetro da árvore mamária foi menor em PE e E, no DPN 30 e 911 

150, respectivamente, e houve menor contagem de brotos terminais em PE no DPN30. 912 

 913 
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 914 

Figura 4. Parâmetros da árvore mamária. O crescimento transversal (A), o alongamento ductal (B), a área (C), o 915 

perímetro (D) e o número de brotos terminais mamário (E) foram realizados em lâminas com montagem total da 916 

árvore mamáia na prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). n = 5 / 917 

grupo / fase. Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 918 

0,05 por two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. A: PInteração 0,3003, PTempo <0,0001, PGrupos 0,1985; B: 919 

PInteração 0,2269, PTempo 0,4406, PGrupos <0,0001; C: PInteração 0,0858, PTempo <0,0001, PGrupos 0,9931; D: 920 

PInteração 0,0124, PTempo<0,0001, PGrupos 0,0173; E:PInteração 0,0306, PTempo <0,0001, PGrupos 0,5066. 921 

  922 
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calcular a área e o perímetro da árvore mamária. O crescimento transversal (seta em vermelho) e alongamento do 923 

ducto (seta em azul) também foram medidos. 924 

 925 

A porcentagem de núcle0o picnóticos (figura 5) e da proliferação não foi alterada em 926 

nenhuma idade analisada (Figura 6).   927 

 928 

 929 

 930 

Figura 5. Porcentagem de apoptose na glândula mamária. A contagem de núcleos picnóticos foi realizada em lâminas 931 

coradas com HE na prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). n = 5 / 932 

grupo / fase. Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 933 

0,05 por two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. PInteração 0,1485, PTempo 0,0002, PGrupos 0,1485. 934 

 935 

 936 

 937 

 938 

 Figura 6. Porcentagem de proliferação na glândula mamária. A contagem foi feita pela marcação por PCNA na prole 939 

feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). n = 4 / grupo / fase. Valores 940 
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expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 por two-way 941 

ANOVA com pós-teste de Dunnet. PInteração 0,0085, PTempo <0,0001, PGrupos 0,0064. 942 

 943 

O consumo de etanol parental altera a expressão de ER-α, PR e do TGF-β1, mas não interfere na 944 

atividade das enzimas antioxidantes 945 

 946 

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

todos os grupos, em diferentes idades (Figuras 7 e 8). Houve aumento na expressão ER-α em PE, 948 

no DPN 300, da PR em ME, no DPN 150 e do TGF-β1 em E, no DPN 30. Não observamos 949 

diferenças em relação ao estresse oxidativo (Figura 9). 950 

 951 

 952 

Figura 7. Western Blotting.  A expressão de receptores de estrógeno alfa (A) e progesterona (B) foram avaliados na 953 

mama da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 954 

50, 150 e 300. n = 4 / grupo / idade. As marcações estão representadas em C, sendo aa beta-actina utilizada como 955 

controle endógeno. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. Valores expressos como média ± D.P. 956 

p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  Figuras A: PInteração 0,0096, PTempo 0,0269, PGrupos 957 

0,1432; B: PInteração 0,3876, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0301.  958 
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 959 

Figura 8. Western Blotting. A expressão de receptores de fator de crescimento transformador beta 1 (A) e do fator 960 

nuclear kB (B) foram avaliados na mama da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e 961 

Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n = 4 / grupo / idade. As marcações estão representadas em C, 962 

sendo aa beta-actina utilizada como controle endógeno. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. 963 

Valores expressos como média ± D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  Figuras A: 964 

PInteração 0,0062, PTime <0,0001, PGrupos  0,3715; B: PInteração 0,0040, PTempo 0,0051, PGrupos 0,0353. 965 
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 966 
Figura 9. Estresse oxidativo. A atividade da Catalase (A), Superóxido Dismutase (B), Glutationa Reduzida (C) e do 967 

Malonaldeído (D) foram verificadas na mama da prole feminina Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai 968 

Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n =5 / grupo / idade. Valores expressos como média ± D.P. As letras 969 

representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. Figuras 970 

A: PInteração 0,0756, PTempo 0,40017, PGrupos 0,4072; B: PInteração 0,4133, PTempo 0,3057, PGrupos 0,0007; 971 

C: PInteração 0,0146, PTempo <0,0001, PGrupos 0,8337; D: PInteração 0,0012, PTempo <0,0001, PGrupos <0,0093. 972 
 973 

Discussão  974 

Estabelecidos os prejuízos do consumo alcoólico gestacional, a relação do consumo 975 

alcoólico parental pré-concepcional sobre o desenvolvimento da prole e suscetibilidade ao 976 

desenvolvimento de doenças tardias necessitam de atenção. Nós demonstramos que o consumo de 977 

etanol parental, restrito ao período pós-púbere, afeta os parâmetros de desenvolvimento inicial da 978 

prole, e, embora observado a contribuição individual, materna ou paterna, o consumo por ambos 979 

os pais implica fortemente sobre os marcos do desenvolvimento físico. Em relação a glândula 980 

mamária, tecido hormônio-dependente e suscetível às mudanças, as principais observações foram 981 

relacionadas a expressão de receptores envolvidos na sua regulação e nos parâmetros de 982 

crescimento. Aparentemente, o consumo de etanol exclusivamente paterno impacta a glândula 983 

mamária mais significativamente, ressaltando à importância do cuidado paterno na preconcepção 984 

(CHANG et al., 2017).  985 
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Nós observamos menor peso corpóreo nas proles etanol (E), mãe etanol (ME) e pai etanol 986 

(PE) nos dias pós-natal (DPN) 7 e 14, correspondente a idade infantil em ratos, sendo estabilizado 987 

após o desmame. O baixo peso corporal ao nascer pode indicar um ambiente fetal adverso 988 

(RANDO; SIMMONS 2015) e estar relacionado à programação fetal (HANSON; GLUCKMAN 989 

2008). O período gestacional é crucial para o desenvolvimento fetal, sendo a saúde e nutrição 990 

materna essencial para o crescimento normal da prole. O consumo de etanol materno pré-991 

concepcional pode alterar a homeostase da glicose e aumentar a resposta inflamatória, 992 

comprometendo a interface materno-fetal como o atraso no crescimento (LEE et al., 2020). Além 993 

disso, o uso de álcool na adolescência pode levar a efeitos de longo prazo na idade adulta 994 

(PRZYBYCIEN-SZYMANSKA et al., 2011), como o comprometimento do sistema endócrino 995 

materno (ZHANG et al., 2005). Nessa perspectiva, estudos do nosso laboratório observaram 996 

menor ingestão de ração materna e ganho de peso corpóreo gestacional em mães expostas ao etanol 997 

na pós-puberdade (FIORAVANTE et al., 2022). Assim, sugerimos distúrbios metabólicos 998 

maternos com redução da qualidade nutritiva do leite à prole durante o período lactacional.  999 

Associado ao peso corpóreo, verificamos alteração na distância anogenital e no 1000 

comprimento nasoanal absoluto e relativo. Esses parâmetros relacionam-se o com 1001 

desenvolvimento fetal e são usados como indicador da interface mãe-feto. Lunde e colaboradores 1002 

(2007) ressaltam a relação entre o tamanho ao nascer e o estado nutricional e endócrino materno, 1003 

podendo alterar o metabolismo do feto e a predisposição ao desenvolvimento de doenças na idade 1004 

adulta.  Os fatores genéticos, materno e fetais, também podem explicar as variações no peso e no 1005 

comprimento dos filhos (LUNDE et al., 2007). Embora a maior parte das investigações foquem 1006 

na mãe, também verificamos menor peso corpóreo e comprimento nasoanal absoluto pelo uso de 1007 

etanol exclusivamente paterno. Assim, ressalta-se que as experiências paternas são de grande 1008 

importância para a prole (LANE et al., 2014; BEDI et al., 2019). O consumo de etanol pós-púbere 1009 

aumenta a porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais na idade adulta, podendo 1010 

impactar a prole (FIORAVANTE et al., 2022) e levar a restrição do seu crescimento (CHANG et 1011 

al., 2017). Os metabólitos do etanol são capazes de alterar a expressão gênica por meio de 1012 

assinaturas epigenéticas paternas, reprogramando o epigenoma espermático e alterando o fenótipo 1013 

da próxima geração (ZAKHARI, 2013; SHARMA, 2017; KUSUYAMA et al., 2020). Alterações 1014 

moleculares espermáticas, induzidas pelo estilo de vida, podem levar a incorreta alocação das 1015 

células embrionárias, nortear o fornecimento dos recursos maternos, reduzir o peso do saco 1016 

gestacional e eficiência placentária, visto que o desenvolvimento placentário é impulsionado, 1017 

principalmente, pelo genoma paterno e epigenoma (BARTON et al., 1984; RANDO & 1018 

SIMMONS, 2015; CHANG et al., 2017; KLASTRUP et al., 2018; BODDEN ET AL., 2019; 1019 

CRUZ et al. 2020). 1020 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kusuyama%20J%5BAuthor%5D
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Em relação a DAG, essa é um biomarcador que reflete as condições endócrinas e 1021 

hormonais no ambiente intrauterino (XIA et al., 2018) correlacionada ao eixo endócrino da 1022 

prole (FISCHER 2020). Seu crescimento perineal é dependente de di-hidrotestosterona, sendo 1023 

sugerido uma possível plasticidade ao longo da vida (WAINSTOCK et al., 2017). Estudos 1024 

demonstram que a exposição intrauterina aos andrógenos resulta em aumento da DAG, enquanto 1025 

a exposição ao estrogênio reduz ( SWAN et al., 2015 ). Observamos menor DAG em ME e maior 1026 

em E. Em mulheres em idade reprodutiva, a menor DAG tem sido associada à  suscetibilidade em 1027 

desenvolver endometriose (MENDIOLA et al. 2016; SÁNCHEZ-FERRER et al. 2019; 1028 

CRESTANI et al. 2020). Em contrapartida, seu aumento é correlacionado com a desfeminização, 1029 

anovulação e aumento de folículos ovulatórios (WOLF, et al., 2002; MENDIOLA et al., 2012).  1030 

Assim, sugerimos desequilíbrio na sinalização hormonal materna-fetal ocasionado pelo consumo 1031 

alcoólico pós-púbere (SARKOLA et al. 2000; BALDDIN 2018), uma vez que a desequilíbrio nos 1032 

níveis dos esteroides pode ser mantida mesmo após a abstinência alcoólica (FORQUER et al., 1033 

2011), afetando o ambiente fetal. Como a DAG foi alterada tanto pelo consumo de ambos os pais 1034 

como exclusivamente materno, hipotetizamos maior influência das mães sobre esse parâmetro, 1035 

sendo interessante a dosagem hormonal materna para corroborar. 1036 

Finalizando os parâmetros de desenvolvimento físico, apenas o consumo do etanol materno 1037 

e paterno foi capaz de atrasar a abertura dos olhos e erupção dos dentes incisivos na prole. Durante 1038 

o desenvolvimento embrionário, alguns fatores são essenciais para a diferenciação, 1039 

desenvolvimento e regulação da atividade de tecidos epiteliais (CALAMANDREI & ALLEVA 1040 

1998; SMART, et al. 1989). O fator de crescimento semelhante à insulina é importante para o 1041 

desenvolvimento fetal e pós-natal e sua deficiência implica nas vias de sinalização e crescimento 1042 

normal do corpo (KANAKA-GANTENBEIN, et al. 2003). Além disso, citocinas e fatores de 1043 

crescimento epidérmico e transformador também atuam nesse processo 1044 

regulatório (CALAMANDREI & ALLEVA 1998; SMART, et al. 1989; SURI et a., 2004). O 1045 

atraso na erupção dos dentes pode ser associado a deficiência nutricional bem como a distúrbios 1046 

endócrinos, metabólicos ou genéticos (SURI et a., 2004). Há também relação com o peso ao nascer 1047 

(SEOW, 1996), podendo atribuir, parcialmente, o menor peso corpóreo e comprimento ao atraso 1048 

no desenvolvimento físico. O cuidado materno também pode impactar nesses parâmetros. Bart et 1049 

al. 2005 verificaram atraso na abertura dos olhos e aumentada resposta ao estresse na idade adulta 1050 

na prole privada do cuidado materno, sendo já constatado inadequado cuidado pela exposição 1051 

materna ao etanol (AMORIM et al., 2011). Em conjunto, a baixa expressão de fatores essenciais 1052 

para o desenvolvimento físico, o cuidado materno, além de possível programação endócrina e 1053 

metabólica na prole acentuada pela ingestão de etanol parental, podem ter sidos contribuintes para 1054 

os efeitos observados. 1055 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7275635/#ref25
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Crestani%20A%5BAuthor%5D
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Curiosamente, a hipótese da programação metabólica induzida pelo consumo pré-1056 

concepcional é acentuada pelo consumo de ração e água da prole. Após o desmame até período 1057 

pós-púbere, observamos picos de menor ingestão de ração e água entre os grupos, contudo, esse 1058 

consumo aumentou posteriormente. O padrão de alimentação da prole pode estar correlacionado, 1059 

parcialmente, com a aprendizagem modificada devido à exposição dos pais a agentes tóxicos 1060 

(KNEE et al. 2004). Associado aos nossos resultados, Knezovich e Ramsay (2012) verificaram 1061 

baixa metilação de dois loci espermático paterno e no DNA somático da prole devido ao consumo 1062 

alcoólico pré-concepcional, conduzindo ao baixo peso corpóreo após o desmame. Essas alterações 1063 

podem indicar atraso mental em estabelecer a alimentação independente (KNEZOVICH & 1064 

RAMSAY, 2012). Além disso, o reestabelecimento do peso corpóreo após o desmame associado 1065 

ao maior consumo de ração na idade adulta pode ser uma tentativa de recuperação no crescimento 1066 

após um período de desenvolvimento mais lento (OZANNE & HALES 2007). Sabe-se que o 1067 

menor peso corporal durante o início da vida pode levar à ativação do catch-up growth, mecanismo 1068 

de crescimento compensatório (OZANNE & HALES 2007), conforme observado em nossos 1069 

resultados. 1070 

São crescentes os estudos que relacionam o histórico de exposição parental com alterações 1071 

fenotípicas da prole e na predisposição multi e transgeracional de desenvolver doenças, como 1072 

câncer de mama e distúrbios metabólicos ( ZHOU et al. 2021; LEE et al., 2020; CRUZ et al. 1073 

2020). Em nosso estudo, as alterações nos parâmetros desenvolvimento no início da vida 1074 

apresentaram ter contribuição tanto individual quanto de ambos os pais. Também observamos 1075 

impacto na glândula mamária, tecido responsivo as alterações hormonais. O desenvolvimento 1076 

mamário compreende o intervalo do nascimento à maturidade reprodutiva, sendo vários 1077 

mecanismos, como status hormonal, genótipo, fatores de crescimento e citocinas necessários para 1078 

manter o desenvolvimento puberal (DANIEL et al. 1996).  A glândula mamária compreende três 1079 

períodos críticos de crescimento e diferenciação, a vida embrionária, a puberdade e a gravidez. 1080 

Impactos nessas fases, como inadequada sinalização endócrina, pode afetar a síntese de hormônios 1081 

e a atividade dos receptores hormonais no tecido mamário, interferindo na sua funcionalidade 1082 

(KAM et al., 2021). Em relação a prole provinda de consumo alcóolico por ambos os pais, houve 1083 

aumento na expressão de TGF- β1, no DPN 30. A família dos TGF-beta é importante em todas as 1084 

fases do desenvolvimento, desde a regulação da ramificação ductal à diferenciação funcional dos 1085 

botões alveolares durante a gravidez (SERRA & CROWLEY, 2003). Alterações genéticas nos 1086 

padrões de expressão podem conduzir a mudanças fenotípicas no desenvolvimento mamário, 1087 

sendo sugerido que o TGF- β1 atua como um regulador da ramificação mamária, limitando a 1088 

proliferação epitelial e estimulando a produção de matriz extracelular (SERRA & CROWLEY 1089 

2003; DAVIS 2013). O TGF-β realça sua atividade reguladora do crescimento, sendo observado 1090 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou%20Q%5BAuthor%5D
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normalização na regressão dos TEBs com a sua super expressão (SILBERSTEIN; DANIEL 1989). 1091 

Além disso, sugere-se dois papéis opostos para esse receptor, por um lado ele inibe o crescimento 1092 

das células epiteliais e por outro, estimula o desenvolvimento ductal (INGMAN & ROBERTSON 1093 

2009). Embora estudos ressaltem que sua super expressão na puberdade pode reduzir a taxa de 1094 

crescimento ductal da árvore mamária (DANIEL 1996), nós não observamos impactos no 1095 

crescimento nessa idade. Contudo, encontramos menor perímetro mamário no DPN 150 associado 1096 

a tendência em menor área e crescimento, indicando possível involução da ramificação. 1097 

Possivelmente, as alterações no TEBs na idade adulta tardia não foram observadas devido a sua 1098 

diferenciação em alvéolos ou ductos terminais, mas, interferências na idade juvenil podem refletir, 1099 

mesmo que em baixo grau, sobre o desenvolvimento posterior da glândula mamária. 1100 

Na mesma perspectiva, para manter o desenvolvimento mamário, é necessária uma 1101 

complexa rede de interação, incluindo a resposta aos hormônios ovarianos, fatores de crescimento 1102 

e citocinas (BERRYHILL et al., 2015). O ER-α é necessário para o alongamento ductal na 1103 

puberdade e o desenvolvimento completo da glândula mamária na maturidade, enquanto a 1104 

progesterona medeia o desenvolvimento lobuloalveolar completo. Em conjunto, eles regulam o 1105 

crescimento epitelial e a morfogênese mamária na maturidade sexual (MUELLER et al., 2002). 1106 

Nós encontramos menor perímetro mamário e número de botões terminais no DPN 30 e maior 1107 

expressão de ER-α no DPN 300 pelo consumo alcoólico exclusivamente paterno. O crescimento 1108 

inicial da glândula mamária ocorre pelo alongamento ductal linear promovido pelos TEBs, que 1109 

atingem seu máximo no DPN 21 – 28 (RUSSO et al., 1982). Zapaterini et al. (2022) encontraram 1110 

aumento de ER-α associado ao menor número de TEBs, perímetro e área mamária na prole juvenil 1111 

provinda de restrição proteica materna, ressaltando a suscetibilidade aumentada de mudanças 1112 

morfológicas em fases iniciais de desenvolvimento. A diminuição na quantidade de TEBs, como 1113 

observado em nossos resultados, e na densidade de ramificação, podem ser indícios de maturação 1114 

tardia e impactar na glândula na idade adulta (DAVIS & FENTON, 2013). Em relação a expressão 1115 

de ER-α na idade adulta tardia, seu aumento em idade mais avançada pode predispor ao 1116 

desenvolvimento do câncer quando associado a outros fatores de alteração (FURTH et al., 2023). 1117 

Embora esse hormônio seja essencial para o desenvolvimento normal da glândula, sua super 1118 

expressão, na senilidade, está associada a uma assinatura no risco proliferativo e à geração de 1119 

adenocarcinomas (FURTH et al., 2023). Quanto a prole provinda de uso exclusivamente materno, 1120 

observamos aumento na expressão de PR no DPN 150. A sinalização desregulada da progesterona 1121 

pode contribuir para a fisiopatologia mamária (AUPPERLEE et al., 2005; DÍAZ-CRUZ et al. 1122 

2011). Joshi e colaboradores (2010), verificaram que a progesterona ativa a expansão de células-1123 

tronco mamárias multipotentes no adulto, sendo essas alvo na transformação celular. A 1124 

progesterona também foi correlacionada ao aumento da expressão de enzima mutadora de DNA 1125 
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durante o câncer de mama, sugerindo seu papel no acúmulo de mutações em células-tronco e 1126 

progenitoras mamárias de longa vida (COELINGH & BENNINK et al., 2023). Apesar de não 1127 

observamos desequilíbrio oxidativo, inflamação ou alterações apoptóticas ou proliferativas, 1128 

mudanças pontuais na glândula mamária da idade juvenil à adulta tardia podem suscetibilizá-la a 1129 

doenças. Contudo, são necessários análises minuciosas que realcem a real significância dessas 1130 

alterações na vida pós-natal. 1131 

 1132 

Conclusão 1133 

Em resumo, o consumo de etanol materno, paterno e por ambos os pais se correlaciona 1134 

com alterações na prole feminina não exposta, ressaltando a contribuição individual ou em 1135 

conjunto dos pais. Apesar do menor peso corpóreo da prole, em todos os grupos, durante o início 1136 

da vida, o consumo por ambos os pais acentua seu impacto sobre os parâmetros de 1137 

desenvolvimento físico. O alterado consumo alimentar também se refere a possíveis alterações 1138 

metabólicas que foram moduladas ao longo da vida para atender as necessidades fisiológicas do 1139 

organismo. Diferentes fatores, como a relação materno-fetal, desequilíbrio hormonal, alterações 1140 

na expressão de fatores de crescimento e citocinas, além de mecanismos epigenéticos podem 1141 

colaborar para os efeitos observados. 1142 

O consumo materno e por ambos os pais acentua as alterações nos receptores mamários na 1143 

idade juvenil e adulta, respectivamente, com normalização após esse período. Em contrapartida, o 1144 

consumo de etanol paterno afetou mais significativamente a mama, com possível atraso na 1145 

maturação mamária e aumento ER-α na idade adulta tardia. 1146 

Sugerimos que o consumo paterno tem maior influência sobre o tecido mamário da prole. 1147 

Já na presença do etanol por ambos os pais, além da influência sobre os receptores mamários, 1148 

também há prejuízos nos marcos de desenvolvimento físico. Nosso estudo ressalta como o 1149 

consumo alcoólico pós-púbere pode modular a prole não exposta, sendo necessário maior cuidado 1150 

pré-concepcional por ambos os pais.  1151 

 1152 

 1153 

 1154 

 1155 

 1156 

 1157 
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Capítulo 3 1158 

 1159 

Objetivos 1160 

Investigar se o consumo de alta quantidade de etanol pós-púbere parental altera os 1161 

hormônios reprodutivos, citocinas pró-inflamatórias, as enzimas antioxidantes e os parâmetros do 1162 

ovário da prole feminina não exposta, em diferentes idades. Também verificamos a contribuição 1163 

materna, paterna e de ambos os pais nos efeitos observados.  1164 

 1165 

Resultados 1166 

O consumo de etanol por ambos os pais atrasa a instalação da puberdade da prole   1167 

 1168 

 Quanto aos sinais externos de instalação da puberdade, apenas a prole E atrasou a abertura 1169 

vaginal e o primeiro estro, enquanto não houve alterações nos outros grupos (Figura 1). 1170 

 1171 

Figura 1. Sinais externos de instalação da puberdade. A prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe 1172 

Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) foi observada diariamente a partir do dia pós-natal 35 para constatação da abertura 1173 

vaginal (A) e primeiro estro (B). n = 20 / grupo / fase. Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as 1174 

diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 pelo Kruskal-wallis com pós-teste de Dunn. 1175 

  1176 

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

 1178 

 Conforme mostra a tabela 1, o peso relativo do ovário foi menor na fase púbere e adulta, 1179 

enquanto do útero apenas na fase púbere, na prole E. 1180 

 1181 
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Tabela 1. Peso relativo do ovário (direito e esquerdo) e útero e índice de adiposidade nos dias pós-natal 30, 50, 150 e 1182 

300 nas proles Controle, Etanol, Mãe Etanol e Pai Etanol. 1183 

Parâmetros/ 

Grupos 

Controle Etanol Mãe Etanol Pai Etanol 

Dia pós-natal 30 (juvenil) 

Peso corpóreo (g) 83,33 ± 7,31 80,16 ± 7,82 80,00 ± 5,73 73,63 ± 5,35 

Peso do ovário 0,58 ± 0,11 0,65 ± 0,09 0,61 ± 0,08 0,60 ± 0,00 

Peso do útero 0,79 ± 0,23 0,85 ± 0,23 0,92 ± 0,31 0,89 ± 0,11 

Índice de 

adiposidade 

0,66 ± 0,13 0,81 ± 0,21 0,67 ± 0,25 0,59 ± 0,13 

Dia pós-natal 50 (púbere) 

Peso corpóreo (g)  175,63 ± 13,06 170,60 ± 9,45 171,00 ± 0,15 175,45 ± 10,24 

Peso do ovário 0,73 ± 0,11 0,65 ± 0,08a 0,78 ± 0,07 0,76 ± 0,10 

Peso do útero 2,33 ± 0,32 1,83 ± 0,43a 2,27 ± 0,53 2,03 ± 0,62 

Índice de 

adiposidade 

1,44 ± 0,27 1,39 ± 0,22 1,25 ± 0,02 1,21 ± 0,21 

 

Dia pós-natal 150 (adulta) 

Peso corpóreo (g) 263,50 ± 9,65 292,00 ± 18,20 272,80 ± 16,97 275,92 ± 15,71 

Peso do ovário 0,73 ± 0,11 0,58 ± 0,77a 0,66 ± 0,10 0,70 ± 0,93 

Peso do útero 2,33 ± 0,32 2,32 ± 0,29 2,29 ± 0,44 2,68 ± 0,46 

Índice de 

adiposidade 

3,80 ± 0,59 4,09 ± 0,82 3,70 ± 1,05 3,29 ± 0,51 

 

Dia pós-natal 300 (adulta tardia) 

Peso corpóreo (g) 294,84 ± 18,59 292 ± 19,07 295,09 ± 0,15 304,22 ± 18,23 

Peso do ovário 0,55 ± 0,11 0,62 ± 0,12 0,58 ± 0,11 0,50 ± 0,12 

Peso do útero 3,31 ± 0,99 2,94 ± 0,53 2,35 ± 0,59 2,57 ± 0,70 

Índice de 

adiposidade 

4,34 ± 0,94 4,91 ± 0,83 4,09 ± 0,93 4,80 ± 1,03 

 

Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 pelo two-1184 

way ANOVA com pós-teste de Dunnet. Peso: PInteração 0,0230, PTempo <0,0001, PGrupos 0,0240; Ovário: 1185 

PInteração <0,0001, PTempo <0,0001, PGrupos 0,1081; Útero: PInteração 0,0156, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0676; 1186 

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

  1188 

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

 1190 
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 Encontramos maior porcentagem de folículos primordiais/primários (figura 2A) na 1191 

idade juvenil na prole PE, porém esse foi estabilizado após esse período.  1192 

 1193 

Figura 2. Contagem de folículos ovarianos. Os folículos primordiais/primários (A), secundários (B), terciários (C), 1194 

corpo lúteo (D) e atrésicos (E) foram contabilizados em lâminas de ovário corado com hematoxilina-eosina na prole 1195 

dos grupos prole feminina Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 1196 

e 300. n = 5 / grupo / idade. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. Valores expressos como 1197 

média ± D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. Figuras A: PInteração 0,2153, PTempo 1198 

<0,0001, PGrupos 0,0707; B: PInteração 0,0183, PTime < 0,0001, PGrupos 0,1606; C: PInteração 0,0230, PTempo 1199 
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<0,0001, PGrupos 0,0240; D: PInteração < 0,1113, PTime 0,0002, PGrupos 0,0052; E: PInteração 0,0714, PTime < 1200 

0,0001, PGrupos 0,0102. 1201 

 1202 

O consumo paterno ou materno de etanol diminui a proliferação celular de folículos ovarianos  1203 

 1204 

 Encontramos menor porcentagem de células da granulosa em proliferação nos folículos 1205 

primordiais/primários em ME e PE (figura 3A), e nos secundários e terciários em ME, todos na 1206 

idade adulta tardia (figura 3B - C). 1207 

 1208 

 1209 

Figura 3. Proliferação celular da granulosa nos folículos ovarianos. Porcentagem dos folículos ovarianos marcados 1210 

com anti Ki-67 para análise de proliferação celular nos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol 1211 

(PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n = 5/ grupo / idade. As letras representam as diferenças em relação ao 1212 

Controle. Valores expressos como média ± D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  Figuras 1213 

A: PInteração 0,0051, PTempo <0,0001, PGrupos 0,0055; B: PInteração 0,0265, PTime < 0,001, PGrupos 0,1955; C: 1214 

PInteração 0,7848, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0088. 1215 

 1216 

O consumo de etanol por ambos os pais materno alterou a concentração plasmática dos 1217 

hormônios reprodutivos 1218 

 1219 

 Observamos menores níveis plasmáticos de 17 beta-estradiol em E na fase juvenil (figura 1220 

4). 1221 
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 1222 

Figura 4. Hormônios reprodutivos. Concentração plasmática do estradiol (A) e progesterona (B) da prole feminina 1223 

dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n = 5/ 1224 

grupo / idade. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. Valores expressos como média ± D.P. p < 1225 

0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  Figuras A: PInteração 0,0402, PTempo 0,0029, PGrupos 1226 

0,2802; B: PInteração 0,1161, PTime 0,0062, PGrupos 0,2010; C: PInteração < 0,0001, PTime < 0,0017, PGrupos 1227 

0,0248. 1228 

 1229 

 1230 

O consumo de etanol parental interferiu na expressão dos receptores ovarianos da prole 1231 

  1232 

 A expressão do ER-α e PR foi menor no DPN 30 em todos os grupos (Figura 5). Em relação 1233 

ao TFG-β1, houve menor expressão no DPN 30 e 50 e aumento de NF-kB no DPN 300, ambos na 1234 

prole E (Figura 6). 1235 

 1236 
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 1237 
Figura 5. Western Blotting. A expressão de receptores de estrógeno alfa (A) e progesterona (B) foram avaliados no 1238 

ovário da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 1239 

30, 50, 150 e 300. n = 4/ grupo / idade. As marcações estão representadas em C, sendo a beta-actina utilizada como 1240 

controle endógeno. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. Valores expressos como média ± D.P. 1241 

p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  Figuras A: PInteração 0,0091, PTempo <0,001, PGrupos 1242 

0,0004; B: PInteração < 0,0001, PTime < 0,0001, PGrupos 0,0301. 1243 

  1244 
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 1245 

 1246 

Figura 6. Western Blotting. A expressão de receptores de fator de crescimento transformador beta 1 (A) e do fator 1247 

nuclear kB (B) foram avaliados no ovário da prole feminina dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e 1248 

Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n = 4/ grupo / idade. As marcações estão representadas em C, 1249 

sendo aa beta-actina utilizada como controle endógeno. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. 1250 

Valores expressos como média ± D.P. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  Figuras A: 1251 

PInteração 0,3498, PTime <0,0001, PGrupos 0,0040; B: PInteração <0,0001, PTempo <0,0001 PGrupos 0,0020. 1252 

 1253 

O consumo de etanol parental altera a concentração de citocinas plasmática da prole 1254 

 1255 

 Os níveis plasmáticos de VEGF, em PE, IL-6, em E e ME, e TNF-α, em todos os 1256 

grupos, aumentaram na idade adulta tardia, enquanto o VEGF foi menor na idade púbere em E 1257 

(Figura 7). 1258 
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 1259 
Figura 7. Dosagem de citocinas no plasma. A interleucina 6 (A), o fator de necrose tumoral alfa (B) e o fator de 1260 

crescimento endotelial vascular (C) foram dosados no plasma da prole feminina Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol 1261 

(ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n =4 – 5 /grupo / idade. Valores expressos como média ± 1262 

D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 pelo two-way ANOVA com pós-teste de 1263 

Dunnet. Figuras A: PInteração 0,0078, PTempo 0,0018, PGrupos 0,4326; B: PInteração <0,0001, PTempo 0,0073, 1264 

PGrupos 0,1873; C: PInteração 0,0168, PTime 0,0095, PGrupos 0,0567. 1265 

 1266 

O consumo de etanol por ambos os pais altera as enzimas antioxidantes ovarianas da prole  1267 

 1268 

 Encontramos aumento da enzima antioxidante Superóxido Dismutase no ovário da prole E 1269 

apenas na idade adulta tardia (Figura 8). Não houve alteração na concentração de Malonaldeído.   1270 
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 1271 

Figura 8. Estresse oxidativo. A atividade das enzimas antioxidantes Catalase (A), Superóxido Dismutase (B) e 1272 

Glutationa Reduzida (C) e do oxidante Malonaldeído (D) foram verificadas no ovário da prole feminina Controle (C), 1273 

Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n =5 / grupo / idade. Valores 1274 

expressos como média ± D.P. As letras representam as diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 pelo two-way 1275 

ANOVA com pós-teste de Dunnet. Figuras A: PInteração 0,0756, PTempo 0,40017, PGrupos 0,4072; B: PInteração 1276 

0,2357, PTempo 0,0006, PGrupos 0,4956; C: PInteração 0,4633, PTempo 0,0493, PGrupos 0,14221; D: PInteração 1277 

0,4512, PTempo 0,0009, PGrupos <0,0001. 1278 

 1279 

 1280 

Discussão 1281 

Nosso estudo ressalta como o estilo de vida parental na pós-puberdade, como o consumo 1282 

de etanol, pode influenciar negativamente os parâmetros reprodutivos das futuras gerações. Nós 1283 

verificamos que o consumo parental influencia o funcionamento e desenvolvimento ovariano e 1284 

conduz a um ambiente inflamatório e oxidativo da prole feminina não exposta ao etanol, com 1285 

contribuição individual, materna ou paterna, e em conjunto, ambos os pais. O uso afeta a prole ao 1286 

longo da vida, sendo o consumo materno ou paterno capaz de alterar a expressão de receptores 1287 

ovarianos e citocinas pró-inflamatórias, com menor contagem de folículos pelo consumo paterno 1288 

e taxa proliferativa pelo materno. Enquanto o consumo por ambos os pais também interferiu no 1289 
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desenvolvimento físico, na puberdade, no estradiol e suscetibilizou a um ambiente pró-1290 

inflamatório na idade adulta tardia.  1291 

Estudos recentes apoiam que a saúde, o estilo de vida e o estado nutricional nos períodos 1292 

pré-concepcionais são essenciais para o normal desenvolvimento do feto (BEDI ET AL., 2019; 1293 

ÖZTÜRK et al. 2021). Assim, tantos os mecanismos epigenéticos, ocasionados pelas exposições 1294 

ambientais anteriores à concepção, como a programação fetal, dada pela plasticidade do 1295 

desenvolvimento do feto para manter a homeostase em condições inadequadas, exercem um 1296 

impacto significativo na saúde e no desenvolvimento da prole (CHANG et al., 2017; 1297 

MARCINIAK et al., 2017). Recentemente, verificamos prejuízos no desenvolvimento físico na 1298 

prole pelo uso de etanol parental, porém não correlacionamos a contribuição individual dos pais 1299 

(FIORAVANTE et al., 2021).  Aqui, nós observamos que apenas o consumo alcoólico por ambos 1300 

os pais foi capaz de atrasar os sinais externos da instalação da puberdade e a concentração 1301 

plasmática de estradiol. A abertura vaginal e o primeiro estro são utilizados para avaliar 1302 

indiretamente o desenvolvimento puberal e o estado de maturação ovariana, visto que a puberdade 1303 

é marcada por alterações morfológicas e funcionais em diferentes níveis do eixo HHG (OJEDA et 1304 

al., 2014). A informação final sobre o estado de maturação ovariana só pode ser obtida pela 1305 

primeira ovulação, ou seja, pela a presença de corpos lúteos (GAYTAN et al., 2017). Nessa 1306 

perspectiva, não observamos alteração na quantidade de folículos ou corpo lúteo no grupo E em 1307 

nenhuma idade analisada, seja anterior a ovulação, pré-púbere, ou posterior, pós-púbere. Contudo, 1308 

menores níveis de estradiol plasmático associado a menor expressão do ER-α ovariano, ambos no 1309 

DPN 30, podem ter acentuado o atraso da instalação da puberdade posteriormente. Além disso, foi 1310 

constatado prolongamento das fases estro e proestro na prole provinda de consumo alcoólico 1311 

parental (FIORAVANTE et al., 2021), indicando possível desequilíbrio no eixo HHG. Associado 1312 

a esses parâmetros, a prole E também apresentou menores peso ovariano e uterino, no DPN 50 e 1313 

150, e expressão do TGF-β1, no DPN 30 e 50, reforçando a influência do consumo por ambos os 1314 

pais. A família dos TGF-betas tem papel chave para regular a proliferação celular, a produção de 1315 

hormônios esteroides e o sistema imunológico, bem como o desenvolvimento e função folicular 1316 

(VANDERHYDEN et al. 2003; KUBICZKOVA et al., 2012).  Ingman e Robsertson (2009) 1317 

verificaram que a deficiência de TGF-β1 na puberdade atrasou o início da maturidade sexual, 1318 

prolongou o ciclo estral e alterou os níveis de LH plasmático, enquanto sua baixa expressão em 1319 

idades mais avançadas foi associada a alteração no desenvolvimento folicular e qualidade de 1320 

oócitos (HAN et al., 2011). Baixa concentração plasmática de VEGF no DPN 50, observada em 1321 

E, também pode se correlacionar ao TGF-β1. O VEGF atua na regulação da angiogênese ovariana, 1322 

processo essencial para o crescimento e desenvolvimento normal dos tecidos, formação de novos 1323 

vasos sanguíneos, entrega de oxigênio e nutrientes e na distribuição de hormônios para as células-1324 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C3%96zt%C3%BCrk%20HN%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C3%96zt%C3%BCrk%20HN%5BAuthor%5D
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alvo (KACZMAREK et al., 2005; APTE et al., 2019). A inibição da expressão de VEGF pode 1325 

resultar na diminuição da angiogênese folicular e no de desenvolvimento de folículos antrais 1326 

maduros (KACZMAREK et al., 2005). Sua associação com o TGF-β1 é intrinsicamente íntima, 1327 

incluindo a secreção desses fatores nas células da granulosa (KUO et al., 2011; FANG et al., 1328 

2020).  Guo e colaboradores (2022) verificam que o VEGF participa da via regulatória do TGF-1329 

β1, que então influencia o desenvolvimento folicular. Apesar da expressão do VEGF no fluido 1330 

folicular ter maiores concentrações em relação ao plasma (LEE et al., 1997), sugerimos que a baixa 1331 

expressão de TGF-β1 ovariana seja um dos fatores associado as menores concentrações de VEGF 1332 

plasmática. Mesmo não observando impactos significativos no desenvolvimento folicular, 1333 

verificamos maior suscetibilidade do ovário em responder as mudanças na fase juvenil e púbere 1334 

em E. Em contrapartida, a prole provinda de consumo alcoólico exclusivamente paterno 1335 

apresentou menor porcentagem de folículos primordiais/primários no DPN 30, podendo indicar 1336 

atraso na maturação até atingir a oocitação, contudo, não houve alteração na porcentagem de 1337 

corpos lúteos nas demais idades.  1338 

Em adição, encontramos menor expressão de ER-α e PR no DPN 30 em todos os grupos, 1339 

sendo esses necessários para a função ovariana e controle do ciclo reprodutivo. Durante a fase 1340 

juvenil, ondas pulsáteis de LH são estimuladas pelo estrógeno juntamente com influência de 1341 

neurotransmissores excitatórios, Kisspeptina, fatores de crescimento, prolactina, entre outros, 1342 

sendo o pico de liberação na puberdade dependente da maturação do eixo HHG (PICUT, 2015). 1343 

Tanto o estradiol quanto a progesterona são necessárias para estimular a liberação de GnRH e LH 1344 

e manter o eixo HHG estável (MOHR et al., 2022). Assim, anormalidades nesta sinalização 1345 

resultam na desregulação dos níveis hormonais que afetam vários sistemas de órgãos e hormônios 1346 

(MOHR et al., 2022). O receptor de estrogênio desempenha um papel importante no 1347 

desenvolvimento do folículo além do estágio antral (CHAKRAVARTHI et al. 2021). Esses 1348 

impactos durante a fase juvenil podem influenciar, posteriormente, a regulação do eixo 1349 

HHG.  Nosso estudo vai de encontro à Dupont et al. (2000), que observaram normal 1350 

desenvolvimento folicular até o estágio antral, mesmo na ausência de ER-α (SINKEVICIUS et al., 1351 

2009). Contudo, hipoplasia uterina, maior quantidade de folículos antrais e atrésicos e aumento de 1352 

LH com consequente estímulo da Cyp17 a sintetizar androstenediona, afetando o ambiente 1353 

hormonal, também foram observados (DUPONT et al., 2000; COUSE et al., 2003). Portanto, a 1354 

falta de feedback negativo do estradiol na hipófise aumenta a produção de gonadotrofinas e a 1355 

sinalização nas células foliculares (JAMNONGJIT et al., 2006). Já a progesterona, responsável 1356 

pela maturação dos ovócitos e estimulada pelo LH (WOODWORTH 2020), quando aumentada, 1357 

pode acelerar a puberdade e diminuir a expressão dos receptores hipotalâmicos (SÁ FILHO et al 1358 

2010), sendo o inverso passível de ocorrer. Em geral, esses estudos acentuam nossa hipótese 1359 

https://www.sciencedirect.com/topics/psychology/progesterone
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inicial, indicando que as alterações na fase juvenil, idade de preparo fisiológico para a puberdade, 1360 

podem afetar sistematicamente o organismo, incluindo a sinalização neuroendócrina e fatores 1361 

envolvidos na coordenação do ciclo reprodutivo. Além disso, comprometimento na função dos 1362 

receptores de estrógeno, relacionam-se às doenças endócrinas e reprodutivas (TANG et al., 2019).  1363 

Também observamos redução na taxa proliferativa das células da granulosa em ME e PE, 1364 

ambos na idade adulta tardia. O desenvolvimento de um oócito requer uma série de vias de 1365 

sinalização parácrinas e endócrinas que direcionam o crescimento e a maturação do oócito desde 1366 

a montagem do folículo primordial até a oocitação (VOROTINA et al., 2006). Assim, o 1367 

desenvolvimento folicular ovariano é um processo de remodelação cíclica caracterizado por altas 1368 

taxas de proliferação e atresia (VOROTINA et al., 2006). Estudos indicam que as células da 1369 

granulosa de folículos maiores apresentam menor taxa proliferativa e maior diferenciação, com 1370 

maior expressão de marcadores de maturação das células da granulosa (COSTERMANS et al., 1371 

2019). Embora a apoptose seja mecanismo subjacente à atresia folicular e fundamental para o 1372 

crescimento cíclico e a regressão dos folículos (DAS et al., 2008), não observamos alteração na 1373 

porcentagem de folículos atrésicos. Alterações na taxa proliferativa podem indicar uma resposta 1374 

inadequada à sinalização hormonal. Além disso, também observamos mudanças pontuais como 1375 

menor expressão ER-α, no DPN 30, o que pode ter colaborado para os efeitos observados 1376 

posteriormente. 1377 

Em relação ao ambiente inflamatório e oxidativo, encontramos prejuízos apenas na idade 1378 

adulta tardia. Observamos aumento no IL-6, em E e ME, e TNF-α, sendo essas citocinas pró-1379 

inflamatórias (KHAN et al., 2018). A inflamação é caracterizada por um estado pró-inflamatório 1380 

sistêmico crônico, e, conforme ocorre envelhecimento, há aumento progressivo da inflamação pelo 1381 

desequilíbrio das citocinas, predispondo ao surgimento de doenças (XIA et al. 2016).  As células 1382 

senescentes secretam fatores de crescimento, proteases, quimiocinas e citocinas como IL-6, sendo 1383 

que citocinas como o TNF-α induzem a senescência celular pela ativação de espécies reativas de 1384 

oxigênio e mediadores pró-inflamatórios (SASAKI et al., 2008). Em conjunto, verificamos que 1385 

todos os grupos apresentaram aumento do TNF-α na idade adulta tardia, mas apenas E e ME foram 1386 

responsivos aumentando a IL-6, indicador do status inflamatório. Já a prole PE aumentou as 1387 

concentrações no VEGF nessa idade, sendo a angiogênese contribuinte para o crescimento, 1388 

migração e sobrevivência das células endoteliais a partir da vasculatura pré-existente, contudo, seu 1389 

aumento pode suscetibilizar a formação de carcinomas (RAGHUNATHACHAR et al., 2017).  1390 

Associado, a prole provinda de consumo por ambos os pais também aumentou a expressão 1391 

de NF-kB e do antioxidante SOD, no DPN 300. O NF-kB é elemento-chave para regular a 1392 

inflamação devido a resposta ao estresse fisiológico ou oxidativo. Os dímeros mais comuns são o 1393 

p50 e p65, que se mantém ligados ao inibidor IκB quando em repouso. Sob estímulos de moléculas, 1394 
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como o TNF-α, se ligam a determinados receptores, dissociam-se do IκB, translocando-se para o 1395 

núcleo e transcrevem o gene alvo (HOESEL; SCHMID, 2013). Portanto, o aumento da expressão 1396 

da subunidade p65, observado em nosso estudo, pode refletir a atividade do NF-κB (HOESEL; 1397 

SCHMID, 2013). Sabe-se que o NF-kB atua na função fisiológica normal durante a foliculogênese 1398 

(LUO et al., 2022), mas, seu aumento está correlacionado à processos patológicos com a expressão 1399 

elevada de p65 e p50 em mais de 90% de câncer de ovário (HARRINGTON et al., 2019; WANG 1400 

et al, 2015). Apesar disso, não se pode utilizá-los como marcadores prognóstico isoladamente 1401 

(WANG et al, 2015), apesar de nossos dados indicarem status inflamatório ovariano em E.  Nossa 1402 

hipótese é apoiada pelo aumento do antioxidante SOD. O aumento na produção de espécies 1403 

reativas de oxigênio ou na utilização de antioxidantes pode conduzir ao desequilíbrio nas reações 1404 

redox e levar ao estresse oxidativo (VATNER et al. 2020). O acentuado ambiente pró-inflamatório 1405 

em E pode ter contribuído para ativação da SOD, visto que os antioxidantes previnem a ativação 1406 

excessiva de NF-kB (GRIMBLE 2013). Desequílibrio entre o estresse oxidativo no microambiente 1407 

ovariano pode resultar em patologias, como parada meiótica dos oócitos, apoptose de células da 1408 

granulosa e disfunção do corpo lúteo, acelerando o processo de envelhecimento ovariano (YAN 1409 

et al., 2022). 1410 

 1411 

Conclusão 1412 

Concluímos que o alto consumo de etanol parental, mesmo que restrito ao período pós-1413 

púbere, altera o os parâmetros reprodutivos, em diferentes fases, e induz citocinas pró-1414 

inflamatórias na descendência feminina não exposta ao etanol. Possivelmente, mecanismos 1415 

epigenéticos estão relacionadas a esses impactos.  Também sugerimos alterações metabólicas e no 1416 

eixo HHG. A idade adulta tardia também foi afetada, sendo as respostas observadas na prole 1417 

dependentes da contribuição individual ou de ambos os pais. Os efeitos são acentuados na prole 1418 

provinda de consumo alcoólico materno e paterno, visto o atraso na instalação da puberdade, baixo 1419 

peso ovariano e uterino, alteração na expressão de receptores ovarianos e menor nível de estradiol 1420 

plasmático. O consumo exclusivamente paterno ou materno também apresentou sua influência, 1421 

como a menor porcentagem de proliferação folicular, ascendendo a importância dos cuidados pré-1422 

concepcionais tanto materno quanto paterno. Em geral, o desenvolvimento do folículo não foi 1423 

afetado, mas, o ambiente pró-inflamatório observado na idade adulta tardia pode indicar sinais de 1424 

envelhecimento e maior suscetibilidade no desenvolvimento de doenças. Nossos achados 1425 

ressaltam a importância da seleção dos hábitos cotidianos para manter o bem-estar futuro, 1426 

principalmente, sobre a fertilidade e funcionalidade reprodutiva das futuras gerações. 1427 
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Conclusões gerais 1428 

Concluímos que o consumo alcoólico parental pós-púbere impacta os parâmetros de 1429 

desenvolvimento físico bem como nos órgãos hormônio-dependentes, ovário e mama, na prole 1430 

feminina não exposta. Além disso, verificamos que há contribuição materna, paterna e de ambos 1431 

os pais, sendo que o consumo alcoólico por ambos os pais acentua os efeitos observados na prole, 1432 

principalmente sobre as características de desenvolvimento físico, puberdade e nível hormonal. O 1433 

ovário mostrou-se mais suscetível do que a glândula mamária, contudo, as alterações nos 1434 

receptores ovarianos não interferiram significativamente para progressão folicular após a 1435 

puberdade. Curiosamente, encontramos aumento de citocinas pró-inflamatórias na idade adulta 1436 

tardia, sendo o ovário da prole provinda de consumo por ambos mais responsiva ao aumentar a 1437 

SOD, enzima antioxidante, e o receptor NF-kB. Quanto a glândula mamária, encontramos 1438 

alterações em receptores envolvidos na regulação do seu crescimento, mas, as alterações foram 1439 

pontuais e não interferiram no seu desenvolvimento em geral. Interessante notar que apenas o 1440 

consumo por ambos os pais ou exclusivamente paterno ocasionaram alteração no perímetro 1441 

mamário e contagem de brotos terminais. 1442 

De acordo com os parâmetros analisados, podemos associar que o consumo por ambos os 1443 

pais afeta mais a prole, seguido pelo consumo exclusivamente paterno e depois pelo consumo 1444 

exclusivamente materno. Assim, já conhecido a importância das experiências maternas além da 1445 

relação materno-fetal para a saúde do feto e vida pós-natal, políticas preventivas devem também 1446 

ressaltar a influência do estilo de vida paterno no desenvolvimento da prole.   1447 

 1448 

 1449 
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 1458 

 1459 
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Perspectivas futuras 1460 

Como o consumo alcoólico parental afetou a prole durante o desenvolvimento inicial assim 1461 

como o padrão alimentar, seria relevante verificar a expressão de fatores que regulem o controle e 1462 

o desenvolvimento, a saciedade e o metabolismo da prole. Além disso, as alterações encontradas 1463 

na mama em diferentes idades demonstram suscetibilidade pelo consumo alcoólico parental. 1464 

Possivelmente, insultos ambientais, como a exposição ao consumo alcoólico pela prole, poderiam 1465 

afetar a mama de forma relevante e irreversível, além de predispor a doenças. Apesar das mudanças 1466 

pontuais observadas na glândula mamária, é relevante verificar seu funcionamento durante o 1467 

período lactacional, fase de máxima diferenciação, tanto na produção de leite quanto na sua 1468 

qualidade nutritiva. 1469 

Para maior precisão, análise dos hormônios e fatores neuroendócrinos envolvidos no eixo 1470 

HHG também são necessárias. Possivelmente, fatores de crescimento e sinalização androgênica 1471 

podem estar envolvidos. Verificar a qualidade dos oócitos e mecanismos envolvidos na reprodução 1472 

e fertilização podem contribuir para avaliar os danos reprodutivos. Além disso, a dosagem de 1473 

citocinas pró-inflamatórias localmente poderiam acentuar nossa hipótese de envelhecimento 1474 

precoce e o aumento da suscetibilidade a patologias após a idade senil.  1475 
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Apêndice 1979 

 1980 

Parâmetros parentais 1981 

 1982 

Avaliação da dieta e da massa corpórea antes do acasalamento  1983 

O consumo de ração e água e a massa corpórea foram mensurados semanalmente entre os 1984 

DPN 65 – 100. 1985 

 1986 

 1987 

 1988 
Figura 1. Peso corpóreo (A), consumo de ração (B) e consumo de água (C) antes do acasalamento das fêmeas que 1989 

constituíram os grupos parentais. 1990 
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 1991 
Figura 2. Peso corpóreo(A), consumo de ração (B) e consumo de água (C) antes do acasalamento dos machos que 1992 

constituíram os grupos parentais. 1993 

 1994 
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 1995 

Figura 3. Média do consumo de etanol das fêmeas e machos do dia pós-natal 65 ao 80. 1996 

 1997 

Consumo alimentar, eficiência alimentar (EA) e crescimento corpóreo gestacional e lactacional 1998 

 1999 

O peso corpóreo e o consumo de ração e de água foram anotados semanalmente até o final 2000 

da lactação. A eficiência alimentar foi validada pelo coeficiente de eficiência alimentar (CEA: 2001 

(Peso final - Peso inicial) / Quantidade total de ração consumida) e ganho de peso para consumo 2002 

calórico (GPPC: (Peso final - Peso inicial) / Quantidade total de quilocalorias consumida). 2003 

 2004 

 2005 

Figura 4. Peso corpóreo das mães dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) durante 2006 

as semanas de gestação e lactação. 2007 

 2008 
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 2009 
Figura 5. Consumo de ração (A) e água (B) das mães dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai 2010 

Etanol (PE) durante a gestação e lactação. 2011 

.   2012 

 2013 

 2014 

Figura 6. Inferência do útero gravídico dado pela subtração do peso no dia gestacional 21 e o peso no dia lactacional 2015 

1 (A) e tamanho da ninhada (B) das mães dos grupos Controle (C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE). 2016 

.2017 
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Parâmetros da prole 2018 

Avaliação das proteínas diferencialmente expressas por espectrometria de massas (LC-Ms/Ms)   2019 

A idade de 300 dias, para o ovário, e 50 dias, para a glândula mamária, foram selecionadas 2020 

para realização da proteomica. A extração de proteínas foi realizada em amostras previamente 2021 

congeladas do ovário esquerdo (n = 5 / grupo) e mama esquerda (n = 5 / grupo). Para a extração 2022 

de proteínas, 90 mg de tecido ovariano e 500 mg de tecido mamário foram diluídos em 300 μL e 2023 

1000 μL de tampão de lise A (7M Uréia, 2M Tiouréia e 40 mM de DTT), respectivamente, 2024 

alocados em microtubos contendo beads, agitados em vórtex e homogeneizado no disruptor de 2025 

células durante 30 s (dois ciclos de 15 s cada). Os microtubos foram centrifugados a 14000 rpm 2026 

por 30 minutos a 4°C. Esse procedimento foi repetido durante 3 vezes. Após, o sobrenadante foi 2027 

coletado em novos microtubos devidamente identificados e mantidos a -80º C. O precipitado 2028 

(restos celulares) foi descartado. Para a quantificação proteica, os extratos de proteínas totais 2029 

foram quantificados pela técnica de Bradford, utilizando como padrão a BSA, leitura de 2030 

absorbância a 595 nm e duplicata para cada amostra (Bradford, 1976).  2031 

Para a análise proteômica, as amostras foram subdivididas em alíquotas de 50 μL, sendo 2032 

adicionado o volume referente a 400 μg de proteínas e completado com AMBIC 50 mM para 2033 

atingir 50 μL. Em seguida, a amostra foi transferida para um bloco aquecido (37°C) e incubada 2034 

por 30 minutos. Após esse período, a amostra foi centrifugada (função pulso), adicionados DTT 2035 

(ditiotreitol) na concentração de 5 mM na amostra (BioRad, cat# 161-0611) e agitado em vórtex. 2036 

O tubo foi transferido para um bloco aquecido (37°C) e incubado por 40 min. Após esse período, 2037 

a amostra permaneceu em temperatura ambiente por 2 min e foi centrifugado (função pulso). 2038 

Iodoacetamida (IAA) na concentração de 10 mM (GE, cat# RPN 6302V) foi adicionada e agitado 2039 

em vortéx. As amostras foram incubadas no escuro à temperatura ambiente por 30 min. 2040 

Posteriormente, 40 μL de solução de tripsina (Promega, cat# V5280) em 50 mM AMBIC foi 2041 

adicionado, procedendo-se para a digestão de proteínas a 37°C overnight de no mínimo 14 horas. 2042 

Após, 10 μL de TFA 5% (Pierce, Part No. 53102, HPLC Grade, 10 x 1 mL) foi adicionado, agitado 2043 

em vórtex e incubadas a 37 °C por 90 minutos. Os microtubos foram centrifugados em 14000 rpm 2044 

a 6 °C por 30 minutos e o sobrenadante transferido para um novo microtubo, dando início ao 2045 

protocolo com as colunas Pierce C18Spin (Pierce, cat #89870). Após, a amostra foi seca, 2046 

ressuspendida em acetonitrila 3% e ácido fórmico 0,1% e padrão e mantidas em -80 ºC até iniciar 2047 

a espectrometria de massas.  2048 

O espectrômetro de massas Xevo® G2 Q-TOF (G2 (Waters, Milford, MA) foi operado no 2049 

modo de íon nano-eletro-spray positivo e os dados coletados usando o método MSE em energia 2050 

elevada (19-45V), permitindo a aquisição dos dados dos íons precursores e fragmentos numa única 2051 

injeção. As condições a fonte incluem tensão capilar, 2,8kV; cone de amostra, 40V; cone de 2052 
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extração, 3.0 V e temperatura da fonte 100 °C. No entanto, as condições podem variar devido às 2053 

configurações de tensão do detector e do lock spray. A aquisição dos dados ocorreu por 70 min 2054 

com varredura na faixa de 50 - 1.500 Da. O lockspray, usado para garantir acurácia e 2055 

reprodutibilidade, foi será operado com solução de [Glu1] fibrinopeptídeo (1 pmol / μL), com 2056 

fluxo de 0,5 µL/min, como um íon de referência no modo positivo a uma relação m/z 785,8427. 2057 

Todas as amostras foram injetadas em triplicata técnica. 2058 

 A análise da interação proteína-proteína de proteínas específicas foi feita usando a 2059 

Ferramenta de Pesquisa para Recuperação de Genes/Proteínas Interagindo (STRING), sendo as 2060 

fontes de interação Textmining, Experiments, Databases e Co‑expression selecionadas com 2061 

confiança média (0.400) de interação.  2062 

A identificação das proteínas foi obtida pelo software ProteinLynx Global Server (PLGS) 2063 

versão 3.03 (Waters, Milford, MA) com algoritmo de contagem de íons incorporado ao software, 2064 

utilizando a pesquisa no banco de dados da espécie Rattus novergicus do catálogo UniProtKB 2065 

(Universal Protein Resource) (http://www.uniprot.org). A diferença de expressão foi determinada 2066 

pelo software com p > 0,95 para as proteínas supra reguladas. As comparações foram feitas em 2067 

relação ao grupo Controle. 2068 

 2069 

 2070 

Diagrama de Venny  2071 

 2072 
Figura 7. Diagrama de Venny das proteínas up reguladas, down reguladas e únicas do ovário da prole Controle (C), 2073 

Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 300. 2074 



69 

 

 

 2075 
Figura 8. Diagrama de Venny das proteínas up reguladas, down reguladas e únicas da glândula mamária da prole 2076 

Controle (C), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 50. 2077 

 2078 

Rede de interação de proteínas- String 2079 

 2080 

 2081 

Figura 9. Proteínas do ovário up reguladas da prole Etanol em relação à Controle no DPN 300. 2082 
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 2084 

Figura 10. Proteínas do ovário down reguladas da prole Etanol em relação à Controle no DPN 300. 2085 

 2086 

 2087 

Figura 11. Proteínas do ovário up reguladas da prole Mãe Etanol em relação à Controle no DPN 300. 2088 
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 2089 

Figura 12. Proteínas do ovário down reguladas da prole Mãe Etanol em relação à Controle no DPN 300. 2090 

 2091 

 2092 

Figura 13.  Proteínas do ovário up reguladas da prole Pai Etanol em relação à Controle no DPN 300. 2093 
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 2094 

Figura 14.  Proteínas do ovário down reguladas da prole Pai Etanol em relação à Controle no DPN 300. 2095 

 2096 

Expressão gênica por RT-qPCR 2097 

 2098 

Os genes de interesse foram selecionados a partir dos resultados obtidos pela avaliação da 2099 

expressão proteica por espectrometria de massas, sendo os genes alvos eEF1, HSPE1, GSTP1, 2100 

CALM1 e ACKR1. Após a identificação das proteínas pelo software ProteinLynx Global Server, 2101 

os dados obtidos serão buscados no banco de dados UniProtKB para localização dos genes 2102 

codificantes das proteínas diferentemente expressas. Selecionamos 5 genes relacionados as 2103 

principais vias de alteração obtidas pela proteômica.  2104 

Amostras do ovário esquerdo (n = 5) foram removidas, alocadas em tubos criogênicos e 2105 

imersas em RNAlater (Sigma-Aldrich, R0901) por 24 h para estabilizar e preservar a integridade 2106 

do RNA. Após essa etapa, as amostras foram mantidas em freezer a -80 °C até o momento de seu 2107 

processamento. Os experimentos de RT-qPCR foram realizados com as orientações do MIQE: 2108 

Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment (Bustin et al., 2109 

2009). 2110 

A extração, do RNA foi feita segundo o protocolo presente no PureLinkTM RNA Mini Kit 2111 

(Thermo Fisher Scientific, EUA). O tecido foi extraído com o tampão de lavagem presente no kit, 2112 

sendo utilizado aproximadamente 90 mg de tecido (1,8 ml de lise + 1,8 microlitro de 2113 

mercaptoetanol) e homogeneizado em rotor mecânico. Posteriormente foi realizado a ligação, a 2114 

lavagem (sem tratamento com DNAse) e a eluição do RNA. Posteriormente foi realizado a análise 2115 

do rendimento do RNA. 2116 

A reação de transcrição reversa (RT) do RNA total obtido da mama será realizada 2117 

utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA). Esse kit 2118 

contém primers randômicos e poli- (T) que se anelam e retro transcrevem todos os RNAs 2119 

transcritos do genoma juntamente com a enzima transcriptase reversa. Além disso, também contém 2120 

todos os demais componentes necessários para a conversão quantitativa de RNA total em cDNA 2121 

com alto rendimento, linearidade e precisão. A reação de transcrição reversa e condições de 2122 

ciclagem serão realizadas seguindo as instruções do fabricante. Cada amostra de cDNA foi 2123 

analisada no aparelho ViiATM 7 Real-Time PCR system com placas TaqMan ® (Life 2124 

Technologies, EUA). As reações de RT-qPCR serão realizadas no aparelho ViiATM7 Realtime 2125 
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PCR System (Life Technologies, EUA) do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do 2126 

IBB/UNESP.  A quantificação relativa da expressão gênica será realizada pelo método do Cq 2127 

comparativo. 2128 

 2129 

 2130 

 Figura 15. Expressão gênica relativa dos alvos eEF1, HSPE1, GSTP1, CALM1 e ACKR1 no tecido ovariano da 2131 

prole C, E, ME e PE no DPN 300.  n = 5/grupo. Valores expressos como média ± D.P. As letras representam as 2132 

diferenças em relação ao Controle. p < 0,05 por One-way ANOVA com pós-teste de Dunnet.  2133 

 2134 

 2135 

 2136 

Análise Hormonal 2137 

A concentração plasmática dos hormônios reprodutivos, estradiol, progesterona e 2138 

testosterona foram dosadas. O plasma cervical foi coletado, armazenado em tubos EDTA e 2139 

alocados a -4 ºC. A concentração plasmática de testosterona foi determinada por ELISA 2140 

competitiva (Kit Elabiscience Biotechnology CO., Houston, Texas, catalog nº: E-EL-0144, 96 T, 2141 

sensibilidade de 0.17 ng/mL, faixa de detecção entre 0,31 à 20 ng/mL, repetibilidade com 2142 

coeficiente de variação 10%). As amostras foram lidas em espectrofotômetro em 450 nm. 2143 
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 2144 

Figura 16. Hormônio reprodutivo. Concentração plasmática de testosterona da prole feminina dos grupos Controle 2145 

(C), Etanol (E), Mãe Etanol (ME) e Pai Etanol (PE) no dia pós-natal 30, 50, 150 e 300. n = 5/ grupo / idade. As letras 2146 

representam as diferenças em relação ao Controle. Valores expressos como média ± D.P. p < 0,05 pelo two-way 2147 

ANOVA com pós-teste de Dunnet.   2148 

 2149 
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Anexo 2150 

 2151 


