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Resumo

Embora as mulheres que amamentam geralmente evitem o uso de drogas o padrédo de
consumo parece ndo ser alterado, devido a crenga, em varias populacGes, de que o alcool é
galactogénico. Este estudo objetivou avaliar as repercussdes da ingestdo materna de uma
solucdo de aguardente de cana-de-acUcar durante a lactacdo, associada a uma dieta
experimental, sobre os parametros nutricionais, metabolicos e imunolégicos de seus
descendentes. Ratas Wistar (N=12) e seus filhotes (N=72) foram randomizados em quatro
grupos de 18 animais (9 machos + 9 fémeas), de acordo com a dieta oferecida e/ou a
exposi¢cdo a uma solucdo de aguardente (15% v/v): GDE (grupo dieta experimental controle);
GDEA (grupo dieta experimental alcool); GC (grupo dieta caseina); GCA (grupo dieta
caseina alcool). Foram avaliados o peso das maes e filhotes, a ingestdo hidrica materna, a
producédo de leite e o desenvolvimento dos lactentes. Ao final do experimento (21 dias de
lactacdo), os animais foram sacrificados e coletados: sangue, para os parametros bioquimicos
e imunoldgicos dos filhotes (proteina total, albumina, globulina, apartato amino transferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), Imunoglobulina A (IgA) e leucograma), timo e baco,
para analise histomorfométrica. No 1° artigo, “Immune response in newborn rats exposed
to sugarcane alcohol associated to an experimental diet”, foi avaliada a toxicidade da
ingestdo da solucdo de aguardente, associada a dieta experimental, sobre os parametros
imunologicos. As ninhadas do GCA apresentaram uma média de peso superior aos demais.
Quanto a contagem das celulas imunes, houve diferenca entre os grupos. Os lactentes do GC
apresentaram uma media superior, em todos 0s parametros, houve diferenca entre os animais
do GC e GCA. O baco foi o Unico 6rgdo que demonstrou interacdo significativa entre os
grupos e géneros e esta diferenca ocorreu no peso relativo do mesmo entre as fémeas do
GDEA e GC. As médias das areas foliculares do baco foram mais elevadas no GDE do que no
GDEA e se comprovou diferenca entre esses grupos. No 2° artigo, “Efeitos nutricionais e
metabdlicos em lactentes expostos a ingestdo materna de aguardente associada a uma
dieta experimental: estudo em ratos”, foram analisados os efeitos da ingestdo da solucéo de
aguardente, associada a dieta experimental, sobre os parametros nutricionias e metabolicos. A
dieta caseina (GC e GCA) promoveu maior peso entre as lactantes, apresentando diferenca em
relacdo aos demais grupos, aos 21 dias de lactagdo. O GCA apresentou aumento na producao
de leite no 4° dia de lactacdo, em relacdo aos demais. Aos 21 dias, foi detectada diferenca nos
pesos das ninhadas, segundo o grupo, o GCA apresentou peso superior aos demais. AST e
ALT foram mais elevadas nos animais expostos ao alcool. Houve reducdo das globulinas nos
animais do GCA. Os achados permitem concluir que, tanto a dieta como a bebida alcodlica
oferecida as lactantes neste estudo, modularam a resposta imune e o estado nutricional das
mesmas e de seus descendentes de forma diferenciada, de acordo com o género.

Descritores: Alcoolismo, Dieta, Estado Nutricional, Imunidade, Lactacdo, Ratos Wistar.
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Abstract

Although women who breastfeed generally avoid the use of drugs, the pattern of alcohol
consumption does not appear to be altered due to the belief in various populations that alcohol
increases milk production. The aim of the present study was to assess the repercussion of the
maternal ingestion of a sugarcane alcohol solution during lactation associated to an
experimental diet on nutritional, metabolic and immunological parameters in the offspring.
Female Wistar rats (N=12) and their offspring (N=72) were randomized into four groups of
18 animals (9 males + 9 females) based on the diet offered and exposure to a sugarcane
alcohol solution (15% v/v): experimental diet group (EDG); alcohol + experimental diet
group (AEDG); casein diet group (CDG); and alcohol + casein diet group (ACDG). Weight of
the mothers and offspring, maternal ingestion of water, milk production and development of
the offspring were analyzed. At the end of the experiment (21 days of lactation), the animals
were sacrificed. Blood was collected for biochemical and immunological parameters of the
offspring [total protein, albumin, globulin, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), immunoglobulin A (IgA) and leukogram). The thymus and spleen
were collected for histomorphometric analysis. In the first article, “Immune response in
newborn rats exposed to sugarcane alcohol associated to an experimental diet”, toxicity
from the ingestion of the sugarcane alcohol solution associated to the experimental diet was
assessed with regard to immunological parameters. The offspring in the ACG weighed more
than those in the other groups. Differences were detected between groups with regard to cell
counts. The offspring in the CDG had higher mean values for all parameters, with significant
differences between the CDG and ACDG. The spleen exhibited a significant interaction
between groups and genders; this difference occurred between relative weight of the females
in the AEDG and CDG. Mean area of the follicles of the spleen was significantly greater in
the EDG than in the AEDG. In the second article, “Nutritional and metabolic effects in
newborns exposed to maternal ingestion of sugarcane alcohol associated to an
experimental diet: study on rats”, the effects of the maternal ingestion of sugarcane alcohol
associated to an experimental diet on nutritional and metabolic parameters in the offspring
were analyzed. The casein diet (CDG and ACDG) promoted greater weight among the
offspring, with significant differences in relation to the other groups after 21 day of lactation.
The ACDG exhibited a greater increase in milk production on the fourth day of lactation in
comparison to the other groups. At 21 days, differences in offspring weight were detected
between groups, with the ACDG exhibiting greater weight than the other groups. AST and
ALT were higher in the animals exposed to alcohol. There was a reduction in globulins in the
ACDG. The findings allow the conclusion that both the diet and alcoholic beverage offered to
the lactating females in the present study modulated the immune response and nutritional
status of the mothers and their offspring in a differentiated manner depending on the gender of
the offspring.

Descriptors: Alcoholism, Diet, Nutritional Status, Immunity, Lactation, Wistar Rats
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O alcoolismo é um dos maiores problemas de salde publica no mundo, um tema
sempre atual, devido as suas consequéncias socioecondmicas, além das repercussdes toxicas
sobre 6rgdos e tecidos, desencadeando diversos mecanismos deletérios no organismo
(GUERRINI; THOMSON; GORLING, 2007).

O consumo de alcool tem imenso impacto como causa de adoecimento e morte no
mundo, relacionando-se, a0 mesmo tempo, a diversas consequéncias sociais negativas.
Constitui importante causa de morbi-mortalidade para as nagdes mais pobres; terceiro fator de
risco para problemas de salide na maioria das nacgdes ricas; principal fator relacionado a
adoecimento e morte na maioria dos paises pertencentes ao grupo cujas economias se
encontram em grau intermediario de desenvolvimento (MELONI; LARANJEIRA, 2004).

No Brasil, 0 alcoolismo determina mais de 10% de toda a morbi-mortalidade ocorrida
neste pais (FONTES;FIGLIE; LARANJEIRAS, 2006). O Il Levantamento Domiciliar sobre o
Uso de Drogas Psicotropicas, realizado em 2005, pelo Cebrid (Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas Psicotropicas), apontou que 12,3% das pessoas pesquisadas, com
idades entre 12 e 65 anos, preenchem critérios para a dependéncia do alcool, e cerca de 75%
ja beberam, pelo menos uma vez na vida. Vale ressaltar, ainda, que, neste mesmo estudo, 0s
autores identificaram que do total de dependentes, 6,9% eram do sexo feminino (CARLINI et
al., 2007; KACHANI, 2008).

O etanol é uma molécula que se move facilmente através das membranas celulares,
alcancando rapidamente um equilibrio entre o sangue e os tecidos (BURGOS; BION;
CAMPOQOS, 2004). Esta substancia atinge todos os tecidos do organismo e afeta a maioria das
funges vitais, por ser uma molécula pequena, solivel, tanto em meio aquoso como lipidico
(LIEBER, 1997).

O consumo de grandes quantidades de bebidas alcoolicas provoca alteragdes
metabolicas e patoldgicas nos mais variados sistemas do organismo humano: altera as funcdes
do sistema nervoso, digestdrio, alterando o metabolismo da glicose, lipideos e proteinas e,
particularmente, os aspectos nutricionais de 6rgdos, como pancreas, estbmago e intestino,
aleem de afetar o sistema imune dos individuos, aumentando assim o nimero de doencas
infecciosas de forma aguda e/ou crbnica (HIRATA; HIRATA, 1991; AHMED, 1995;
SZABO, 1998; ROMEO et al., 2007a; LAU et al., 2009).

O élcool é uma fonte de energia diferente de todas as outras, pois ndo pode ser
estocado no organismo. Como uma substancia tdxica, deve ser eliminado imediatamente
(KACHANI; BRASILIANO; HOCHGRAF, 2008). Assim, o alcool tem prioridade no

metabolismo, alterando outras vias metabdlicas, incluindo a oxidacéo lipidica, o que favorece
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0 estoque de gorduras no organismo, que se depositam preferencialmente na area abdominal
(LANDS, 1993; SUTER; HASLER; VETTER, 1997; SUTER, 2005). A participacdo calérica
do é&lcool depende de sua forma de metabolizacdo. A principal e mais usual via de
metabolizacdo do alcool é aquela que envolve a enzima alcool desidrogenase (ADH), cuja
funcdo é a oxidagdo do etanol em acetaldeido. Essa via utiliza o NAD (dinucleotideo de
nicotinamida-adenina) como aceptor de hidrogénio, que é reduzido a NADH. Essa reacdo esta
associada com um alto fornecimento energético proveniente do NADH na formacdo de 16
ATP/mol de etanol via fosforilagdo oxidativa. A disponibilidade de NAD e a atividade
mitocondrial limitam o uso dessa via, mais utilizada por bebedores sociais (MITCHELL;
HERLONG, 1986; SUTER; HASLER; VETTER, 1997; AGUIAR; DA SILVA;
BOAVENTURA, 2007).

Ja a via que assume grande relevancia nos alcoolistas é aquela do SMOE (Sistema
Mitocondrial de Oxidacdo do Etanol), presente no reticulo endoplasmaético liso dos
hepatdcitos, que utiliza o citocromo P-450, a NADPH-citocromo redutase e os fosfolipidios,
tendo como aceptor de hidrogénio o NADP. Essa via tem maior importancia em individuos
que consomem o alcool cronicamente, porém a custa de gasto de energia na forma de ATP.
Utiliza o oxigénio e o NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na sua forma
reduzida) ndo gerando componentes formadores de energia, como o NADH. E, portanto, uma
reacao que consome energia, em vez de gera-la (MITCHELL; HERLONG, 1986; AGUIAR;
DA SILVA; BOAVENTURA, 2007).

Existe uma terceira via de metabolizacdo do etanol que possui pequena participacao no
processo, sendo responsavel por apenas 10% do alcool ingerido. Ocorre no interior dos
peroxissomas, através de catalases, e, semelhantemente ao Smoe, ndo forma ATPs (AGUIAR;
DA SILVA; BOAVENTURA, 2007).
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Todas as trés vias tém como produto final o acetaldeido, que sera entdo oxidado em
acetato e agua pelo aldeido desidrogenase (ALDH), enzima presente na matriz e na membrana
mitocondrial externa, no microssomo e no citosol dos hepatocitos. Na fase final do
metabolismo, 0 acetato é convertido em coenzima A, com desdobramento de ATP para AMP
(adenosina monofosfato). O AMP podera entdo ser convertido novamente em ATP ou em
purinas e acido drico. O acetil coenzima A, por sua vez, entrara no Ciclo de Krebs,
transformando-se em diéxido de carbono e 4gua (AGUIAR; DA SILVA; BOAVENTURA,
2007). Assim, o acetato, metabodlito final da degradacdo do alcool, é uma étima forma de
energia, inibindo a oxidacdo lipidica e causando, entre outras coisas, a esteatose hepética e a
obesidade (SUTER; HASLER; VETTER, 1997).

Por outro lado, desde a década de 50, ha linhas de pesquisa que demonstram interesse
cientifico na investigacdo dos beneficios do consumo moderado de bebidas alcodlicas para o
organismo e a relacdo entre o consumo do alcool e resposta imune no desenvolvimento de

processos infecciosos e inflamatdrios, os quais parecem ainda contraditorios e nado
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completamente esclarecidos (ROMEO et al., 2007a). Evidéncias da literatura sugerem que
alguns compostos como: polifendis, vitaminas e antioxidantes presentes em bebidas
alcodlicas fermentadas, como a cerveja ou 0 vinho, previnem a supressao do sistema imune
ou desencadeiam um efeito protetor para o individuo (GONZALES-GROSS; LEBRON;
MARCOS, 2000; PERCIVAL; SIMS, 2000.). E importante salientar que essas pesquisas que
demonstram beneficios imunolégicos com o consumo moderado do alcool tém se reportado
sempre a populacdo adulta (ROMEO et al., 2007a).

Os mecanismos pelos quais o alcool pode afetar a imunidade ja sdo bem conhecidos,
como: prejuizo na habilidade das células brancas do sangue em migrar para os locais de
doenca ou infec¢do, inducdo de anormalidades funcionais dos linfocitos T e B, células Natural
Killer, mondcitos e macréfagos, além de alteracdo na producdo de citocinas (BAUTISTA,
2001; DEACIUC, 1997; SZABO, 1999). Entretanto, esses efeitos deletérios no sistema imune
sdo constatados em estudos com humanos e animais, quando sdo consumidas altas
concentragdes de alcool. Porém, quando os teores de alcool sdo menores, seu consumo parece
aumentar a resposta imune (BUDEC et al., 1992; MENDENHALL et al., 1997; COOK, 1998;
ROMEDO et al., 2007b; c). Este efeito aumentado parece depender ndo s6 da concentracdo de
etanol, como também da quantidade ingerida, duracéo e padrdes de consumo dessas bebidas
(ROMEO et al., 2007a).

Resultados de estudos da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) mostram que o
consumo do alcool representa na populagdo masculina, 5,6% de todas as mortes que ocorrem
no planeta e 0,6% das mortes ocorridas entre as mulheres, concluindo-se que o alcool é
responsavel por 3,2% da mortalidade global (MELONI; LARANJEIRA, 2004).

O consumo de bebidas alcoolicas pelo sexo feminino vem aumentando
dramaticamente, nos Gltimos 10-20 anos. Com a semelhanca das atividades socioeconémicas
das mulheres a dos homens, o consumo de alcool entre estes dois géneros tende a convergir, 0
gue tem sido constatado nas Ultimas décadas. Este consumo crescente passou a constituir uma
preocupacdo no campo da salde e, portanto, a demandar estudos para melhor conhecer os
varios aspectos e mecanismos envolvidos. A partir da década de 90 o tema passou a ser objeto
de maior curiosidade cientifica, o que fez aumentar o nimero de pesquisas (MONTEIRO,
1996; KERR-CORREA, et al., 2008). A prevaléncia do consumo do alcool por mulheres no
Brasil, sempre foi muito discutida e seus dados muito conflitantes, uma vez que o preconceito
historico acerca do problema dificulta o reconhecimento da dependéncia (BRASILIANO,
2005; NOBREGA; OLIVEIRA, 2005).
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No que concerne ao consumo de bebidas alcodlicas em periodos especificos da vida da
mulher, como a gestagdo, estima-se que 20% das gestantes fazem uso de alcool durante a
gravidez (PASSINI-JUNIOR, 2005). Uma menor proporcao de mulheres continua bebendo ou
consumindo outras drogas depois da gestacdo ser diagnosticada. Entre o0s agentes
teratogénicos, o alcool é o mais largamente utilizado, tendo um nimero de consumidores
superior ao de qualquer outro toxico (KOREN; NULMAN, 1994; ERJA, 2003). Estas
alteracbes compreendem desde a interrup¢do da gravidez até o aparecimento de deformacdes
fetais que caracterizam a “Sindrome Alcoolica Fetal”. No entanto, com relagdo aos efeitos da
ingestdo alcodlica materna durante a lactacdo e as possiveis alteracdes sobre a prole, ainda ha
muito o que se investigar (TAVARES-DO-CARMO; NEVES; FACCIN, 1995; BURGOS et
al, 2004; OJEDA et al., 2009).

Em 1983, o éalcool ja era catalogado como droga que passa ao leite materno,
necessitando abolir sua ingestdo durante todo o periodo de amamentagdo (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRIC, 1983; VILALPANDO, 1993). Entretanto, tradicionalmente, no
Brasil, o alcool tem sido recomendado a lactantes, especialmente a cerveja preta, como
“lactagdgo”, para melhorar a amamentagdo, proporcionando calorias e liquidos adicionais
(CUNHA, 1923; JASON, 1991; MENELLA; BEAUCHAMP, 1993; VITOLO et al. 1994;
WHO, 1998 ). Apesar de mulheres que amamentam demonstrarem usar menos drogas, seu
padrdo de consumo parece ndo diminuir neste periodo. Aproximadamente 10% delas relatam
beber duas ou mais doses de alcool diariamente (LITTLE, 1989). Estudos mais recentes
demonstraram que apenas 5% seguiam este padrdo apresentado apds o parto, porém 37%
relataram binge drinking frequentes (LITTLE; NORTHSTONE; GOLDING, 2002)

E fato indiscutivel que o consumo de bebidas alcodlicas entre as mulheres tem se
intensificado nas ultimas décadas, constituindo um tema relativamente pouco estudado, com
inimeras implicacGes ainda por desvendar. Embora tenha havido um incremento nas
campanhas educativas, alertando contra os maleficios fisicos e sociais do consumo do alcool
no Brasil, ainda sdo escassas as pesquisas que investiguem a prevaléncia deste consumo entre
as mulheres, em especial no Nordeste brasileiro, como também ha necessidade de estudos
experimentais e clinicos que avaliem as consequéncias do mesmo.

Toda a fundamentacdo teorica relativa ao que foi descrito e ao que sera relatado ao
longo do trabalho sera detalhada a seguir. Pretendemos, portanto, solidificar nossa hipotese
com o que ha de mais recente e aprofundado sobre o tema, na literatura.

Vale salientar que esta abordagem do alcoolismo durante a lactagdo é sumamente

importante, sobretudo levando-se em conta o diferente tipo de bebida alcodlica objeto do
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estudo (aguardente de cana-de-agucar), bem como a dieta, composta por uma mistura de
alimentos regionais, ofertada aos animais.

Assim, considera-se importante a realizacdo de pesquisa experimental que possa
fornecer alguns subsidios a elucidacdo de aspectos ainda controvertidos, como forma de
contribuicdo cientifica para aprofundar os conhecimentos sobre o assunto, colaborando

inclusive para a orientacdo das lactantes expostas ao consumo de alcool.
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Hipotese

A ingestdo de solucdo de aguardente, por ratas lactantes, associada a uma dieta
experimental, prejudica o estado nutricional das mesmas, bem como o crescimento e

desenvolvimento da sua prole diminuindo a imunocompeténcia dos seus descendentes.

Objetivos

Geral

Avaliar as repercusssoes da ingestdo materna de uma solucdo hidroalcoolica de
aguardente de cana-de-agtcar (15% v A7), durante a lactagdo, associada a uma dieta
representativa do Nordeste brasileiro, sobre os parametros metabolicos e imunologicos de

seus descendentes.

Especificos

Avaliar a influéncia da ingestdo de uma bebida alcoolica associada a uma dieta
representativa do Nordeste brasileiro sobre:
e O estado nutricional de ratas lactantes
e O crescimento e desenvolvimento dos seus filhotes, atraves do peso e alguns
marcadores de desenvolvimento, bem como de algumas variaveis bioquimicas;
e A rresposta imune dos lactentes, atraves de alguns parametros imunolégicos, como:

leucograma, titulacdo de anticorpos e da histomorfometria do timo e baco.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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Sabe-se, ha muito tempo, que o consumo do alcool é responsavel por aumentar a
injuria e levar a morte (PEARL, 1926; SJOGREN et al., 2000). Pesquisas tém contribuido
substancialmente para o entendimento das relagdes entre as bebidas e doencas especificas, e
mostrado que a relagdo entre consumo de alcool e doenca é complexa e multidimensional. O
uso prolongado do é&lcool leva a maltiplas anormalidades clinicas, bioquimicas e
eletrofisioldgicas, que estdo associadas com doencas do figado, sistema neuromuscular,
coracdo e cérebro (SPENCER et al., 1986; MARIN-LEON; OLIVEIRA; BOTEGA, 2007).

O élcool é uma substancia psicoativa, de consumo liberado e incentivado pela
sociedade (ELBREDER et al., 2008). A mortalidade e a limitagdo funcional causadas pelo
consumo de bebidas alcodlicas superam as ocasionadas pelo tabaco, correspondendo a 3,2%
da mortalidade global, sendo 5,6% deste valor para homens e 0,6% para mulheres (MELONI;
LARANJEIRA, 2004).

Existem diferengas no consumo de &lcool relacionadas ao género, sendo o uso abusivo
mais frequente entre os homens. No entanto, ha estudos apontando o aumento deste consumo
entre as mulheres, se iniciando de maneira mais precoce, mostrando que a diferenca entre 0s
géneros tem diminuido progressivamente (PALA, 2004; CESAR, 2006).

A realidade internacional e nacional, numa analise dos estudos sobre a dependéncia
quimica, evidencia que estes estdo quase exclusivamente voltados para a populacdo
masculina, banalizando-se a questdo do género (ELBREDER et al., 2008).

Estimativas acerca da prevaléncia do alcoolismo em homens e mulheres variam, de
acordo com o tempo e a populacdo estudada. Em relagdo ao sexo feminino essa questdo é
discutivel, especialmente pelo fato de que a mulher pode ser melhor diagnosticada, devido ao
enfrentamento da vergonha em buscar tratamento especializado, o0 que pode ocasionar
falsificacdo dos resultados da prevaléncia (BLUME, 1986; HOCHGRAF, 1993; KACHANI,
2008).
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Consumo de alimentos e bebidas no Nordeste brasileiro

Hébitos alimentares sdo as formas como os individuos ou grupos selecionam,
consomem e utilizam os alimentos disponiveis, incluindo os sistemas de producdo,
armazenamento, elaboragéo, distribuigdo e consumo de alimentos (SOUZA; HARDT, 2002).

Apesar da diversidade dos habitos alimentares entre os povos, culturas e camadas
sociais, em distintos periodos historicos, o valor nutricional da dieta depende
fundamentalmente das possibilidades econdmicas da familia para acesso aos alimentos
(ARRUDA, 1981).

Historicamente a cultura alimentar do Brasil teve seu nascimento na colonizagao
portuguesa, sofrendo a influencia de trés racas: a branca, com a chegada dos portugueses nas
terras brasileiras, a indigena, o encontro com o povo local e a negra, vinda com 0s escravos
trazidos como mao-de-obra para a exploracdo (FREYRE, 2001).

Em relacdo as alteracfes na estrutura de consumo e habitos alimentares da populacéo
brasileira, a analise temporal de alguns indicadores obtidos das Pesquisas Orcamentarias
Familiar (POFs) conduzidas pelo IBGE, apontam mudangas bastante significativas
(VASCONCELOQOS, 2007). Assim, por exemplo, a despesa mensal familiar de consumo
alimentar entre 1975 e 2003 passou, respectivamente, de 33,91% para 20,75% do total de
despesas. Analisando as variagdes da quantidade anual per capita de uma lista de vinte
alimentos selecionados, observa-se que, entre 1975 e 2003, importantes alimentos basicos tais
como arroz polido, feijao, farinha de mandioca, macarrdo, pdo francés, batata inglesa, carne
bovina, frango, leite pasteurizado, café moido e aclcar apresentaram sensiveis reducfes das
quantidades adquiridas. Além disso, apresentaram importante aumento as quantidades
adquiridas de alimentos como abobora, farinha de trigo, iogurte, refrigerante, agua mineral,
alimentos preparados e 0leo de soja. Outro importante indicador diz respeito ao percentual de
despesas com alimentacdo fora do domicilio, cuja participacdo tem historicamente sofrido
uma expressiva elevacdo. De acordo com os resultados da POF 2002-2003, as despesas com
alimentacdo fora do domicilio correspondiam a 24,05%, sendo 25,74% na area urbana e
13,07% por cento na area rural. Na distribuicdo por regifes geograficas, o0 maior percentual de
despesas com alimentacdo fora do domicilio verificou-se no Sudeste (26,91%), seguido das
regibes Centro-Oeste (24,46%) e Sul (23,35%), enquanto os menores valores verificaram-se
no Nordeste (19,52%) e Norte (19,10%) (IBGE, 2004).

Batista-Filho e Miglioli (2006), analisando através de uma revisdo bibliogréfica, o

perfil qualitativo dos alimentos componentes dos diversos grupos no Estado de Pernambuco,
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encontraram que de modo geral, as gorduras (todos os tipos), acucar e café apareciam como
os componentes de frequéncia mais elevada (acima de 80%) de todos itens alimentares para
esse estado, principalmente entre as familias do interior urbano e rural. J4 o feijdo no meio
rural, foi registrado no recordatorio diario de 95,7% das familias avaliadas.

Ressalta-se que em relacdo aos alimentos de origem animal, o consumo de leite in
natura predomina no interior rural e urbano, caindo consideravelmente na Regido
Metropolitana do Recife (RMR). No que diz respeito as carnes, a bovina (fresca ou na forma
de charque) aparecem como as de consumo mais elevado, seguida da carne de galinha. O ovo
teve 0 seu menor consumo no meio rural (17,3%) (BATISTA-FILHO; ROMANI, 2002).

Entre as leguminosas, os feijoes aparecem com maior consumo predominantemente na
zona rural (95,7%) em relacdo a RMR (82,6%). Quanto aos cereais, 0 arroz, em termos de
frequéncia diaria, aparece com a maior participacdo no consumo do grupo, seguido do péo e
do milho (BATISTA-FILHO; ROMANI, 2002).

Quanto aos alimentos protetores: legumes, verduras e fruta, de modo geral observou-
se que o0 consumo dos principais legumes e verduras e menor, do que as demais areas. Ja o
consumo diario de frutas e bem mais baixo do que o de legumes e verduras no meio urbano e,
principalmente no meio rural. A banana e a laranja aparecem como as frutas de preferéncia
mais rotineira (BATISTA-FILHO; ROMANI, 2002).

Embora as bebidas alcodlicas ndo sejam consideradas alimentos, elas fazem parte dos
habitos alimentares de diversas populaces. As bebidas alcoolicas sdo tdo antigas quanto a
humanidade e tdo numerosas como as etnias. Fenicios, assirios, babilonios, hebreus, egipcios,
chineses, gregos, romanos e germanos mencionaram-nas e cada povo praticamente tem as
suas bebidas especificas, a partir das fontes naturais proprias de acglcares e amilaceos, como
frutas, cana, milho, trigo, arroz, batata, centeio, aveia, cevada e mesmo raizes e folhas.
Dependendo do pais e da disponibilidade de matérias-primas, produz-se em maior quantidade
um determinado tipo de bebida alcodlica caracteristica da regido, como o uisque, nos Estados
Unidos e na Escocia, a vodca, na Russia, 0 saqué, no Japdo, o rum, em Cuba, e a aguardente,
no Brasil, entre outras (REIS; RODRIGUES, 2003).

A aguardente de cana-de-acucar € um tipo de bebida produzida no Brasil que recebe a
denominacdo tipica e exclusiva de cachaca e apresenta graduacdo alcodlica de 38 % vol
(trinta e oito por cento em volume) a 48% vol (quarenta e oito por cento em volume) a 20°C
(vinte graus Celsius), sendo obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-
acucar, com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até

6g/L™, expressa em sacarose. Quando a quantidade adicionada de acticares é superior a esta e
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inferior a 30g/L™, a bebida passa a ser denominada cachaca adocada (BRASIL, 2005). Assim,
a cachaca é, sem margem para contestacdo, a bebida tipica do povo brasileiro, haja vista ser o
Brasil o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, matéria-prima bastante utilizada em sua
producéo, seguido pela india e Cuba (BARROS; RIBEIRO; ROLIM, 1989).

A cana-de-agUcar € uma planta que pertence a classe das Monocotiledéneas, familia
Poaceae (Gramineae), género Saccharum e espécie Saccharum spp, cuja composicdo quimica
é de: 65% a 75% de agua, 11% a 18% de sacarose, 0,2% a 1,0% de glicose, 0,0% a 0,6% de
frutose, 8% a 14% de cinzas e o restante constituido por compostos nitrogenados, minerais,
gorduras, ceras e compostos pécticos (SANTANA, 1995).

A producéo da cachaga no Brasil ocorre de uma forma pulverizada, em quase todos os
estados. Segundos dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa),
existem cerca de 1.800 estabelecimentos produtores de cachaca registrados e mais de 30 mil
produtores, em todo o pais. A maior parte estd localizada nos estados de Séo Paulo,
Pernambuco, Ceara, Rio de Janeiro, Goids e Minas Gerais, que respondem por cerca de 75%
da producéo nacional (BRASIL, 2005).

A producéo de aguardente, no Brasil, destina-se quase totalmente ao mercado interno,
em que o consumo atende a um habito amplamente difundido, especialmente entre a
populacdo de baixo poder aquisitivo, visto ser uma bebida de preco relativamente baixo
(LIMA NETO et al. 1994). Entretanto, Pataro et al. (2002) relataram que, atualmente, a
aguardente esta presente em todos os segmentos sociais, no Brasil. Paradoxalmente, a parcela
de producéo destinada ao mercado externo é pouco significativa (LIMA NETO et al. 1994),
embora em ascensdo, € vem aos poucos conquistando o paladar internacional de bebidas
destiladas, pelo seu sabor especial e exotico (SOUSA, 2005). Em 2003, foram exportados 5,2
milhdes de litros de aguardente e cachaca, e em 2004 esse volume aumentou para 10,2
milhdes de litros (BRASIL, 1974), sendo 0s principais paises importadores: Alemanha,
Portugal e Estados Unidos (LOPEZ, 2004). Em 2008 foram exportados US$ 16.418.978,00
(11.092.088 litros) para aproximadamente 60 paises (CBRC, 2009).

Sem duvida alguma, a aguardente € muito apreciada, por possuir aroma e sabor
caracteristicos, e ndo ha exagero em afirmar que ndo é possivel o conhecimento da cultura do
povo brasileiro sem a inclusdo da “branquinha”, tdo significativa ¢ a sua presenca no dia-a-dia

desta populacéo, independentemente de classe social (LIMA, 2010).
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Etilismo feminino: uma realidade atual

A diferenca de género tem sido extensivamente estudada como um fator que influencia
0 consumo do &lcool (JUAREZ; TOMASI, 1999). O metabolismo do etanol constitui um dos
principais motivos para diferenciar os padrées do consumo do alcool entre machos e fémeas,
bem como as diferencas de composi¢do corporal, entre os géneros (KALANT, 1996;
LANCASTER, 1994). Embora, no Brasil, da mesma forma que em diversos paises estudados,
a prevaléncia da dependéncia de alcool seja muito menor no sexo feminino, € importante
lembrar que as mulheres tém maior sensibilidade ao alcool, maior progressdo a toxicidade
alcodlica e mortalidade aumentada em niveis de consumo mais baixos em relacdo aos homens
(BRIENZA; STEIN, 2002; REIS; RODRIGUES, 2003; AGUIAR; DA SILVA;
BOAVENTURA, 2007)

O consumo abusivo do alcool acarreta consequéncias, para a mulher, em varios
aspectos fisicos, que incluem a miocardiopatia, miopatia, hepatite alcodlica, que quase sempre
progride para cirrose hepatica; tem também consequéncias sobre o ciclo reprodutivo, como a
inibicdo da ovulagdo, diminuicdo da fertilidade e varios problemas ginecoldgicos e obstétricos
(NOBREGA; OLIVEIRA, 2005). O atendimento ao alcoolismo feminino implica o
conhecimento, dentre outros fatores, de suas repercussbes sobre a esfera ginecoldgica,
obstétrica e endocrina (NOVAES et al., 2000).

A maioria dos estudos experimentais sobre ingestdo de etanol, em ratos, tém sido
realizados em animais do sexo masculino; isto porque pesquisas em ambos 0s sexos, em
diferentes idades, tém constatado que as fémeas sempre consomem mais alcool que os
machos (BELL et al., 2004; ORANGE; BION; LIMA, 2009). Essas diferencas, relativas ao
maior consumo do etanol pelas fémeas, tém sido observadas em modelos animais de
alcoolismo, ao contrario do que ocorre em humanos, em que 0s homens, na maioria das vezes,
ingerem maiores quantidades de etanol que as mulheres, nas amostras de alcoolistas
(WILSNACK et al., 2000; SIMAO et al, 2002; KERR-CORREA et al., 2008).

Em periodos reprodutivos da vida da mulher, como gestacédo e lactacdo, o consumo de
bebidas alcodlicas deve ser desaconselhado, o que € ratificado pelos achados clinicos e
experimentais sobre esta pratica (BURGOS et al., 2004; FABRI, 2002). Historicamente, o
alcool tem sido relacionado a efeitos adversos sobre o recém-nascido (RN) (BURGOS et al.,
2002). CitacOes biblicas ja referiam proibicGes ao consumo de cerveja e vinho por gestantes,

sendo ainda norma proibitiva em algumas cidades, na Antiguidade, o brinde nupcial com
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bebidas alcoodlicas, para prevenir efeitos teratogénicos ja na concepgdo (STREISSGUTH et
al., 1980; KACHANI, 2008).

Estima-se que aproximadamente 20% das mulheres fazem uso de alcool durante a
gravidez (PASSINI JUNIOR, 2005). Mesmo variando em forma e intensidade, o uso
frequente do alcool entre as mulheres tem aumentado significativamente, nos Gltimos anos
(EBRAHIM et al., 1998; ROOM; BABOR; REHM, 2005). Em decorréncia disso, tem sido
observado aumento dos efeitos negativos do chamado consumo “baixo a moderado”, durante
a gestacdo (CHANG, 2001). As mulheres que consomem &lcool de forma moderada tém
maior chance de parar ou reduzir seu consumo, durante o periodo de gestacao; porém, entre as
“grandes bebedoras”, dois ter¢os diminuem o consumo € um terco continua a abusar do
alcool, durante toda a gestacdo (ERJA, 2003).

Este é um fato preocupante, principalmente quando se sabe que o consumo do alcool
durante a gestacdo envolve grande risco, devido a embriotoxicidade e teratogenicidade fetal
que a ele estdo relacionadas, transformando-se em sério problema de satde publica (FABRI,
2002). Fiorentin e Vargas (2006), entrevistando gestantes que realizavam o programa de pré-
natal em unidade basica distrital de salude no interior paulista, constataram que 35%
consumiam bebidas alcodlicas, embora acreditassem que o consumo do alcool poderia trazer
prejuizos para a mde e para o feto. Estudo mais recente também encontrou um consumo de
bebida alcodlica elevado (40,6%, em algum periodo da gestacdo, e 10, 1% até o final da
gestacdo), em gestantes atendidas em maternidades do Rio de Janeiro (MORAES;
REICHENHEIM, 2007).

A maioria das gestantes tem algum conhecimento de que o alcool ndo deve ser
ingerido na gestacdo, embora ndo saiba exatamente quais as consequéncias desta pratica
(SANDRE-PEREIRA et al., 2000; FIORENTINI; VARGAS, 2006; MORAES;
REICHENHEIM, 2007). O mesmo nao ocorre na lactacdo, uma vez que a cerveja,
tradicionalmente, e, em menor grau, o vinho, sdo recomendados como galactagogos, fontes de
vitaminas do complexo B e capazes de provocar relaxamento no binémio mée/filho (CLARK,
1984; ICHISATO; SHIMO, 2001; KACHANI; BRASILIANO; HOCHGRAF, 2008).

Apesar de mulheres que amamentam demontrarem usar menos drogas, seu padrao de
consumo parece nao diminuir neste periodo. Aproximadamente 10% delas relatam que bebem
duas ou mais doses de alcool diariamente (LITTLE et al., 1989). Estudo mais recente
realizado no Brasil encontrou uma prevaléncia bem préxima (11,1%), sendo que, dentre as
que afirmaram usar esta substancia (n=56), 80,3% (n=45) estavam amamentando (DEL

CIAMPO et al., 2009). Esses achados diferem de estudos realizados em outros paises, onde a
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prevaléncia de consumo de bebidas alcodlicas é bem mais elevada entre as lactantes,
chegando a 80%, como na Noruega (ALVIK; HALDORSEN; LINDERMANN, 2006;
BRESLOW et al., 2007; GIGLIA; BINNS, 2007). Esses dados revelam a pouca atengéo
dispensada, pelos profissionais de saude, no lidar com a problematica do uso de &lcool na
gestacdo e lactacdo. Faz-se necessario o oferecimento de cursos de conscientizacdo e
capacitacdo em alcool e drogas, para os profissionais envolvidos em programas de
acompanhamento pré-natal, como forma de aumentar a assisténcia integral a salde da
gestante e da nutriz (FIORENTIN; VARGAS, 2006; DEL CIAMPO et al., 2009).

A literatura ressalta ainda que, apesar da dependéncia alcodlica entre as mulheres
apresentar um curso diferente, isto ndo justifica o pior prognostico em relacdo aos homens, e
ainda que a recuperacdo, no que se refere ao tempo de tratamento, é semelhante nos dois
sexos. Quando a mulher procura tratamento, tem maior probabilidade de recuperacdo, na
medida em que percebe a gravidade do problema e procura maneiras para enfrenta-lo, mesmo
existindo poucos servi¢cos que oferecem atencdo especifica para elas (HOCHGRAF, 1993;
NOBREGA; OLIVEIRA, 2005).
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Importancia nutricional e imunoldgica do leite materno

O leite materno propicia uma nutricdo de alta qualidade para a crianga, promovendo
seu crescimento e desenvolvimento (GIUGLIANI, 2000). Devido a este crescimento
diferenciado das criancas amamentadas em relacdo aquelas que utilizam o leite artificial, a
OMS empenhou-se na elaboracdo de novos padrdes de referéncia de crescimento, que
substituiram a curva do National Center for Health Statistics (NCHS) (WHO, 1995;
VICTORA et al., 1998), a partir de dados coletados em seis diferentes paises, inclusive o
Brasil (ONIS et al., 2004; 2007).

O aleitamento materno representa uma das experiéncias nutricionais mais precoces do
recém-nascido, dando continuidade a nutricdo iniciada na vida intrauterina. A composi¢do do
leite materno, em termos de nutrientes, difere qualitativa e quantitativamente das férmulas
infantis. Além disso, varios fatores bioativos estdo presentes no leite humano, entre eles
horménios e fatores de crescimento que véo atuar sobre o crescimento, a diferenciacdo e a
maturidade funcional de oOrgdos especificos, afetando varios aspectos do desenvolvimento
(HAMOSH, 2001; HIRAI et al., 2002; WAGNER, 2002).

ApoOs o nascimento, o crescimento do lactente é influenciado pela genética e pela
nutricdo (SMITH et al., 1976). As necessidades nutricionais do lactente refletem as taxas de
crescimento, a energia gasta na atividade, as necessidades metabolicas basais e a interacdo dos
nutrientes consumidos (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

A composicao nutricional do leite materno € elaborada para fornecer a energia e 0s
nutrientes necessarios, nas quantidades apropriadas. Contém fatores imunoldgicos especificos
e ndo especificos que sustentam e fortalecem o sistema imunologico do recém-nascido e,
dessa forma, protegem o corpo contra certas infecges (ODDY, 2001).

Os componentes proteicos do leite materno sdo representados pela lactalbumina,
caseina, lactoferrina, seroalbumina, lisozima e imunoglobulinas. Dentre os aminoacidos
encontrados destacam-se a cistina e a taurina; o primeiro, considerado essencial para o
neonato, e 0 segundo, participando na formacdo do tecido nervoso dos mesmos (FERREIRA
et al., 1998).

No que diz respeito aos lipidios, o leite humano é rico em acidos linoleico, palmitico,
oleico e colesterol, o qual é usado na formacdo da mielina. A sintese lipidica na glandula
mamaria sofre a influéncia da concentracdo de prolactina, sendo observado aumento na oferta

lipidica em consonancia com o aumento sérico da prolactina na mde (LAURINDO, 1992).



28

A lactose é o principal hidrato de carbono e coexiste com pequenas quantidades de
galactose, glicose, oligossacarideos e glicoproteinas. A lactose, depois de sofrer hidrolise,
facilita a absorcdo de calcio e fosforo na luz intestinal, evitando o raquitismo nos lactentes.
Dentre as glicoproteinas existentes, destaca-se o fator bifido, que promove um ambiente
propicio ao crescimento de Lactobacillus bifidus, acidificando o pH do limen intestinal e o
tornando hostil a proliferacdo de patégenos bacterianos (FERREIRA et al., 1998).

Quanto aos micronutrientes, o leite materno mostra-se adequado a0 RN em sais
minerais em quantidade e proporgéo, evitando a sobrecarga renal de solutos. No que concerne
as vitaminas, as vitaminas D e K apresentam-se em quantidades insuficientes no leite, o que
pode ser revertido pela exposicdo ao sol ou, em alguns casos, com medicamentos e pela
producéo pela flora intestinal, respectivamente. A quantidade de vitaminas do leite materno
pode sofrer algumas oscilagdes, conforme a dieta da lactante (FERREIRA et al., 1998).

A dieta da méae poderéa influenciar a composicdo do leite. Um exemplo disso é que a
composicao de acidos graxos do leite de uma mae reflete sua ingestéo dietética, como também
as concentracdes de algumas vitaminas hidrossoliveis do complexo B e sais minerais. A
maioria dos outros nutrientes estdo presentes em niveis constantes, independente da dieta.
Todavia, um estudo sugere que proteinas antimicrobianas fornecidas pelo leite materno
podem ser secretadas em quantidades reduzidas se a mae estiver desnutrida (CHANG, 1990).

O desenvolvimento do sistema imune (SI) comeca in utero e continua apos o
nascimento. Constitui um processo dinamico, envolvendo diferenciacdo continua de células-
tronco hematopoiéticas pluripotentes se diferenciando em leucdcitos da linhagem mieloide
(imunidade inata) e linfoide (imunidade adquirida) (GOOD, 1995; LANDRET, 2002).

A mée € considerada a principal fonte de microrganismos importantes para o
estabelecimento da microbiota digestiva da flora do RN tanto no parto como na amamentacéo,
através do colostro e do leite humano, que oferecem condicdes nutricionais favoraveis para
essa implantacdo (NOVAK et al., 2001). As propriedades anti-infectivas do colostro e do leite
manifestam-se através dos componentes sollveis, como: IgA, IgM, 1gC, IgD, IgE, lisozimas,
lactobacilos e outras substancias imunorreguladoras, como também alguns componentes
celulares, como os macrofagos, linfocitos, granuldcitos, neutrofilos e células epiteliais
(VIEIRA; SILVA; VIEIRA, 2003; TOLLARA et al, 2005). O ferro tem alta
biodisponibilidade no leite materno, propiciando a crianca protecdo contra infecgdes,
condicdes essas protetoras da anemia ferropriva, além de estar associado a menores prejuizos
para o desenvolvimento cognitivo e motor da crianga, consequentemente, para Seu
desempenho escolar (MONTEIRO; SZARFRAC; MONDINI, 2000).
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O leite materno contém vérios fatores imunomoduladores e antiinflamatorios, como a
lactoferrina, anticorpos IgM, IgG e IgA, macrofagos, neutrdfilos, linfocitos B e T, citocinas e
fatores de crescimento. A combinacdo entre esses fatores é importante para o0
desenvolvimento e maturacdo do sistema imunologico da crianca, ap6s o nascimento
(VIEIRA; SILVA; VIEIRA, 2003; TOLLARA et al., 2005; NETO, 2006; SILVA,
SCHNEIDER; STEIN, 2009). Esses compostos agem em conjunto, prevenindo desde a
diarreia até a sepse, doencas cronicas nao-transmissiveis e cancer (XANTHOU, 1998;
GRASSI, COSTA; VAZ, 2001).

Devido & imaturidade do sistema imune no neonato, 0s niveis sericos das
imunoglobulinas, IgM, IgA e 1gG sdo muito reduzidos e/ou deficientes, as vérias fragdes do
sistema complemento estdo em concentrages baixas no soro e o sistema imune associado as
mucosas é pouco eficiente. No aspecto celular, existem inimeras evidéncias da imaturidade
funcional dos fagdcitos e linfocitos (HANSON; WINBERG, 1985; XANTHOU, 1998;
KUNZS et al., 1999; VINAGRE; DINIZ, 1999).

As imunoglobulinas do leite humano constituem a maior parte do contetdo proteico
desta secrecdo, alcangando mais de 90% no primeiro dia de lactagdo, que vai diminuindo ao
longo da amamentacdo (XANTHOU, 1998; GRASSI; COSTA; VAZ, 2001). Existem
alteracbes importantes nas concentragcdes sericas de imunoglobulinas (Igs), durante a vida
intrauterina e no periodo neonatal. O neonato a termo produz pequena quantidade de Igs,
resultante do transporte ativo placentario que se inicia por volta do terceiro més de gestacéo.
O feto recebe anticorpos da mde, em especial os da classe 1gG. Apds o nascimento, a medida
que sintetiza suas proprias Igs, a crianga vai catabolizando a IgG materna (ALLANSMITH;
MCCLELLAN; BUTTERWORTH, 1968; ORTIGAO DE SAMPAIO; CASTELO BRANCO,
1997). A IgA, IgD e IgE nem atravessam a barreira transplacentaria, nem sao sintetizadas em
quantidades significativas pelo neonato. Suas concentracGes sdo muito baixas e aumentam
lentamente no primeiro ano de vida, atingindo 10% a 25% dos niveis dos adultos (ORTIGAO
DE SAMPAIO; CASTELLO BRANCO, 1997). O termo lg secretora descreve a classe de
imunoglobulinas que sdo preferencialmente sintetizadas e secretadas nas mucosas externas e o
exemplo € a IgA, cuja concentracdo no leite materno corresponde de 80% a 90% do total das
Igs. A sintese de IgA sofre influéncia de varios fatores, tais como: a experiéncia imunoldgica
da mée, infeccdes maternas recentes, grau de desnutri¢do, controle hormonal dependente da
progesterona e prolactina e os niveis de estresse ou depressdao materna (VENEGAS et al.,
1992). A IgA secretora presente no leite tem como principal acdo a ligacdo a

microorganismos e macromoléculas, impedindo sua aderéncia as superficies das mucosas,
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assim prevenindo o contato de patégenos com o epitélio, principalmente o trato gastrintestinal
e respiratorio do lactente (GRASSI; COSTA; VAZ, 2001).

No que concerne as células imunes presentes no leite humano, pode-se dizer que a
maior concentracdo € de macréfagos, seguidos de linfocitos e neutréfilos. Estas células
ajudam a evitar infecgdes, tanto por fagocitose quanto pela secrecdo de substancias imunes
com algumas especificidades a microorganismos com 0s quais a mae teve contato
(HAMOSH, 2001). Os leucdcitos estéo presentes no leite em concentra¢cBes mais elevadas no
colostro, com diminuigdo progressiva durante a lactacdo (GRASSI; COSTA; VAZ, 2001).

As citocinas também estdo presente no leite mateno, principalmente na sua fase
aquosa. Estas substancias imunomoduladoras sdo produzidas por diversas células, apds
estimulacéo, e contribuem de forma significativa nos mecanismos de defesa das mucosas do
RN em aleitamento. Dentre estas citocinas destaca-se a IL-1 e IFN-d, que podem influenciar
na producdo da IgA secretora e outras citocinas pela glandula mamaria (GAROFALO et al.,
1995; GAROFALO; GOLDMAN, 1998; 1999; HAWKES; BRYAN; GIBSON, 2000).

Alguns fatores inespecificos, como: a lactoferrina, a lisozima, o sistema complemento
e o fator bifido também séo encontrados no leite materno, no qual exercem as mais variadas

funcbes (NETO, 2006), como pode ser observado no quadro a seguir.

Quadro 1 - A multifuncionalidade de alguns componentes anti infecciosos do leite humano.

Anti microbianos - Lactoferrina, lgA secretdria, lisozima, leucocitos, macrdfagos, linfocitos, oligossacéridos, fraccdo 3 do complemento,
fibronecting, mucinas.

Anti inflamatérios - Lactoferrina, lgA secretdria, lisozima, acetil hidrolase, citocinas anti inflamatdrias, antagonistas dos receptores das
ctocinas pro inflamatérias.

Anti oxidantes - Lactoferrina, o tocoferol, i caroteno, cisteina, dcido ascorbico, cido drico, catalase, glutationa peroxidase.

Anti proteases - Lactoferrina, o1 antitripsina, «1 anti quimiotripsing, inibidor da elastase, catalase, glutationa peroxidase.

Factores de crescimento - Factor de crescimento da epiderme, o factor de crescimento transformador « e |}, factores de crescimento dos
granulocitos, dos monocitos & dos granulocitos-monocitos.

Fonte: Neto, M.T. Acta Pediatrica Portuguesa, v. 1,n.37, p.23-26, 2006.

A alimentacdo da crianca, desde o nascimento e nos primeiros anos de vida, tem
repercussdes ao longo de toda a vida do individuo; portanto, considera-se que o leite materno
é um importante componente da alimentacdo 6tima (SILVA; SCHNEIDER, STEIN, 2009).
As instituicGes de saude do mundo inteiro reconhecem a superioridade do leite materno sobre
o leite de vaca, em relacdo aos aspectos nutricional, imunolédgico, socioeconomico e
psicologico. As formulas industrializadas podem até suprir as necessidades dos RNs;
entretanto, as propriedades protetoras do leite sdo Unicas e ndo podem ser reproduzidas em
laboratério (FERREIRA et al., 1998).
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Alcool na lactacdo: como e guanto afeta a saide do nenonato?

Embora as mulheres que amamentam geralmente evitem o uso de drogas, o padréo de
consumo parece ndo ser alterado, devido a crenca, em varias populacfes, de que o alcool
galactogénico, ou seja, que o consumo de pequenas quantidades antes do aleitamento
facilita a producdo de leite nas glandulas mamarias (DEL CIAMPO et al., 2009).

Em varios paises esta préatica é incentivada entre as lactantes, como no México, onde
as mulheres s@o encorajadas a ingerir em torno de dois litros de pulque, uma bebida
fermentada a partir da Agave Atrovirens, que possui um baixo teor alcodlico; na Alemanha,
pais em que a cerveja é considerada um "elixir magico”; enquanto na Califérnia, onde a
comunidade indochinesa prefere ervas medicinais embebidas em vinho (MENELLA, 2001).

Na China, as lactantes costumam consumir uma mistura de porco, grdo de bico, lula e
cabegas de camardo com vinho feito de arroz, adicionado de insetos (ICHISATO; SHIMO,
2001). Ja nos Estados Unidos, em 1895, era produzida uma cerveja composta de malte de
cevada e lapulo, com baixo teor alcodlico, para ser consumida por mulheres que estavam
amamentando (MENELLA, 2001). No Brasil, culturalmente também se recomenda, durante
a lactacdo, a ingestao de cerveja escura, que ndo passa pelo processo de filtracdo e, portanto,
contém mais proteinas e lupulo (AMBEYV, 2007).

Durante a lactacdo, a passagem de drogas do sangue para o leite materno (LM) ocorre
através de mecanismos que envolvem membranas biolégicas formadas por fosfolipidios e
proteinas. O baixo peso molecular do alcool permite que ele atinja facilmente o LM,
atravessando o capilar endotelial materno e a célula alveolar por difusdo passiva. Assim, a
composicdo da membrana exerce influéncia na velocidade da passagem e na concentracao
do alcool no leite humano (KACHANI, et al,2008).

O Comité de Drogas da Academia Americana de Pediatria considera 0 consumo de
alcool em doses reduzidas e esporadicas, pela mde lactante, compativel com a
amamentacdo; no entanto, esta mesma Academia ndo tem consenso em relacdo a uma dose
méaxima segura e contra-indica 0 uso de bebidas alcodlicas durante o aleitamento
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2001).

Em relacdo as alteracGes na saude das mdes e suas proles, quando ha consumo do
etanol no periodo de lactacdo, as pesquisas com animais tém demonstrado bastante variacdes,
dependendo da fonte e concentracdo do etanol, do periodo de exposi¢cdo, como também da
forma de administracdo da droga (ZHU; SEELIG, 2000; BURGOS et al., 2004; VEIGA et al.,
2007; AZARA et al., 2008; OJEDA et al., 2009).
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Os prejuizos nutricionais decorrentes do consumo do alcool durante a lactacdo podem
ser devidos ao efeito toxico desta bebida, que passa para 0 RN através do leite materno. Esses
efeitos podem interferir na quantidade (SUBRAMANIAN, 1995; AZARA et al., 2008) e
composicdo quimica do leite (MENELLA, GUERRISHI, 1998; AZARA et al., 2008), com
repercussdes sobre 0s 6rgdos e sistemas responsaveis pelos processos de digestdo, absor¢édo e
assimilacdo dos nutrientes (MELO-JUNIOR et al., 2007). Entre os varios 6rgdos do trato
digestorio, o figado € o mais intensamente afetado. A hepatotoxicidade do etanol esta
intimamente relacionada ao metabolismo do etanol, que se processa principalmente no figado
(MINCIS, 2004).

Oyama et al (2000a), examinando os efeitos da exposi¢édo de diferentes concentracoes
de etanol (5%, 10% e 20%) sobre o metabolismo de ratas lactantes e no ganho de peso de
seus filhotes, verificaram diminui¢cdo no consumo alimentar das maes e reducéo de peso dos
lactentes, quando expostos as maiores concentracdes (10% e 20%), como também alteracdes
no perfil lipidico (trigliceridios) e nas proteinas totais das lactantes em maiores concentra¢fes
de etanol. Esses mesmos autores, em um outro estudo com o mesmo desenho experimental,
encontraram alterac6es no peso e contetdo proteico do figado dos filhotes expostos ao etanol
(OYAMA et al., 2000Db).

Nos alcoolistas cronicos € comum o déficit de micronutrientes, independente da
reducdo energética usual, como também da presenca de doenca hepéatica (GLORIA et al.,
1997; SARIN et al.,, 1997). Como consequéncia destas deficiéncias, esses individuos
comumente apresentam anemia, esteatose hepatica, estresse oxidativo e imunossupressao
(PETZ, 1989; CALAMITA; BURINI, 1995).

Estudo para avaliar os efeitos nutricionais do consumo do etanol (solucdo
hidroalcodlica de etanol a 5% e cerveja na mesma concentracdo), sobre ratas lactantes e suas
crias, observou alteracGes metabdlicas (diminuicdo dos niveis circulantes de vitamina A,
elevacdo de proteinas plasmaticas) e nutricionais nas maes, comprometendo o
desenvolvimento normal dos RNs. Além disso, o estudo constatou alteracfes na composicao
quimica do leite das ratas, como elevacdo da lactose, pela cerveja, e do potassio, pela bebida
destilada, indicando que a ingestdo de bebidas alcodlicas com baixo teor de etanol é capaz de
provocar sérias alteragdes no metabolismo das mdes, que sdo refletidas na composicao do
LM, que por sua vez pode comprometer a nutricdo e o desenvolvimento adequado dos filhotes
(BURGOS; BION; CAMPOS; WANDERLEY, 2004).

Pesquisa realizada para comparar os efeitos da ingestdo (ad libtum) de crescentes

concentracdes alcoolicas semanalmente (5%, 10%, 15%, 20%), na gestacéo e lactacdo sobre a
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absorcdo intestinal de &cido folico de seus descendentes, teve como resultado uma reducdo
mais significativa no peso dos descendentes expostos ao etanol durante a lactacdo, ao final do
periodo experimental, quando comparados aos animais que receberam &lcool durante a
gestacdo. Também pode ser observado que, em ambas as situacBes (gestacdo e lactacdo),
houve um prejuizo na absorcdo de 4&cido folico intestinal (MURILLO-FUENTES;
MURILLO; CARRERAS, 2003).

Outro estudo, que teve como objetivo comparar a absorcao intestinal e excrecdo de
zinco em ratos expostos ao etanol (crescentes concentracdes semanais — 5%, 10%, 15% e
20%) ad libtum, durante a gestacao e lactagdo (21 dias), também verificou uma reducdo no
consumo de leite naqueles animais submetidos ao alcool na lactacdo, bem como diminuicédo
no seu peso corporal. Em relacdo ao zinco, os autores observaram um aumento de sua
absorcdo nos animais expostos ao etanol apenas na lactacdo, como também um aumento nos
niveis séricos deste nutriente. No entanto, a excrecdo urinaria de zinco foi mais elevada neste
grupo (lactacdo) (MURILLO-FUENTES et al., 2007).

Azara et al. (2008), verificando a producgéo e composicdo (macro e micronutrientes) de
leite de ratas lactantes expostas ao alcool durante 14 dias de lactacdo, bem como o status
mineral de seus descendentes, encontraram uma reducéo na producdo diaria de leite no grupo
exposto ao alcool e um aumento do contetido proteico e diminuicdo de carboidratos. Com
respeito a composicao de acidos graxos, foi observado, no grupo etanol, um aumento nos de
cadeia média e diminuicdo do DHA. Ao mesmo tempo, foi observada uma elevacdo de quase
todos 0s micronutrientes no leite de ratas expostas a droga, com excecao do ferro. Quanto aos
filhotes, houve uma reducdo no crescimento daqueles expostos ao alcool, ao final do periodo
experimental, como também diminuicdo sérica de cobre e estroncio.

O abuso do alcool esta diretamente associado ao desenvolvimento também de injurias
pancreaticas. Nos alcoolistas, a incidéncia de pancreatite € cinquenta vezes maior do que nos
individuos que ndo fazem uso do alcool (SUZANNE, 1992). Estudo em ratas lactantes que
consumiram uma solucdo de etanol (3g/Kg peso/dia), associado a diferentes dietas (comercial
e DBR), com o objetivo de avaliar as alteracBes histopatoldgicas no pancreas de seus
descendentes, observou diminuicdo do peso da prole dos ratos expostos ao etanol, como
também dos desnutridos, no terceiro dia pos-natal. Além disto, foram encontradas também
alteracdes significativas na vascularizacao pancreatica (MELO-JUNIOR et al., 2007).

Ha evidéncias de que o consumo do alcool, em humanos e também em animais de
laboratorio, prejudica a funcdo imune e aumenta a incidéncia de infeccbes no hospedeiro

(SZABO, 1999). Esta severidade ao sistema imune e ao estado nutricional nos alcoolistas
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depende de vaérios fatores: idade, raca, género, composi¢do corporal, fatores ambientais,
duracdo do consumo, quantidade de &lcool consumido e tipo de bebida ingerida (DIAZ et al.,
2002).

Existem véarios mecanismos pelos quais o alcool pode afetar a imunidade:
prejudicando a habilidade das células brancas do sangue em migrar para os locais de injdria e
infecgdo, induzindo anormalidades funcionais dos linfocitos T e B, células Natural Killer,
mondcitos/macréfagos, como também alterando a producéo de citocinas (BAUTISTA, 2001).
Entretanto, essas alteracdes sobre o Sl estdo associadas ao consumo de altas doses de alcool
(COOK, 1998), enquanto o consumo de menores doses, conforme resultados de estudos
clinicos e experimentais, parece aumentar a RI (MENDENHALL et al., 1997; ROMEO et al.,
2007b; 2007c). Este efeito aumentado depende do tipo de bebida (se fermentada ou destilada)
e da quantidade e da duracdo do consumo do etanol (ROMEO et al., 2007a).

No que diz respeito ao uso do alcool durante a lactacdo, é importante ressaltar ainda
que a exposicao neonatal ao alcool, via leite materno, podera ocasionar prejuizos ao sistema
imune dos RNs, levando a diminuicao da resisténcia a infeccdes (LEONARD et al., 1999). O
etanol via leite materno pode ainda afetar as fungdes intestinais e imunolédgicas, como reducéo
na absorcdo de zinco (TAVARES et al, 1998), alteracdes nos tecidos linfoides intestinais
(LIMA et al., 2002), timo, baco e reducdo de linfocitos e macréfagos (ZHU; SEELIG Jr.,
2000; VEIGA et al., 2007).

Seelig-Jr., Steven e Stewart (1999), observando o efeito do consumo materno
(gestacdo e lactacdo) de uma solucédo de etanol (6%) através de geracOes (duas geracdes), na
resposta imune a Trichinella Spiralis nos neonatos até a vida adulta, encontraram uma
significante reducdo na proliferacdo dos anticorpos a este parasita, nos animais da segunda
geracdo exposta ao etanol, como também reducéo no total de células T e celulas T citotoxicas,
além de diminuicéo dos leucdcitos totais destes animais.

Pesquisa realizada para avaliar os efeitos pré e pos-natal da ingestdo de uma dieta
liguida contendo etanol, Lieber-DeCarli, com concentracdo alcodlica de 6%, detectou uma
reducdo no nimero de células timicas aos 14 dias de lactacdo, como também diminuicdo de
macrofagos no ileo dos fihotes expostos ao alcool, no 14° e 18° dia pos-natal (ZHU; SEELIG-
Jr, 2000).

Estudo com ratas Wistar, ingerindo uma solucéo de etanol (3g/Kg/dia) por gavagem,
durante a gestacdo e lactacdo, ndo constatou diferenca na contagem diferencial de leucécitos
periféricos de seus descendentes, mas identificou aumento no nimero de foliculos totais e

secundarios no baco dos mesmos, bem como da &rea e volume destas estruturas. Neste estudo
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0s autores também observaram, no timo dos filhotes expostos ao etanol, uma diminui¢do no
namero médio de corpusculos de Hassal e reducdo do numero de Placas de Peyer e foliculos
linfoides intestinais destes animais (VEIGA et al., 2007).

Sabe-se que 0s micronutrientes sdo compostos organicos essenciais para a replicacao
celular, crescimento e desenvolvimento dos sistemas fisiologicos. Sua deficiéncia pode
ocorrer devido a ingestdo inadequada ou associada a doengas especificas (SILVA et al., 2007;
BLACK, 2003). Em especial, os minerais cobre, zinco, magnésio e selénio tém um papel
critico na modulacdo da resposta imune, agindo em inGmeras atividades enzimaticas
(CUNNINGHAM-RUNDIES; McNEELEY; MOON, 2005; WINTERGERST; MAGGINI;
HORNIG, 2007).

O cobre desempenha um papel importante na maturagdo dos tecidos linfoides, atua
também como cofator para a enzima superoxido dismutase (SOD) e glutationa, sintetizada no
figado, importantes na defesa antioxidante. Livre no plasma e um agente catalisador de
espécies reativas de oxigénio (Eros) (BRANDT et al., 2007; THAKUR;GUPTA; KAKKAR,
2004; MACEDO et al, 2010).

No sistema imune, pelo fato das células especificas e ndo-especificas apresentarem
alta proliferacdo, o zinco tem papel fundamental no processo de multiplicacdo celular, além
de participar, em conjunto com o cobre, da estrutura da enzima SOD (MAFRA;
COZZOLINO, 2004; SENA; PEDROSA, 2005; RAYNERIO-COSTA; MARREIRO, 2006).
Além disso, a caréncia de zinco pode ocasionar atrofia do timo e de outros tecidos linfoides,
acarretando a proliferacdo de linfécitos e consequente linfocitopenia (LIOVERA,;
RODRIGUEZ, 2004; MAFRA; COZZOLINO, 2004).

O magnésio tem papel-chave na imunidade inata e adquirida e sua deficiéncia esta
relacionada a prejuizos na funcdo imune celular (ativacdo de macrofagos, neutrofilos e celulas
endoteliais), como também em maior producdo de Eros (MALPUECH-BRUGERE et al.,
2000; KABASHIMA et al., 2002; WILBORN et al, 2004; LAIRES; MONTEIRO, 2008).

O selénio tem importante papel na saude, com acdo antiinflamatéria e atividade
antioxidante, participando da acdo de vérias enzimas, sendo uma das mais estudadas a
glutationa-peroxidase (RAYMAN, 2000).

Na lactacdo, as deficiéncias nutricionais da nutriz podem contribuir para a manutengao
de baixas reservas de nutrientes nos lactentes, aumentando as chances de desenvolvimento de
caréncias nutricionais nos primeiros anos de vida, periodo em que ha maior prevaléncia de
agravos a saude infantil (SILVA et al., 2007).
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As deficiéncias de micronutrientes ocorrem com frequéncia em alcoolistas com ou
sem doenca hepética, independente da redugdo na ingestdo energética, ja que o alcool causa
tanto a desnutricdo primaria, pelo fato de deslocar os nutrientes da dieta, como a desnutrigdo
secundaria, por causar méa-absorcdo e agressdo celular, decorrentes da sua citotoxicidade
direta (LIEBER, 1994; GLORIA et al., 1997; MAIO; DICHI; BURINI, 2000). Portanto, as
criancas com deficiéncia de minerais sdo mais suscetiveis a desenvolver infeccdes frequentes
e mais graves, desencadeando um ciclo vicioso de desnutricdo e infeccGes recorrentes
(SCRIMSHAW, 2003; SINGH, 2004; CUNNINGHAM-RUNDIES; McNEELEY; MOON,
2005).

E importante ressaltar, ainda, que o etanol pode deprimir a imunidade celular, devido &
geracdo de radicais livres; entretanto, as bebidas alcodlicas que possuem substancias
antioxidantes podem exercer um efeito protetor sobre a imunidade celular (FENECH,;
STOCKLEY; AITKEN, 1997; PERCIVAL; SIMS, 2000). O metabolismo do alcool, seja pela
via do citocromo P450, ou pela enzima alcool-dehidrogenase, tem como produto final o
acetaldeido, responsavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e pela peroxidacédo
lipidica, levando a estresse oxidativo; em consequéncia, ha uma maior utilizacdo e deplecéo
dos antioxidantes (BROWN et al., 2004).

Com o consumo crénico do alcool, a sintese hepatica da glutationa e as enzimas
envolvidas na detoxificacdo que usam a glutationa, glutationa-peroxidase e glutationa s-
transferase sdo diminuidas (LIEBER, 1993). Mesmo sem cirrose (JEWELL et al., 1986), a
deplecédo da glutationa hepatica precede o aparecimento de mudancas histolégicas no figado,
alcool-mediadas, o que serve de base al] sugestdo da fungdo central da disponibilidade de
glutationa na hepatotoxicidade mediada pelo alcool (LIEBER, 1993).

O consumo ad libitum de uma dieta liquida contendo etanol (Lieber-DeCarli), por
ratas Wistar lactantes, durante 14 dias de lactacdo, resultou em diminuicdo do cobre e
estréncio plasmatico em seus nenonatos. No entanto, ndo foi detectada diferenca na
concentracdo deste mineral no figado dos animais expostos ao alcool e seu controle. Os
autores concluiram que a diminuicdo do cobre circulante pode ser justificada pela diminuigédo
na sintese da proteina ceruloplasmina, ja que o alcool também deprime a sintese proteica
hepéatica (AZARA et al., 2008).

Ojeda et al. (2009), avaliando a biodisponibilidade do selénio em ratas expostas ao
etanol (solucdo de 20% v/v ), durante a gestacdo e lactacdo (21 dias), e em seus descendentes,
como também a atividade da enzima glutationa peroxidase no plasma e figado dos filhotes,

verificaram que o etanol promoveu uma diminuicdo na ingestdo alimentar das mées e



37

consequentemente do micronutriente estudado, o que se refletiu no peso coporal das mesmas
e na quantidade de selénio nas fezes. Também foi detectada uma reducgdo na concentragcdo de
selénio nas glandulas mamarias, o que afetou o balanco de nutrientes em seus descendentes.
Quanto a enzima em estudo, foi observado um aumento sérico da mesma nos filhotes das
maes expostas ao &lcool, porém uma menor atividade da enzima em nivel hepatico. Os
autores concluiram que o &lcool diminuiu a retencdo do elemento em estudo nas lactantes e
em seus descendentes, afetando os depositos de selénio nos tecidos de ambos,
comprometendo o peso dos animais ao final da lactacdo e a acdo antioxidante da glutationa
peroxidase.

Diante essas consideracdes, fica evidente que a ingestdo de alcool durante a lactacao
prejudica o estado nutricional das lactentes e de seus lactentes, comprometendo a absorgao e o
aproveitamento dos nutrientes, como também alterando a composicao do leite materno, fonte

de varias substancias com agdo imunologica.
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3. METODOS
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Estrutura geral

Nenhuma outra substancia é objeto tdo frequente de investigacdo cientifica como o
etanol, seja para o estudo do seu efeito sobre o organismo ou dos disturbios funcionais a ele
associados. Justifica-se o interesse, de um lado, pela multiplicidade de acbes toxicas sobre
6rgdos e tecidos, desencadeando mecanismos lesionais associados a diferentes patologias que
afetam a saude e, de outro, pela repercussdo social e econbmica que 0 seu uso abusivo
acarreta ( KOREN; NULMAN, 1994; MELONI; LARANJEIRAS, 2004). E, ainda, por ser a
problematica do alcoolismo uma realidade atual nos diferentes segmentos populacionais, em
destaque para as mulheres.

Todos os procedimentos experimentais posteriormente descritos foram realizados no
Laboratério de Nutricdo Experimental (LNE) do Departamento de Nutricdo (DN) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), exceto o estudo histolégico do timo e bago dos
animais, realizado no Departamento de Patologia da UFPE e a analise bioquimica do sangue,
realizada no Laboratério da Unidade de Analises Clinicas do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFPE.

Desde 1999, o LNE vem se empenhando em estudar as repercussfes nutricionais e
bioguimicas decorrentes do uso do alcool em diferentes ciclos de vida de ratos, sendo este o
objetivo dos estudos do grupo engajado na linha de pesquisa intitulada: “Nutri¢do e Alcool”.
As pesquisas desenvolvidas nesta linha abrangem os temas: bebidas alcoolicas durante a
lactacdo e seus efeitos na nutricdo e metabolismo: estudo em ratos; uso crénico de aguardente
por ratos em envelhecimento: alteragcdes nutricionais e bioquimicas; ingestdo alcoolica com
multiplas concentracbes em ratos periadolescentes de diferentes géneros; alcool: efeitos
nutricionais e metabolicos em ratos adolescentes; ingestdo de bebida alcodlica e mistura
alimentar do Nordeste brasileiro — efeitos em ratos de meia-idade, trabalhos estes de
doutorado, mestrado e conclusdo de curso, respectivamente.

O grupo de pesquisa reune professores, nutricionistas e outros profissionais, além de
alunos de doutorado e mestrado, académicos de graduacdo (estagiarios), bem como técnicos
de laboratorio interessados na area. O grupo visa estimular a pesquisa e o estudo do alcool,
desenvolvendo projetos de pesquisas para disseminar evidéncias sélidas sobre os efeitos
nutricionais e bioquimicos do abuso dessa substancia. Os resultados dos projetos de pesquisa
desenvolvidos pelo referido grupo no LNE tém sido publicados como pdsteres cientificos em
congressos e reunides cientificas afins, e na forma de artigos em periddicos nacionais e

internacionais.
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A seguir, serdo apresentados os materiais utilizados na presente tese com algumas de
suas caracteristicas e propriedades fisicas e a metodologia empregada, bem como as técnicas
utilizadas durante a fase experimental, indicando os parametros considerados e 0s objetivos de
cada uma delas.

LimitacGes da pesquisa

O trabalho aqui apresentado sofreu algumas alteragdes da sua versao inicial, devido a
algumas dificuldades metodoldgicas que ndo foram viaveis, tendo em vista o desenho
experimental (idade do animal, condigdes experimentais etc).

No projeto inicial pretendia-se avaliar a interferéncia da dieta experimental quando
asociada a uma bebida alcodlica, mas ndo tinha sido cogitado que, para tal avaliacdo seria
necessario uma outra dieta, para comparacgéo. Entéo foi incluido no estudo um grupo de dieta
caseina, considerada a proteina ouro, para que fossem comparados os efeitos da dieta (seus
constituintes), quando associada ao alcool.

Ressalta-se também que a ideia inicial seria avaliar, qualitativa e quantitativamente, a
celularidade do lavado broncoalveolar (LBA) dos ratos recéem-desmamados, como também
quantificar a producdo de superoxido e o indice de adesividade de macréfagos alveolares
isolados do lavado broncoalveolar destes animais. No entanto, ao tentar analisar estes
parametros, ndo foi possivel conseguir uma quantidade suficiente de celulas, provavelmente
pela idade dos lactentes (21 dias). Portanto, os pesquisadores buscaram outros parametros
imunologicos que pudessem ser avaliados, levando em consideracao a idade do animal.

Também se pretendia analisar a composicdo do leite das lactantes estudadas, ja que a
literatura relata que o alcool pode interferir na composicao do leite materno (BURGOS et al.,
2004; AZARA et al., 2008). Porém, ndo foi possivel conseguir a quantidade de leite
necessaria para esta avaliacdo. Foram feitas vérias tentativas de coletar o leite das ratas,
através de coleta manual ou ainda utilizando prototipos de coletor de leite (desmamadeira)
artesanal, mas o volume conseguido era bastante inferior ao necessario para a realizacdo das
analises centesimais. Embora alguns autores relatem ter conseguido avaliar a composicdo do
leite de ratas, nas condicdes laboratoriais em que o presente trabalho foi desenvolvido ndo se
dispunha de equipamentos que fizessem a leitura destes constituintes, com o volume de leite
coletado, como dito anteriormente. Desta forma, todas as argumentacdes relacionadas a este

aspecto, foram fundamentadas na literatura.



38
Animais
Foram utilizadas ratas gestantes da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus, variedade
Albinus), do Biotério de Criagdo do Departamento de Nutricdo da UFPE, mantidos em
condigdes-padrdo de iluminagdo em ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas,
temperatura controlada (22°C + 2°C), dotado de sistema de exaustdo. (MERUSSE;
LAPICHICK, 1996).

O dia do nascimento foi considerado o dia 0. No dia seguinte (1° dia) foi realizada a
sexagem e padronizacdo das ninhadas, com um nlmero de 6 filhotes / mde (3 machos e 3
fémeas). Os animais foram divididos em 4 (quatro) grupos de igual nimero (3 lactantes /
grupo). O total de animais (filhotes) estudados foi de 72 (setenta e dois).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Animais Experimentais do Centro
de Ciéncias Biologicas, UFPE, mediante processo nimero: 23076.004070/2009-03 (Anexo
A).

Dietas

O estudo obedeceu a um esquema experimental, delineado em conformidade com o0s
tipos de dietas oferecidas e a ingestdo ou ndo da solucdo hidroalcoodlica de aguardente (40%
v/v), diluida a 15% vi/v.

A dieta caseina (17%) foi equilibrada de acordo com a AIN- 93 e constituiu a dieta
controle durante a lactacdo; ja a dieta experimental foi constituida por alimentos consumidos
frequentemente pela populacdo do Nordeste brasileiro (Tabela 1):

e Feijdo carioquinha (Phaseolus vulgaris L);

e Arroz polido (Oriza sativa L.);

e Farinha de mandioca (Manihot esculenta Crantz);
e Frango de granja (Gallus galinaceo).

Os alimentos constituintes da mistura alimentar, assim como as bebidas alcoolicas,
foram adquiridos de uma Unica vez (mesmo lote), no comércio local. Posteriormente, 0s
alimentos foram cozidos e desidratados, para transformacdo em farinhas que, misturadas,
foram oferecidas em forma de pellets. A composicdo centesimal dos alimentos constituintes
da dieta foi analisada no Laborat6rio de Experimentacdo e Analise de Alimentos (Leaal) do
Departamento de Nutricao/UFPE, através da metodologia do Instituto Adolfo Lutz — IAL

(2005). A dieta foi equilibrada de acordo com a AIN 1993, segundo as recomendacdes para
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animais de laboratdrio (roedores) na lactacdo (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) e

encontra-se expressa na tabela 2.

Tabela 1- Composic¢éo das dietas oferecidas

Ingredientes AIN-93G (g/100)* Dieta NE- Brasil (g/100)8
Amido de milho 39,74 -
Caseina (proteina >85%) 20,00 -
Amido dextrinizado (90-94% de sacarideos) 13,20 -
Sacarose 10,00 -
Oleo de soja 7,00 6,00
Celulose 5,00 1,55
Feijao - 25,00
Farinha de mandioca - 37,50
Frango - 12,00
Arroz - 15,00
Mix de mineral (AIN-93G) 3,5 1,70
Mix de vitaminas (AIN-93G) 1,00 1,00
L-metionina 0,30 -
Bitartarato de colina (41,1% de colina) 0,25 0,25
TBHQ, MG 0,0014 -
Total () 100 100

* Fonte: Reeves et al., 1993 (adaptado); 8§ Mistura baseada na ingestdo alimentar da populagdo do Nordeste brasileiro,
composta por: feijdo carioquinha (Phaseolus vulgaris L), arroz polido (Oriza sativa L.), farinha de mandioca (Manihot
esculenta crantz), frango de granja (Gallus galinaceo) e 6leo de soja.
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Tabela 2- Composicao nutricional (100g) das dietas ofertadas as lactantes

Nutrientes AIN-93G* Dieta NE- Brasil
Proteinas 17,8 17,9
Carboidratos 64,4 61,0
Lipideos 7,0 7,0
Acidos graxos saturados 10,8 16,78
Acidos graxos polinsaturados 40,5 60,92
Acidos graxos monoinsaturados 16,3 24,62
Carboidratos complexos 360,1 140,5°
Carboidratos simples 236,1 121,5°
Kcal 3,77 3,78

* Fonte: Reeves et al., 1993 (adaptado); °Determinacdes realizadas no Laboratorio de Experimentacdo e Analise de
Alimentos - UFPE, segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005). *Teor de acidos graxos dos alimentos, obtidos a
partir da Tabela brasileira de composi¢do de alimentos (Taco), 2006. ®Quantidade de carboidratos simples e complexos
(Fonte: Fundacédo IBGE-Endef, 1996)°Obtido no comércio local.

Delineamento dos Grupos

Grupos Dieta Experimental (GDE)

GDE- Grupo Dieta Experimental Controle (N=18): lactantes ingerindo agua e dieta
experimental ad libitum;
GDEA- Grupo Dieta Experimental + Alcool (N=18): ratas mantidas, durante a lactaco, com

dieta experimental e &gua ad libitum e solucdo de aguardente (15% v 4) por gavagem.

Grupos Caseina (GC)
GC- Grupo Caseina Controle (N= 18): filhotes de ratas ingerindo agua e dieta de caseina

(17%) durante a lactacdo ad libitum;
GCA- Grupo Caseina + Alcool (N=18): filhotes de lactantes que receberam durante a

lactacéo, caseina (17%), &gua ad libitum e solug@o de aguardente (15% v/47) por gavagem.
IngestBes hidricas e etilicas dos animais

A solucdo hidroalcoolJlica de aguardente a 15% foi administrada alJs lactantes através de

gavagem diéria (3g de etanol/Kg/dia), no horario das 08:00 as 10:00h.
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Os grupos controle (caseina e dieta experimental) receberam também, parte da agua
consumida diariamente, através de gavagem (mesmo volume da solucéo alcodlica), para que
essas lactantes fossem submetidas ao mesmo estresse dos demais grupos.

Diariamente, foi realizado o controle da quantidade de 4gua oferecida ad libitum.

Crescimento e desenvolvimento dos animais

O peso das lactantes foi acompanhado diariamente e dos lactentes (ninhadas), de 3 em
3 dias, até o 21° dia do nascimento. Também foi observado o aparecimento de pelos no tronco
(registrado o dia de vida em que apareceram os pelos), a abertura dos olhos (nimero de
filhotes da ninhada que abriram os olhos no 12° dia de vida), pardmetros que sdo considerados

marcadores de desenvolvimento dos animais sob experimento.
Producéo de leite

A producdo lactea foi avaliada segundo Sampson e Jansen (1984), no 4°, 8° e 12° dia
de lactacdo. Nesses dias, os filhotes foram separados de suas mées por 4 horas e ao final deste
periodo pesados (peso inicial). Posteriormente foram colocados para mamar por 2 horas e

pesados novamente (peso final). Ao final, foi aplicada a seguinte equacéo:

Producao lactea (g/filhote/dia)= 0,0332 + 0,0667 (peso inicial) + 0,877 (ganho em peso)

Ressalta-se que o ganho de peso foi calculado pela diferenca entre o peso final (apos a
mamada) e peso inicial (antes da mamada). Torna-se importante informar que para os calculos
da producéo lactea, foram utilizados grupos em paralelo, com o mesmo desenho experimental,

para evitar a interferéncia desta técnica no crescimento dos animais.

Sacrificio dos animais e coleta das amostras de sangue

Ao final do periodo experimental, os lactentes foram separados de suas méaes para
realizacdo do jejum (12 horas), antes do sacrificio. No dia seguinte foram decapitados, para
obtencdo das amostras de sangue utilizadas para avaliar os parametros imunologicos e
bioguimicos. O sangue de cada animal (filhote) foi dividido em duas partes: uma colocada em
tubo de ensaio contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para a realizacdo do
leucograma, e a outra colocada em tubo sem EDTA, para as analises bioquimicas e da IgA

sérica. Todas as amostras foram analisadas no Laboratério da Unidade de Andlises Clinicas
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do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, através de kits comerciais, utilizando
protocolos padrdo, de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
As dosagens foram realizadas de acordo com os seguintes métodos:

Dosagens Bioquimicas

Proteinas totais:

Determinadas pelo método de Gornall, Bardawill e David (1949).
Albumina

Dosadas pela metodologia de ligagdo com corantes, sendo utilizado o verde de

bromocresol.
Globulinas:

Dosadas através da subtracdo dos valores individuais de proteina total e albumina

sérica.

AST e ALT: Determinados pela metodologia de Reitmann Frankel (1957).

Analises Imunoldgicas:

Leucograma:
Para contagem total dos leucdcitos foi utilizada a cAmara de Neubauer. Uma aliquota

da amostra foi diluida a 1:20 em solucdo diluidora de leucdcitos (solucdo de Turk). Os
leucdcitos foram entédo visualizados ao microscopio de luz, utilizando-se a objetiva de 10x.

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada utilizando-se a técnica do esfregaco
sanguineo. Para a coloracdo foi utilizado o kit Pandtico Rapido — Laborclin Ltda. Depois de
secas, as laminas foram analisadas ao microscopio de luz com a objetiva de imerséo de 100x e
os leucocitos contabilizados através de um contador eletrénico da marca Kacil. A partir dos

dados obtidos foram calculados os valores absolutos e relativos para cada tipo de célula.

IgA sérica:

A IgA foi determinada por nefelometria em automacao, sistema Beckman Array 360.
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Peso relativo e estudo histologico do timo e do baco

Imediatamente ap6s a coleta do sangue (sacrificio), foi realizada uma incisdo na
cavidade abdominal e torécica, para a retirada dos 6rgdos (timo e bago), visando obter o peso
relativo, calculado através do quociente entre o peso total do érgdo pelo peso do animal x 100.
Este artificio foi utilizado com o objetivo de verificar se o tratamento com a solucdo de
aguardente provocou aumento ou diminuicdo tecidual desses 6rgaos. A pesagem foi feita em
balanca de precisédo elétrica, marca Ohaus, capacidade para 2.6/0z.

Para controle da efetiva acdo da solucdo de aguardente de cana-de-aglcar sobre 0s
tecidos, foram obtidos segmentos transversais de maior diametro dos lobos dos 6rgaos dos
lactentes dos grupos estudados. Em seguida, os cortes foram imersos em formalina,
tamponada em PBS, a 10%, para fixacdo. Apds 48 horas, o segmento tecidual foi submetido a
rotina histologica: desidratacdo e clarificacdo gradativa em banhos de alcool, iniciando em
70%, progredindo até o alcool absoluto (100%). Em sequéncia a serie de banhos, os cortes
foram tratados com xilol, visando a translucidez do tecido e, finalmente, emblocados em
parafina. Através de microtomia obteve-se cortes histologicos com 4um de espessura que
foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE), montados em laminas, avaliados atraves de
microscopia optica convencional e fotografados através de sistema de microfotografia da
Olympus BX41 (Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo Japan; 400x). A analise morfométrica foi
realizada através do software para analise de imagens, ImageJ 1.37 (National Institute of
Health, Bethesda, Md., USA). Foram obtidas as areas (magnificacdo 100x) dos foliculos
linfoides do baco e das areas medulares do timo, através de dois campos aleatérios, por

Idmina de 6 animais em cada grupo.

Analises estatisticas

Na analise dos dados foram obtidas as estatisticas: média e desvio padrdo (Técnicas de
Estatistica Descritiva) e foram utilizados os testes estatisticos: F(Anova) com dois fatores, F
(Anova) com um fator, F (Anova) com medidas repetidas, teste de Kruskal-Wallis e teste de
Mann-Whitney (Técnicas de estatistica inferencial).

Para avaliar a influéncia dos dois fatores foi utilizado um modelo completo e, no caso
de interacdo significativa, procedeu-se a analise comparando-se todos os pares de subgrupos
formados pela combinacgédo dos niveis (categorias) dos dois fatores.

No caso de diferengas significativas entre os grupos, as comparag0es entre pares de

grupos foram realizadas através de Tukey quando foi comprovada diferenca significativa;
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através da Anova ou Least Significance Diference (LSD), no caso de incoeréncia entre 0s
resultados do teste e as comparacgdes de Tukey. No caso de diferenca significativa através do
teste de Kruskal-Wallis, foram utilizadas as comparagdes do referido teste (Conover, 231) e as
comparagdes de Bonferroni, no caso de diferencas significativas entre os tempos de avaliacao.

Para analise dos dados morfométricos dos 6rgdos, foram obtidas as médias e desvio
padrdo e utilizado o teste estatistico F (Anova), com comparaces de Tamhane. A verificacdo
da hipotese de igualdade de variancias foi realizada através do teste F de Levene.

O nivel de significancia utilizado na decisdo dos testes estatisticos foi de 5,0%. Os
dados foram digitados na planilha Excel e o software estatistico utilizado para a obtencédo dos

calculos estatisticos foi 0 SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), na versao 15.
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4. RESULTADOS
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Artigos originais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as repercusssoes da ingestdo materna
de uma solucdo hidroalcodlica de aguardente de cana-de-agucar (15% v A), durante a
lactacdo, associada a uma dieta experimental sobre os pardmetros nutricionias, metabolicos e
imunoldgicos de seus descendentes. Dois artigos cientificos originais foram submetidos a
revistas nacional e internacional. Doravante, serdo apresentados, em ordem cronoldgica, 0s

artigos em suas versoes originais.
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Artigo I- “Immune response in newborn rats exposed to sugarcane alcohol associated to

an experimental diet”.

Submetido (Anexo B), como artigo original, segundo as normas (Anexo C) da revista
Alcohol. Publicada pela Editora Elsevier, classificada como qualis internacional A2, pela
Capes (ano de 2010).
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Resposta imune em ratos lactentes expostos a aguardente de cana-de-agUcar associada a

uma dieta experimental
Resumo

O presente trabalho verificou os efeitos da ingestdo de uma solugéo de aguardente de cana de
acucar adocicada (15% v/v), associada a uma dieta experimental, por ratas lactantes, sobre
alguns parametros imunoldgicos dos seus descendentes. Setenta e dois filhotes foram
randomizados igualmente em quatro grupos (dezoito lactentes- nove machos e nove
fémeas/grupo): GDE (grupo dieta experimental controle); GDEA (grupo dieta experimental
alcool); GC (grupo dieta caseina); GCA (grupo dieta caseina alcool). Foi verificado o peso da
ninhada aos vinte e um dias, o leucograma e lga sérica além da histomorfometria do baco e
timo. As ninhadas do GCA apresentaram uma média de peso superior aos demais. Quanto a
contagem das células, observou-se que houve diferenca entre os grupos. Os lactentes do GC
apresentaram uma média superior, em todos os parametros estudados, houve diferenca entre
os animais do GC e GCA.. O baco foi o Unico 6rgdo que demonstrou interacéo significativa
entre 0s grupos e géneros e esta diferenca ocorreu entre as fémeas do GDEA e GC. As médias
das éareas foliculares do bago foram mais elevadas no GDE do que no GDEA e se comprovou
diferenca entre esses grupos. Os achados permitem concluir que, tanto a dieta como a bebida
alcoolica oferecida as lactantes neste estudo, modularam a resposta imune dos seus
descendentes de forma diferenciada, dependente da composicdo dietética, bem como do
género estudado. Extrapolando os resultados para 0os humanos, é pertinente alertar as lactantes
acerca dos efeitos nocivos da ingestdo de bebidas alcodlicas, principalmente a aguardente de
cana-de-agucar, como também sobre a importancia de uma dieta equilibrada durante a
lactacdo, principalmente naquelas que sdo alcoolistas, com o objetivo de minimizar os efeitos
nocivos do etanol sobre a imunocompeténcia de seus filhos, proporcionando uma menor
susceptibilidade a infecgdes na infancia.

Palavras-chaves: Ratos Wistar, alcool, lactacéo, dieta, sistema imune

Introducéo

O sistema imune € constituido de um conjunto de células, tecidos e moléculas que tém
como funcdo prevenir as infeccdes e erradicar aquelas estabelecidas (Abbas and Lichtman,
2007). O desenvolvimento deste sistema de defesa inicia-se no Utero e continua apos o
nascimento. Esse processo compreende uma série de respostas celulares adaptativas a um
ambiente potencialmente agressivo, tendo sua velocidade aumentada somente apds o
nascimento, quando a estimulacdo antigénica do novo ambiente se torna mais intensa
(Carneiro-Sampaio, 1981; Good, 1995; Landret, 2002).

No neonato, ha uma imaturidade funcional celular (fagécitos e linfocitos), alem de
reducdo dos niveis séricos das imunoglobulinas (IgM, IgA e 1gG). As varias fracdes do
sistema complemento estdo em concentracdes baixas no soro e o sistema imune associado as

mucosas, é pouco eficiente. (Hanson and Winberg, 1985; Kunzs et al., 1999; Vinagre and
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Diniz, 1999; Xanthou, 1998). Devido a esta imaturidade, os recém-nascidos (RN) sdo mais
vulneraveis as infeccBes, sendo fundamental a protecdo conferida pelo aleitamento. O leite
materno, além de fonte dos macro e micro nutrientes necessarios para que o ser humano
cresca e se desenvolva fisica, intelectual e emocionalmente, durante um dos periodos mais
importantes da vida, contém varios fatores imunomoduladores e anti-inflamatdrios, como a
lactoferrina, anticorpos IgM, IgG e IgA, macrofagos, neutrdfilos, linfocitos B e T, citocinas e
fatores de crescimento. A combinacdo entre esses fatores é importante para o
desenvolvimento e maturagdo do sistema imunoldgico da crianga, apds o nascimento (Teresa-
Neto, 2006; Silva et al., 2009; Tollara et al., 2005; Vieira et al., 2003). Esses compostos agem
em conjunto, prevenindo desde a diarreia até a sepse, como tambeém as doencas cronicas ndo
transmissiveis até a vida adulta (Grassi, Costa; Vaz, 2001; Xanthou, 1998;).

As imunoglobulinas representam os componentes soluveis especificos do colostro e do
leite maduro e estdo em concentra¢6es muito elevadas no colostro, constituindo assim a maior
parte do conteudo proteico desta secrecdo (Grassi et al., 2001; Kunzs et al., 1999; Xanthou,
1998) .A principal imunoglobulina do leite materno é a IgA, correspondendo de 80-90% do
total das imunoglobulinas. A sintese de IgA sofre influéncia de varios fatores, tais como: a
experiéncia imunoldgica da mae, infeccdes maternas recentes, grau de desnutricdo, controle
hormonal, dependente da progesterona e da prolactina, e niveis de estresse ou depressao
materna (Venegas et al., 1992). A IgA secretora presente no leite tem como principal acdo a
ligacdo a microrganismos e macromoléculas, impedindo sua aderéncia as superficies
mucosas, assim prevenindo o contato de patdégenos com o epitélio, principalmente o trato
gastrintestinal e respiratorio do lactente (Grassi et al., 2001).

No entanto, circunstancialmente, o leite materno pode servir como veiculo para
substancias nocivas, mesmo aquelas aceitas socialmente, como é o caso do alcool e tabaco
que, embora ndo estejam incluidas na relacdo das substancias que contraindicam o
aleitamento materno, podem causar prejuizos, tanto para a crianca quanto para a nutriz (Del
Ciampo et al., 2004; 2009).

Durante a lactacdo, a passagem de drogas do sangue para o leite materno (LM) ocorre
através de mecanismos que envolvem membranas biolégicas formadas por fosfolipidios e
proteinas. O Aalcool, substancia de baixo peso molecular, atinge facilmente o LM,
atravessando o capilar endotelial materno e a célula alveolar por difusdo passiva. Assim, a
composicdo da membrana exerce influéncia na velocidade da passagem e na concentracdo do

alcool no leite humano (Kachani et al., 2008).
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Desta forma, é importante ressaltar que a exposicdo fetal ou neonatal ao alcool, via
leite materno, poderd ocasionar prejuizos a varios sistemas, inclusive ao sistema imune dos
recém-nascidos, levando & diminuicéo da resisténcia a infeccdes (Leonard et al., 1999).

Embora, nos ualtimos anos, tenha havido incremento nas campanhas educativas,
alertando contra os maleficios do consumo do alcool, a populacdo feminina 0 mantém na
gestacdo e na amamentacdo (Del Ciampo et al., 2009; Parackal et al., 2007). Este tema é ainda
pouco estudado, com implicagdes por desvendar, visando desta forma, fornecer subsidios a
elucidacdo de aspectos ainda controvertidos. Faz-se entdo necessario aprofundar os
conhecimentos, colaborando inclusive para a orientacao das lactantes alcoolistas.

Neste contexto, nossa hipotese € que uma solucdo de aguardente de cana de agucar
adocicada, associada a uma dieta composta por alimentos representativos da Regido Nordeste
do Brasil, quando ingeridas por ratas lactantes, podem afetar negativamente alguns

parametros imunoldgicos dos seus descendentes.

Materiais e métodos

Animais e dietas

Foram utilizadas ratas gestantes da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus, variedade
Albinus), do Biotério de Criacdo do Departamento de Nutricio da UFPE, mantidos em

condicdes-padréo de iluminacdo (Merusse and Lapichick, 1996).

O dia do nascimento foi considerado o dia 0. No dia seguinte (1° dia) foi realizada a
sexagem e padronizacdo das ninhadas, com um niumero de 6 filhotes / mde (3 machos e 3
fémeas). Os animais foram divididos em 4 (quatro) grupos de igual namero (3 lactantes /

grupo). O total de animais (filhotes) estudados foi de 72 (setenta e dois).

O estudo foi aprovado previamente pelo Comité de Etica de Animais Experimentais
do Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFPE, sob o processo n° 23076.004070/2009-03.

Dietas

O estudo obedeceu a um esquema experimental, delineado em conformidade com os
tipos de dietas oferecidas e a presenca ou ndo de ingestdo da solucdo hidroalcodlica de
aguardente (40% v/v), diluida a 15%.
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A dieta caseina (17%), equilibrada de acordo com a AIN- 93 (Reeves et al., 1993), que
representou a dieta controle durante a lactacdo, e a dieta experimental constituida de
alimentos consumidos frequentemente pela populacédo do Nordeste brasileiro:

e Feijdo carioquinha (Phaseolus vulgaris L);

e Arroz polido (Oriza sativa L.);

e Farinha de mandioca (Manihot esculenta Crantz);
e Frango de granja (Gallus galinaceo).

Os alimentos constituintes da dieta experimental, assim como as bebidas alcodlicas,
foram adquiridos de uma Unica vez (mesmo lote), no comércio local. Posteriormente, foram
cozidos, desidratados e transformados em farinhas, que foram misturadas e oferecidas em
forma de pellets. A composigéo centesimal dos alimentos utilizados na dieta foi determinada
no Laboratorio de Experimentacdo e Analise de Alimentos (Leaal) do Departamento de
Nutricdo/UFPE, utilizando a metodologia do Instituto Adolfo Lutz — IAL (2005), equilibrada
de acordo com a AIN 1993, segundo as recomendacdes para animais de laboratério (roedores)
na lactacdo (Reeves et al., 1993) e encontra-se expressa na tabela 1.

Delineamento dos Grupos

Grupos Dieta Experimental (GDE)

GDE- Grupo dieta experimental controle (N=18): lactantes ingerindo agua e dieta

experimental ad libitum;

GDEA- Grupo dieta experimental + alcool (N=18): ratas mantidas, durante a lactacdo, com

dieta experimental e &gua ad libitum e solugdo de aguardente (15% v /4) por gavagem.

Grupos Caseina (GC)

GC- Grupo Caseina Controle (N= 18): filhotes de ratas ingerindo agua e dieta de caseina
(17%) durante a lactacéo ad libitum;
GCA- Grupo caseina + alcool (N=18): filhotes de lactantes que receberam durante a lactacéo,

caseina (17%), agua ad libitum e solugao de aguardente (15% v/4) por gavagem.
Sacrificio dos animais e andlises imunologicas

Ao final do periodo experimental, os lactentes foram separados de suas maes, para jejum
(12 horas), antes do sacrificio. No dia seguinte foram decapitados, para obtengdo das amostras

de sangue utilizadas na avaliagdo dos parametros imunologicos. O sangue de cada animal
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(filhote) foi colocado, parte em tubo de ensaio contendo acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), para a realizacdo do leucograma, e a outra parte em tubo sem EDTA, para a analise
da IgA sérica. As analises foram realizadas no Laboratério da Unidade de Analises Clinicas
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, utilizando de kits comerciais e
seguindo um protocolo padrdo, de acordo com as instru¢des dos fabricantes.

As dosagens foram realizadas adotando os seguintes métodos:

Leucograma:
Contagem de leucdcitos:

Para contagem total dos leucocitos foi utilizada a cdmara de Neubauer. Uma aliquota
da amostra foi diluida a 1:20 em solucéo diluidora de leucécitos (solugdo de Turk). Os

leucocitos foram entdo visualizados ao microscopio de luz, utilizando-se a objetiva de 10x.

A contagem diferencial de leucdécitos foi feita pela técnica do esfregaco sanguineo.
Para a coloracédo foi utilizado o kit Pandtico Rapido — Laborclin Ltda. Depois de secas, as
laminas foram analisadas ao microscopio de luz com a objetiva de imersdo de 100x e
contabilizadas por um contador eletrénico da marca Kacil. A partir dos dados obtidos foram

calculados os valores absolutos e relativos para cada tipo de célula.

IgA sérica:
A IgA foi determinada por nefelometria em automacao, sistema Beckman Array 360.

Peso relativo e estudo histoldgico do timo e do baco

Imediatamente ap0s a coleta do sangue, foi realizada uma incisdo na cavidade
abdominal e toracica, para a retirada dos orgdos (timo e bacgo), visando a obtencdo do peso
relativo, calculado pelo quociente entre o peso total do 6rgéo e o peso do animal x 100. Este
artificio foi utilizado com o objetivo de verificar se o tratamento com a solucdo de aguardente
provocou aumento ou diminuicdo tecidual desses 6rgdos. A pesagem foi feita em balanca de
precisdo elétrica, marca Ohaus, capacidade para 2.6/0z.

Posteriormente a pesagem dos 6rgdos, obteve-se segmentos transversais de maior
didametro dos lobos dos drgdos dos lactentes. Em seguida, os cortes foram imersos em
formalina, tamponada em PBS, a 10%, para fixacdo. Apos 48 horas, 0 segmento tecidual foi
submetido a rotina histologica: desidratacdo e clarificacdo gradativa em banhos de alcool,
iniciando em 70%, progredindo até o alcool absoluto (100%). Em sequéncia a série de

banhos, os cortes foram tratados com xilol, visando a translucidez do tecido e finalmente
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emblocados em parafina. Através de microtomia foram obtidos cortes histologicos com 4pum
de espessura, que foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE), montados em laminas e
avaliados através de microscopia Optica convencional e fotografados utilizando o sistema de
microfotografia da Olympus BX41 (Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan; 400x). A
analise morfométrica foi realizada através do software para analise de imagens, ImageJ 1.37
(National Institutes of Health, Bethesda, Md., USA). Foram obtidas as areas (magnificacéo
100x), dos foliculos linfoides do bago e as medulares do timo, expressas em pixels, através de
dois campos aleatérios por lamina de 6 animais, em cada grupo.

Andlises estatisticas

Na analise dos dados foram obtidas as médias e 0 desvio padrdo e utilizados os testes
estatisticos: F (Anova), com um e dois fatores e médias repetidas. No caso de diferencas entre
0s grupos, as comparacdes foram realizadas pelo teste de Tukey e, no caso de incoeréncia
entre os resultados, utilizou-se o Least Significance Diference (LSD). Na ocorréncia de
diferenca atraves do teste de Kruskal-Wallis, foram utilizadas as comparac@es do referido
teste (Conover, 231) e as comparacOes de Bonferroni, quando houve diferencas entre os

tempos de avaliagéo.

Para andlise dos dados morfometricos dos 6rgaos foi utilizado o teste estatistico F
(Anova), com comparacdes de Tamhane. A verificacdo da hipotese de igualdade de variancias
foi realizada através do teste F de Levene.

O nivel de significancia utilizado foi de 5,0% e o “software” para a obten¢do dos calculos

estatisticos foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), na versdo 15.
Resultados

A Figura 1 apresenta o0 peso das ninhadas aos 21dias de experimento. Destaca-se que
houve diferencas entre os pares de grupos (p = 0, 001), com excecao dos grupos GDE e GDEA
e as medias mais elevadas foram registradas em GCA (270,07 + 6,88) e GC (250,579 * 6,87).

No que concerne a contagem das células analisadas (Tabela 2), observa-se que houve
diferenca entre os grupos, nos leucdécitos totais (p=0,002) e suas subpopulacdes. Os lactentes do GC
apresentaram uma meédia superior, em todos os parametros estudados, quando comparados aos
demais grupos; entretanto, essa diferenca so6 foi significativa entre os animais do GC e GCA.

A IgA sérica ndo apresentou diferenca em nenhuma das interagdes.



54

Na avaliacdo do peso relativo dos 6rgédos, o baco foi o Unico que demonstrou interacéo
significativa entre os grupos e géneros (p=0, 025) e esta diferenca ocorreu entre as fémeas do GDEA
(0,37 £ 0,09), as quais apresentaram uma média de peso superior aquela do GC (0,23 + 0,09) (Figura
2B). O timo ndo apresentou diferenga em nenhuma das comparac6es, como pode ser verificado na
Figura 2.

A tabela 3 apresenta as médias e desvio-padrdo das areas foliculares do baco e medulares do
timo dos grupos estudados. Verifica-se que as médias das areas foliculares do bago foram mais
elevadas no GDE do que no GDEA (Figura 3) e se comprovou diferenga entre esses grupos (p=0,035),
através dos testes de comparagdes pareadas.

Discussao

O consumo de alcool de forma aguda ou cronica resulta em defeitos na imunidade
inata e adaptativa (Nelson, 2002; Szabo, 1999). Estas mudangas estdo associadas com o
aumento do risco de infecgdes e alguns tipos de cancer (MacGregor, 1986).

Ha algumas décadas tem havido maior entendimento da relacdo entre
imunocompeténcia e nutricdo. Deficiéncias de micronutrientes especificos, concomitante com
desnutricdo proteico-energética, alteram a resposta imune. Isto tem sido relatado em criancas
e em modelos experimentais (Ojeda et al., 2009; Vidueiros et al., 2008).

Na presente pesquisa, apesar da ninhada do GCA ter apresentado um maior peso em
relacdo aos demais grupos, pode ser verificado prejuizo no que diz respeito a contagem de
leucocitos e de linfocitos, nestes animais. Muitos estudos em humanos e animais tém
demonstrado que a ingestdo de etanol pode contribuir para o ganho de peso, principalmente
quando esta ingestdo ocorre de forma aguda (Aguiar et al., 2004; 2007; Kachani et al., 2008;).
No entanto, € importante reforcar que as calorias advindas do etanol sdo calorias vazias,
pobres, principalmente em micronutrientes (Aguiar et al., 2004; 2007).

Estudo realizado para comparar se 0 consumo de etanol P.A. (6% v/v) ou na forma de
vinho (diluido a 6% Vv/v) associado a dieta caseina, durante oito semanas, poderia suprimir a
resposta imunologica em ratos adultos que receberam injecdo intraperitoneal de
lipopolisacarideos (LPS) ao final do periodo experimental, constatou que 0s animais expostos
ao etanol tiveram diminuicdo percentual das células imunes avaliadas (leucécitos e linfocitos),
resultados estes diferentes dos que ingeriram vinho. Quanto a ingestdo alimentar e de liquidos,
como também em relagdo ao peso, os animais ndo diferiram entre os grupos. Os autores

justificaram que a diferenca encontrada deve ser atribuida & composi¢do do vinho, o qual
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contém substéncias antioxidantes, como os componentes fendlicos, que permitiram uma
melhor detoxificagdo dos compostos derivados do metabolismo do etanol (Percival and Sims,
1999). Resultados similares foram verificados em outra pesquisa que teve como objetivo
avaliar a repercussdo imunoldgica, sobre seus descendentes, de uma ingestdo pré e pés-natal
de etanol (3g/Kg/dia), associada a dieta comercial (Labina) até o final da lactacdo (25 dias),
através da contagem diferencial dos leucécitos periféricos e da histomorfometria de alguns
0rgdos imunes destes animais. Contudo, ndo foram detectadas alteracdes no nimero de
células periféricas destes animais, em relacdo aos do grupo controle. No entanto, estes
achados podem ser justificados pelo periodo de abstinéncia que os animais passaram (15 dias)
para que as referidas analises fossem realizadas. Quanto ao peso dos filhotes, ndo foi
observada diferenca entre os grupos, desde o nascimento até o final do periodo experimental
(Veiga et al., 2007).

Ja ¢é sabido que a caseina constitui uma fonte proteica de alto valor bioldgico
(Sgarbieri, 1982). Entretanto, trabalho para comparar a digestibilidade da caseina com outras
fontes proteicas de origem animal (carne bovina e de rd) ndo constatou diferenca entre essas
fontes proteicas (Pires et al., 2006).Uma outra pesquisa, que teve como objetivo comparar as
respostas imunoldgicas em ratos expostos a uma dieta a base de caseina e a proteinas do soro
do leite, verificou que os animais do grupo caseina tiveram uma resposta imunologica
deficiente em relacdo ao outro grupo (Pacheco et al., 2005).

Os resultados da atual pesquisa parecem ter sofrido interferéncia da composicdo da
dieta, seja da fonte proteica utilizada ou ainda da distribuicdo cal6rica dos nutrientes da dieta
e suas fontes. Os autores do presente trabalho acreditam que os resultados constatados podem
divergir de alguns encontrados na literatura, o que pode ser justificado por algumas alegacdes:
1°) o objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos da associacdo de uma dieta
experimental com uma bebida especifica, ambas consumidas com frequéncia no Nordeste
brasileiro. Por isso, foi necessario utilizar a caseina como dieta controle, acreditando-se nas
suas propriedades nutricionais. Os trabalhos encontrados na literatura que fizeram uso da
caseina, em sua quase totalidade objetivaram observar a acdo do alcool (ou bebida alcoodlica)
per se e ndo avaliar sua acdo quando associado a dietas com composicdo de alimentos e
nutrientes diferentes. 2°) Ao mesmo tempo, é sabido que o alcool altera o pH do liGmen
intestinal, principalmente quando ha consumo de bebidas com teor moderado de etanol (10 a
20%) ou ainda aquelas fermentadas (vinho e cerveja)(Bode and Bode, 1997), alterando a
digestibilidade das proteinas, ja que as enzimas responsaveis pela hidrolise das mesmas

necessitam de um pH alcalino (Krause, 2010). Além disso, o alcool altera a integridade e a



56

permeabilidade da mucosa intestinal, prejudicando assim a digestdo e a absorcdo de muitos
macro e micronutrientes (Bode and Bode, 1997). Vale ressaltar que a bebida utilizada nessa
pesquisa, apesar de ter um alto teor alcodlico (40%), foi diluida a 15% v/v no experimento.
Além disso, € uma bebida que, durante a sua fabricacdo, passa por fermentagdo e posterior
destilacdo. Desta forma, tanto a digestibilidade como a biodisponibilidade das proteinas (mais
pronunciadas na dieta caseina) e de outros nutrientes que compunham as dietas oferecidas as
ratas lactantes, podem ter sido diminuidas, refletindo na composicdo do leite das mesmas.
Varios estudos em ratos ja demonstram que, quando o etanol é ingerido durante a lactacdo, o
teor de alguns macro e micronutrientes é reduzido no leite materno, e este, sendo a fonte
alimentar dos lactentes, tem a sua funcdo imunoldgica prejudicada (Azara et al., 2008; Burgos
et al., 2004; Ojeda et al., 2009). Vale ressaltar que alguns micronutrientes importantes para a
imunocompeténcia estdo associados, no leite, as proteinas do mesmo, oferecendo estabilidade
a essas estruturas e, a0 que parece, esta associagdo acontece em pH alcalino (pH=6,6)
(Gaucheron, 2005).

Alguns micronutrientes, como 0 zinco, magnésio, selénio e cobre, sdo importantes
elementos envolvidos na sintese de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase,
glutationa, glutationa peroxidase (Cunningham-Rundies et al., 2005; Macédo et al., 2010;
Wintergerst et al., 2007). Com o consumo cronico do alcool, diminui a sintese hepatica da
glutationa e de outras enzimas envolvidas na detoxificacdo da droga (Lieber, 1993). O etanol
pode deprimir a imunidade celular, devido a geracdo de radicais livres. O metabolismo do
alcool, seja pela via do citocromo P450, ou pela enzima alcool-dehidrogenase, tem como
produto final o acetaldeido, responsavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e pela
peroxidacdo lipidica, levando ao estresse oxidativo; em consequéncia, ha uma maior
utilizacdo e deplecdo dos antioxidantes (Brown et al., 2004).

Ojeda et al.(2009), avaliando a disponibilidade do selénio e a atividade da enzima
glutationa peroxidase, importantes na desintoxicacdo dos metabolitos do alcool, no plasma e
figado de filhotes e em ratas expostas ao etanol (solucdo de 20%v/v), associados a dieta
caseina (AIN-93), durante a gestacdo e lactacdo, verificaram uma diminuicdo dos parametros
avaliados, concluindo que o etanol prejudicou a biodisponibilidade do selénio nas lactantes,
especialmente sobre as glandulas mamarias, afetando o balanco deste nutriente em seus
descendentes. No que concerne ao ganho de peso materno, as lactantes expostas ao etanol
apresentaram reducdo em relacdo aos demais grupos (pair-feed e controle). Porém, na anélise

do peso ao nascer ndo foi verificada diferenga entre os animais dos diversos grupos, 0 que
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ndo ocorreu ao final da lactacdo, em que os animais dos grupos pair-feed e alcool tiveram
seus pesos diminuidos, sendo exacerbado este efeito no grupo etanol.

A terceira e ultima possivel explicacdo para os resultados aqui encontrados tem a ver
com as diferencas na composicdo da dieta oferecida aos animais, quanto aos constituintes, ja
que em relacdo ao valor cal6rico total elas sdo isoenergéticas.

O figado é o 6rgdo responsavel pela detoxificacdo de varias drogas, inclusive o alcool.
No entanto € nele também que se processam todo o metabolismo dos nutrientes ingeridos,
bem como a sintese de varias substancias como proteinas, com varias acoes fisioldgicas. O
alcoolismo pode acarretar muitas consequéncias para este 6rgao, conhecida como doenca
hepatica alcodlica (DHA), como exemplo: esteatose, hepatite alcodlica e cirrose (Matos,
2006; Mincis, 2004). Por outro lado, alguns estudos vém demonstrando que a acumulacao de
lipideos hepaticos sofre também influéncia do excesso de peso na infancia e também na vida
adulta, associado ou n&o ao consumo de bebidas alcodlicas (Angulo, 2002; Dias et al., 2009;
Hamer et al., 2006, Soder and Baldisseroto, 2009;). Ha varios anos ja foi demonstrado que,
quando h& uma maior contribuicdo calérica advinda de carboidratos (principalmente os
simples, como glicose, frutose e sacarose) e lipideos (especialmente &cidos graxos saturados e
poli-insaturados) na dieta, associada a ingestdo de etanol, ocorre uma maior deposicdo de
lipideos hepaticos (Chen et al., 1977).

Ao analisar a composicdo das dietas aqui oferecidas (Tabela 1), observa-se que as
mesmas Sao isoenergeticas; porém, na analise das fontes dos nutrientes, percebe-se que a
caseina é mais rica em acgucares simples do que aqueles da dieta experimental. Entretanto, em
relacdo a fonte lipidica a dieta experimental apresentou-se mais rica em &cidos graxos
saturados. Portanto, essas diferencas na qualidade advinda destes constituintes, associada a
ingestdo de uma bebida alcodlica rica também em aclcares (Brasil, 2003; 2005), além de
outras possiveis substancias hepatotoxicas como: furfural, metanol, carbamato de etila, e
acroleina, contidas na aguardente (Zacaroni et al., 2010), pode ter também proporcionado a
injaria hepatica naqueles animais expostos ao alcool, o que foi detectado através de alguns
dados bioquimicos (dados ndo mostrados), porém exacerbado no grupo da dieta caseina
devido aos outros fatores ja citados.

Quanto a histomorfometria dos 6rgaos imunes analisados, foram verificadas alteracdes
importantes, principalmente no baco dos lactentes. Neste 6rgdo, as respostas imunes inata e
adaptativa podem ser eficientes, tornando-o importante para a homeostase imunoldgica, em

que a polpa branca é responsavel pela imunidade adaptativa e a zona marginal esta envolvida



58

com ambas as respostas, através de uma especifica populagdo de macrofagos e células B
(Mebius and Kraal, 2005).

A hiperplasia do bago, derivada da agdo do etanol, verificada neste estudo, parece ter
sido mais evidente nos animais do sexo feminino do GDEA, porém com uma reducao na area
de seus foliculos linfoides. Similarmente, Melo-Janior et al. (2001) observando as alteracdes
esplénicas nos filhotes de ratas expostas ao etanol na gestacdo e lactacdo, também
verificaram aumento no baco dos animais do grupo &lcool, embora este dado ndo tenha
apresentado diferenga quando comparado ao grupo controle. Em outro estudo com o mesmo
desenho experimental, porém utilizando método histomorfométrico diferente, com o objetivo
de analisar as alteracdes decorrentes da ingestéo de etanol sobre a imuno-arquitetura de alguns
6rgdos importantes para a resposta imune (timo, baco e placas de Peyer,s) de seus
descendentes, 0s autores encontraram um aumento significativo no niumero total, bem como
na area e volume dos foliculos linfoides esplénicos; entretanto, o timo ndo teve reducdo do
namero meédio de corpusculos de Hassal, porém apresentou um padrdo mais intenso de
infiltracbes de adipocitos entre os l6bulos timicos e uma maior deposicdo de colageno
intersticial no grupo etanol, quando comparado ao grupo controle (Veiga et al., 2007).

Tem sido demonstrado, em estudos epidemiologicos e experimentais, que as mulheres
sdo mais suscetiveis as doencas induzidas pelo alcool (Brito et al., 2005; Gallucci et al., 2004;
Sato et al., 2001), que incluem principalmente as patologias do figado, cérebro e
cardiovasculares. Essas diferencas podem ser explicadas devido a farmacocinética do alcool
neste sexo, além das interferéncias hormonais envolvidas (Kachani et al., 2008; Sato et al.,
2001).

O baco € considerado a maior unidade do sistema mononuclear fagocitario. Sendo
assim, estd envolvido em todas as inflamagdes sistémicas, quando geralmente aumenta de
tamanho, sendo neste caso denominado baco ativado ou estado reacional hiperplasico. Este
tipo de esplenomegalia é causado pelas modificagdes dos corddes de Billroth, constituidos
pelo tecido linfoide e os seios ocupados pelos elementos do sangue circulante (Franco et al.,
1994; Pereira et al., 1999). Por outro lado, o etanol e seu metabolito acetaldeido parecem
causar disfuncdo das tight junctions do epitélio das vilosidades intestinais, permitindo a
passagem de macromoléculas como lipopolisacarideos de bactérias gram negativas que
colonizam o intestino. Estas, por sua vez, atingem o figado, pela circulacdo portal, e ativam
uma série de mecanismos imunes. As células de Kupffer sdo estimuladas por ligacdo direta ao
CD14 e ¢ desencadeada uma resposta imune local com producédo de fator de necrose tumoral

(TNF-a), a interleucina 1, prostaglandinas E, e D, leucotrienos, como recrutamento de
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polimorfonucleares, aumento da expressdo de moléculas de adeséo, do estresse oxidativo e
consumo de 02, da expressdo HLA, estimulacdo de fibroblastos e células de Ito e da
deposicdo de colageno. Essas reacBes em cadeia favorecem o desenvolvimento da doenca
hepéatica alcoolica, embora apenas um pequeno percentual de alcoolistas tendam a
desenvolvé-la (Matos, 2006; Rao et al., 2004).

Desta forma, os achados histolégicos do baco verificados no presente estudo podem
ter sido causados pela inflamacdo sistémica derivada da acdo do &lcool per se, que
provavelmente foi mais exacerbada nas fémeas do GDEA, devido a uma maior
susceptibilidade a injdrias decorrentes do uso do alcool neste género, como também da
constituicdo da dieta oferecida a este grupo. Conforme ja citado anteriormente, esta dieta tem
maior contetdo de acidos graxos saturados do que a dieta caseina, 0 que pode ter favorecido
h& uma maior formacao de espécies reativas de oxigénio (Diniz et al., 2004). Vale ressaltar
ainda que, embora o baco tenha apresentado um aumento de peso, as areas dos seus foliculos
linfoides foram reduzidas em relagdo aos demais grupos, evidenciando uma reducdo da
maturacdo linfocitaria destes animais (Mebius and Kraal, 2005), o que pode ser comprovado
pela linfocitopenia periférica neste grupo, embora nao tenha sido verificada diferenca desta
variavel em relacédo ao seu grupo controle.

No que diz respeito ao timo, embora ndo tenha sido comprovada a atrofia timica,
comumente encontrada na literatura (Wang and Spitzer, 1997), foi observada uma diminuigédo
de seu peso absoluto (dados ndo mostrados) no GDEA, em relacdo aos demais grupos. As
argumentacdes para esses achados baseiam-se num menor peso corporal dos lactentes deste
grupo, como também um maior desvio padrdo no mesmo, demonstrando uma
heterogenicidade desta amostra durante o periodo experimental. Outra possivel explicacdo
para as diferencas de peso do timo encontradas no presente trabalho em relacdo a outros dados
da literatura, seria o tipo de exposicdo utilizada, ja& que, na maioria das pesquisas que
avaliaram o peso e a atividade timica os animais foram expostos ao etanol na gestacdo e
lactacdo, o que pode ter exacerbado a acdo toxica do alcool sobre este 6rgéo.

Diante destes achados, constata-se que, tanto a dieta como a bebida alcodlica oferecida
as lactantes, neste estudo, modularam varios aspectos da resposta imune dos seus
descendentes de forma diferenciada, dependente da composicdo dietética, bem como do
género estudado. Extrapolando os nossos resultados para 0s humanos, € pertinente alertar as
lactantes acerca dos efeitos nocivos da ingestdo de bebidas alcodlicas neste ciclo de vida,
principalmente a aguardente de cana-de-agUcar, como também sobre a importancia de uma

dieta equilibrada durante a lactacdo, principalmente naquelas que s&o alcoolistas, com o
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objetivo de minimizar os efeitos nocivos do etanol sobre a imunocompeténcia de seus filhos,

proporcionando desta forma uma menor susceptibilidade a infecgdes na infancia.
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Tabela 1- Composicao das dietas oferecidas durante a lactacdo (g/100)

Ingredientes AIN-93G (g/100)* Dieta experimental (g/100)8
Amido de milho 39,74 -
Caseina (proteina >85%) 20,00 -
Amido dextrinizado (90-94% de sacarideos) 13,20 -
Sacarose 10,00 -

Oleo de soja” 7,00 6,00
Celulose 5,00 1,55
Feijdo - 25,00
Farinha de mandioca - 37,50
Frango - 12,00
Arroz - 15,00
Mix de mineral (AIN-93G) 3,5 1,70
Mix de vitaminas (AIN-93G) 1,00 1,00
L-metionina 0,30 -
Bitartarato de colina (41,1% de colina) 0,25 0,25
TBHQ, MG 0,0014 -
Total (g) 100 100
Kcal/100 3,77 3,78
Proteinas 17,8 17,9
Carboidratos 64,4 61,0
Lipidios 7,00 7,00
Acidos graxos saturados 10,8 16,7°
Acidos graxos polinsaturados 40,5 60,9 °
Acidos graxos Monoinsaturados 16,3 24,6°
Carboidratos complexos 360,1 140,5¢
Carboidratos simples 236,1 121,5¢

* Fonte: Reeves et al., 1993 (adaptado); § Mistura baseada na ingestdo alimentar da populacdo do Nordeste brasileiro, composta por: feijao
carioquinha (Phaseolus vulgaris L), arroz polido (Oriza sativa L.), farinha de mandioca (Manihot esculenta crantz), frango de granja
(Gallus galinaceo) e dleo de soja. * O feijdo, o arroz e o frango foram cozidos em agua, separadamente, durante duas horas, posteriormente
dessecados em estufa (60°C), por 12h, e pulverizados em moinho (Floor Grind — Chuo Boeki Kaisha), para obtencéo das respectivas farinhas.
Obtido no comércio local. *Determinages realizadas no Laboratério de Experimentacdo e Analise de Alimentos - UFPE, segundo a
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005). ° Teor de cidos graxos dos alimentos, obtidos a partir da Tabela brasileira de composicdo de
alimentos (Taco), 2006.  Quantidade de carboidratos simples e complexos (Fonte: Fundagio IBGE-Endef, 1996). TBHQ= antioxidante.
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aguardente (15% v/), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo e o género

Grupo
Variavel Sexo GDE GDEA GC GCA Valor de p
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
(AB) (AB) (A) (B)
Leucdcitos
Masculino  2433,33 + 668,95  1966,67 + 1027,13 294444 + 245108  1122,22+222,36  p'=0,002*
Totais
Feminino  2100,00 + 788,99  2233,33+1177,92  2911,11+2406,99 105556 +515,05  p" =0,900
p® =0,936
(AB) (AB) (A) (B)
Neutréfilos Masculino 880,67 + 501,49 906,44 + 757,55 1032,22 + 1087,48 407,11 +24537  p"=0,012*
Segmentados Feminino 965,33 + 426,20 899,67 + 680,92 1228,00 + 1132,77 293,89 + 236,38 p? =0,812
p¥ =0,927
Eosinofilos Masculino - - 142,00 + 39,40 - **
* %k
Feminino - - 83,33 £49,33 -
(A) (AB) (A) (B)
Monécitos Masculino 78,22 + 40,32 65,89 + 34,29 92,67 + 48,74 50,67 + 30,36 p! = 0,020%
Feminino 88,67 + 48,01 88,00 * 62,35 77,89 + 34,72 40,22 + 25,24 p? = 0,854
p¥ =0,513
* %k
(A) (A) (B) (A)
Linfécitos Masculino  1474,44 + 319,97 1012,11 £381,51  1882,33+1169,88"'  678,89+17852  p'<0,001*
Feminino  1060,89 + 386,89 1245,67 + 739,38 2329,44 + 1707,70 796,56 + 442,04 p'? = 0,623
p® = 0,454

(®): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. p®: Através do teste F (Anova) para comparagio entre os grupos. p©: Através do teste F
(Anova) para comparagio entre os sexos.p®™: Através do teste F (Anova) para a hipétese de interagdo sexo e grupo.Obs.: Se todas as letras
mailsculas entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenga significante entre os grupos correspondentes através das comparagdes
pareadas de Tukey. GDE= Grupo dieta experimental controle; GDEA= Grupo dieta experimental e alcool; GC= Grupo dieta caseina controle;
GCA= Grupo dieta caseina e alcool.
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Tabela 3 — Area dos foliculos linfoides do bago e da medula do timo (pixels) de ratos lactentes
expostos a solucdo hidroalcodlica de aguardente (15% vA), associada a uma dieta
experimental, segundo o grupo.

Grupo
Variavel GDE GDEA GC GCA P

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

Baco  35.156,25+12.661,71”W 19.557,83 +3.514,58® 29.693,08 + 17.812,12®  20.187,25 + 12.368,11"®  p¥=0,035*

Timo 30.619,92 +11.123,43  22.228,50 + 8.458,87  30.039,92 + 14.673,98 33.583,58 +12.112,14 p¥ =0,124

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (1): Através do teste F (Anova). Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas,
comprova-se diferenca significante entre os grupos correspondentes através das comparagdes pareadas de Tamhane’s T2. Area dos foliculos
expressas em pixels. GDE= Grupo dieta experimental controle; GDEA= Grupo dieta experimental e alcool; GC= Grupo dieta caseina
controle; GCA= Grupo dieta caseina e alcool.
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Legendas das figuras

Figura 1- Peso das ninhadas (21 dias) expostos a uma solucdo hidroalcodlica de aguardente de cana-
de-agucar (15% v~) associada a uma dieta experimental, segundo o grupo e o género. *= GC x GCA;
**= GCA x GDE; { = GCA x GDEA; i = GC x GDE; 1 =GC x GDEA.

Figura 2- Peso relativo do timo e do bago de ratos lactentes expostos a solu¢do hidroalcodlica
de aguardente de cana-de-acucar (15% v/v), associada a uma dieta experimental, segundo o
grupo e o género. *= Diferenca significativa (p=0,025) entre as fémeas do GDEA e GC.
GDE= Grupo dieta experimental controle; GDEA= Grupo dieta experimental e alcool; GC=
Grupo dieta caseina controle; GCA= Grupo dieta caseina e alcool.

Figura 3- Caracteres histologicos dos bacos das lactentes (fémeas) do GDEA (A) e GDE (B).
Verifica-se uma menor area dos foliculos linfoides do grupo GDEA. GDE= Grupo dieta
experimental controle; GDEA= Grupo dieta experimental e alcool.
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Artigo Il - Efeitos nutricionais e metabdlicos em lactentes expostos a ingestdo materna de
aguardente associada a uma dieta experimental: estudo em ratos.

Submetido (Anexo D), como artigo original, segundo as normas (Anexo E) da Revista

Paulista de Pediatria. Classificada como qualis nacional B4 pela Capes (ano de 2010).
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Resumo
Objetivo: Avaliar a influéncia da ingestdo de uma bebida alcodlica associada a uma dieta
experimental, sobre o estado nutricional de ratas lactantes, seu desempenho lactacional e possiveis
consequéncias sobre o crescimento e desenvolvimento de sua prole. Métodos: Setenta e dois filhotes
foram randomizados em quatro grupos (dezoito lactentes- nove machos e nove fémeas/grupo): GDE
(grupo dieta experimental controle); GDEA (grupo dieta experimental alcool); GC (grupo dieta
caseina); GCA (grupo dieta caseina alcool). Foram verificados: lactantes - peso, ingestdo hidrica e
etilica, producdo de leite; lactentes- peso, abertura dos olhos e aparecimento de pelos no tronco,
proteinas totais séricas, albumina, globulinas, alboumina/globulina, AST e ALT. Resultados: A dieta
caseina (GC e GCA) promoveu maior peso entre as lactantes, apresentando diferenca em relacdo aos
demais grupos aos 21 dias de lactacdo (p=0,038). GCA apresentou aumento na producéo de leite no 4°
dia de lactacdo, em relacdo aos demais (p=0,038). Aos 21 dias, foi detectada diferenca nos pesos das
ninhadas, segundo o grupo (p=0, 001), GCA apresentou peso superior as demais. Aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) foram mais elevadas nos animais expostos
ao alcool (p<0, 001). Foi verificada reducdo das globulinas nos animais do GCA (p=0,038).
Conclusfes: Os resultados demonstram a importancia da restricdo de bebidas alcodlicas durante a
lactacdo, principalmente a aguardente de cana-de-acUcar, o que pode comprometer o estado nutricional

e metabdlico dos lactentes, dependendo das caracteristicas das dietas associadas a esta ingestdo.

Palavras- chave: Alcool, dieta, estado nutricional, lactacdo, producéo de leite.
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Abstract
The aim of the present study was to assess the influence of alcohol intake associated to an
experimental diet on the nutritional state of lactating rats, lactation development and possible
consequences to the growth and development of the offspring. Seventy-two offspring were
randomized into four groups (9 males + 9 females in each group): experimental diet group (EDG);
alcohol + experimental diet group (AEDG); casein diet group (CDG); and alcohol + casein diet group
(ACDG). Among the lactating mothers, weight, water intake, alcohol intake and milk production were
analyzed. Among the offspring, weight, opening of eyes, appearance of hair on trunk, total serum
proteins, albumin, globulins, albumin/globulin, AST and ALT were analyzed. The casein diet (CDG
and ACDG) promoted greater weight among the mothers, with significant differences in comparison
to the other groups after 21 days of lactation (p=0.038). The ACDG exhibited an increase in milk
production beginning on Day 4 of lactation in comparison to the other groups (p=0.038). After 21
days, differences in weight were detected between the groups of offspring, with the ACDG exhibiting
the greatest weight values of all groups (p=0.001). AST and ALT were higher among the animals
exposed to alcohol (p<0.001). A reduction in globulins was detected in the ACDG (p=0.038). The
results demonstrate the importance of restricting the ingestion of alcoholic beverages during lactation,
as exposure to alcohol can compromise the nutritional and metabolic status of hewborns, depending on

the characteristics of the diet.

Keywords: Alcohol, diet, nutritional status, lactation, breast milk production
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Introducéo

O aleitamento materno representa uma das experiéncias nutricionais mais precoces do recém-
nascido (RN), dando continuidade a nutricdo iniciada na vida intrauterina. O leite materno (LM) é um
alimento nutricionalmente adequado para o RN, adaptado ao seu metabolismo, promovendo seu
crescimento e desenvolvimento. Além disso, vérios fatores bioativos estdo presentes no leite
humano, entre eles horménios e fatores de crescimento que vdo atuar sobre o crescimento, a
diferenciacdo e a maturidade funcional de Orgdos especificos, afetando varios aspectos do
desenvolvimento ®. Desta forma, o aleitamento é preconizado pela Organizagdo Mundial de Satde
(OMS), indicado como fonte alimentar exclusiva do bebé, nos seis primeiros meses de vida, e como
complemento alimentar, até os dois anos ou mais ©.

A passagem de drogas do sangue para o LM ocorre através de mecanismos que envolvem
membranas biol6gicas formadas por fosfolipidios e proteinas. O baixo peso molecular do alcool
permite que ele atinja facilmente o LM, atravessando o capilar endotelial materno e a célula alveolar
por difusdo passiva. Assim, a composi¢do da membrana exerce influéncia na velocidade da passagem
e na concentracdo do &lcool no leite humano . Embora as mulheres que amamentam evitem o uso de
drogas, o padrdo de consumo do alcool parece ndo ser alterado, devido a crenga, de que 0 mesmo €
galactogénico, ou seja, que o consumo de pequenas quantidades antes do aleitamento facilitaria a
producdo de leite nas glandulas mamérias ©. Esta pratica é incentivada entre as lactantes de varios
paises, diferindo do tipo de bebida, geralmente associada a habitos socioculturais &7 No Brasil,
também se recomenda a ingestdo de cerveja escura, que ndo passa pelo processo de filtragdo e,
portanto, contém mais proteinas e IGpulo @,

Os prejuizos nutricionais decorrentes do consumo do alcool durante a lactacdo podem ser
devidos ao efeito toxico desta droga, que passa para 0 RN através do LM. Esses efeitos podem
interferir na quantidade” e composicdo quimica do leite® , com repercussdes sobre os 6rgdos e
sistemas responsaveis pelos processos de digestdo, absorcdo e assimilagdo dos nutrientes @V | A
ingestdo de &lcool pode tanto promover a desnutrigdo como o ganho de peso, dependendo do tipo de
bebida, dos padrdes de consumo do mesmo, do valor energético dos alimentos associados a este

consumo, bem como de fatores individuais e genéticos “*2.
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Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da ingestdo de uma bebida
alcodlica associada a uma dieta experimental sobre o estado nutricional de ratas lactantes, seu

desempenho lactacional e as possiveis consequéncias sobre o crescimento e desenvolvimento de sua

prole.
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Materiais e Métodos
Animais
Foram utilizadas ratas gestantes da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus, variedade Albinus), do
Biotério de Criacdo do Departamento de Nutricio da UFPE, mantidas em condi¢fes-padrdo de
iluminagdo ¥,

O dia do nascimento foi considerado o dia 0. No dia seguinte foi realizada a sexagem e
padronizac¢do das ninhadas, com um nimero de seis filhotes / mae (trés machos e trés fémeas). Os
animais foram divididos em quatro grupos de igual nimero (trés lactantes / grupo). O total de filhotes
estudados foi de setenta e dois.

O estudo foi aprovado previamente pelo Comité de Etica de Animais Experimentais do Centro
de Ciéncias Bioldgicas, UFPE, sob o processo n° 23076.004070/2009-03.

Dietas

O estudo obedeceu a um esquema experimental, delineado em conformidade com os tipos de
dietas oferecidas e a presenca ou ndo de ingestdo da solucdo hidroalcoodlica de aguardente (40% v/v),
diluida a 15%.

A dieta caseina (17%) foi equilibrada de acordo com a AIN- 93 e representou a dieta
controle durante a lactacdo; a dieta experimental foi constituida de alimentos consumidos
frequentemente pela populacéo brasileira, principalmente na regido Nordeste.

Os alimentos constituintes da dieta experimental, assim como as bebidas alcodlicas, foram
adquiridos de uma Unica vez (mesmo lote), no comércio local. Posteriormente, foram cozidos,
desidratados e transformados em farinhas, que foram misturadas e oferecidas em forma de pellets. A
composicdo centesimal dos alimentos utilizados na dieta foi determinada no Laboratorio de
Experimentacdo e Analise de Alimentos (Leaal) do Departamento de Nutricdo/UFPE, utilizando a
metodologia do Instituto Adolfo Lutz — IAL ™, equilibrada de acordo com a AIN 1993, segundo as
recomendagdes para animais de laboratério (roedores) na lactagdo ““ e encontra-se expressa na tabela

1.
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Delineamento dos Grupos

Grupos Dieta Experimental (GDE)

GDE- Grupo dieta experimental controle: ratas lactantes ingerindo agua e dieta experimental ad
libitum;

GDEA- Grupo dieta experimental + &lcool: ratas mantidas, durante a lactacdo, com dieta experimental
e gua ad libitum e solugdo de aguardente (15% v /4), por gavagem.

Grupos Caseina (GC)

GC- Grupo Caseina Controle: ratas ingerindo agua e dieta de caseina (17%), durante a lactacdo ad
libitum;
GCA- Grupo caseina + alcool: lactantes que receberam, durante a lactacdo, caseina (17%), agua ad
libitum e solugdo de aguardente (15% v /), por gavagem.

Crescimento e desenvolvimento dos animais

O peso das lactantes foi acompanhado diariamente e o das ninhadas, de trés em trés dias, até o
21° dia do nascimento. Também foi observado o aparecimento de pelos no tronco (registrado o dia de
vida em que apareceram os pelos), a abertura dos olhos (nimero de filhotes da ninhada que abriram os
olhos no 12° dia de vida), pardmetros considerados marcadores de desenvolvimento dos animais sob
experimentacao.

IngestBes hidricas e etilicas dos animais

A solucdo hidroalcodlica de aguardente a 15% v/v foi administrada as lactantes através de
gavagem diaria (3g de etanol/Kg/dia), no horario das 08:00 as 10:00h.

Os grupos controle (caseina e dieta experimental) receberam também parte da agua consumida
diariamente, através de gavagem (mesmo volume da solugdo alcodlica), para que essas lactantes
fossem submetidas ao mesmo estresse dos demais grupos. O controle da quantidade de 4gua oferecida

ad libitum foi realizado todos os dias.
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Producéo de leite
A producéo lactea foi avaliada segundo Sampson e Jansen “®, no 4°, 8° e 12° dia de lactacdo,

através da seguinte equacao:

Producao lactea (g/filhote/dia)= 0,0332 + 0,0667 (peso inicial) + 0,877 (ganho em peso)

Ressalta-se que o ganho de peso foi calculado pela diferenca entre o peso final (apds a

mamada) e o peso inicial (antes da mamada).

Sacrificio dos animais e analises bioquimicas

Ao final do periodo experimental, os lactentes foram separados de suas maes para realizagao
do jejum (12 horas). No dia seguinte foram decapitados, para coleta das amostras de sangue utilizadas
para a avaliacdo dos parametros bioquimicos. As analises foram realizadas no Laboratério da Unidade
de Analises Clinicas do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, através de kits comerciais,
utilizando protocolos-padréo, de acordo com as instrucdes dos fabricantes.

As dosagens foram realizadas de acordo com 0s seguintes méetodos:

Proteinas totais: Determinadas pelo método de Gornall, Bardawill e David .

Albumina: Dosadas pela metodologia de ligacdo com corantes, sendo utilizado o verde de
bromocresol.
Globulinas: Dosadas através da subtracdo dos valores individuais de proteina total e albumina sérica.
AST e ALT: Determinados pela metodologia de Reitmann Frankel ®®.

Analises estatisticas

Na analise dos dados foram obtidas as médias e o desvio padrdo e utilizados os testes estatisticos:

F (Anova), com um e dois fatores e medias repetidas. No caso de diferencas entre os grupos, as
comparagOes foram realizadas pelo teste de Tukey e, no caso de incoeréncia entre os resultados,
utilizou-se o Least Significance Diference (LSD). Na ocorréncia de diferenca através do teste de
Kruskal-Wallis, foram utilizadas as comparacdes do referido teste (Conover, 231) e as comparacdes de
Bonferroni, quando houve diferencas entre os tempos de avaliagao.

O nivel de significancia foi de 5,0%. Os dados foram analisados pelo software SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences), na verséo 15.
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Resultados

Na tabela 2 verifica-se que, em relacdo ao peso das lactantes, s6 houve diferenca entre os
grupos ao final do periodo experimental (p=0,038), quando as lactantes dos grupos caseinas (GC e
GCA) apresentaram peso corporal superior aquelas da dieta experimental (GDE e GDEA).

Quanto a ingestdo hidrica materna, os dados demonstram (Tabela 3) que ndo houve diferenca
deste parametro em nenhuma das avaliagdes (total, semanal e entre os grupos).

No que concerne a producdo de leite (Figura 1), foi constata diferenca entre os grupos, no 4°
dia de lactacdo (p=0,038), sendo a média do GCA superior aos demais (1,01 + 0,28).

Na analise da quantidade de leite produzida (4°, 8° e 12° dia) observou-se uma producédo
crescente entre os grupos GDE, GC, GCA (p< 0, 001). No GDEA a quantidade de leite s6 aumentou
do 4° para o 8° dia (p<0,001), porém ndo diferiu do 8° para 0 12° dia de lactac&o.

Ao final do periodo experimental, foi detectada diferenca nos pesos das ninhadas segundo o
grupo (p=0, 001). A ninhada do GCA apresentou peso superior as demais (270,07 £ 6,88), inclusive ao
seu controle (GC=250,57 + 6,87). As ninhadas do GC apresentaram peso superior aos animais que
ingeriram a dieta experimental (GDE= 211,87 + 11,71 e GDEA=195,51 + 40,80). N&o foi observada
diferenca entre GDE e GDEA (Figura 2).

Na avaliacdo do ganho em peso das ninhadas entre as semanas, péde ser verificado que, naquelas do
GDE (controle e alcool), a diferenca no ganho de peso ocorreu apenas da 1% para a 22 semana (GDE-p=0,001;
GDEA-p=0,013). Entretanto, nos grupos que receberam a dieta caseina observou-se diferenca no ganho em
peso da 12 para a 2% semana e desta para a ultima (p<0, 001).

Quando foi avaliado o ganho em peso ao final do periodo, constatou-se diferenca entre 0s grupos
(caseina e dieta experimental), porém as ninhadas expostas ao alcool ndo diferiram de seus controles (p=0,
003).

No que diz respeito aos marcadores de desenvolvimento nos lactentes (Tabela 4), ndo foi evidenciada
diferenca em nenhum dos parametros.

Os parametros bioquimicos avaliados estdo apresentados na tabela 5, verificando-se diferenca entre os

grupos, no que diz respeito as transaminases hepaticas (AST e ALT). Pode ser observado que 0s animais



83

expostos ao alcool (GDEA e GCA) apresentaram médias maiores dessas variaveis em relacdo aos grupos
controles.
Quanto as proteinas plasmaticas, a Unica alteragdo verificada foi a reducdo das globulinas nos animais

do GCA (p=0,038).
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Discusséo

Circunstancialmente, o LM pode servir como veiculo para substancias nocivas, como o alcool,
que podem causar prejuizos para a satide da crianca e da nutriz 9.

No presente trabalho foram verificadas algumas alteragdes no estado nutricional materno e de
seus descendentes. Azara et al. ©, estudando os efeitos da ingestdo de uma dieta liquida com etanol
(Lieber-de-Carli) %, ad libitum,, por ratas lactantes (14 dias), sobre a composicdo do seu leite,
verificaram ganho de peso, nas lactantes expostas ao alcool, em relacdo ao seu pair-fed. Entretanto,
trabalho recente constatou resultados diferentes, utilizando solucdo de etanol (20%v/v), associado a
dieta caseina (AIN-93), durante a gestacdo e lactacdo. As lactantes expostas ao etanol apresentaram
reducdo significativa em relacdo aos demais grupos (pair-fed e controle). Na analise do peso ao nascer
ndo foi verificada diferenca entre os lactentes dos diversos grupos, o que ndo ocorreu ao final da
lactacdo, em que os animais dos grupos pair-fed e alcool tiveram seus pesos diminuidos, sendo
exacerbado este efeito no grupo etanol %,

Os achados dos trabalhos citados divergiram dos aqui apresentados, provavelmente devido aos
diferentes desenhos experimentais, visto que na presente pesquisa 0 peso das maes expostas ao alcool
ndo diferiu do seu grupo controle, em nenhum momento do periodo experimental. As lactantes que
receberam a dieta caseina (controle e alcool) tiveram peso superior, como também apresentaram uma
perda de peso inferior aos animais que receberam a dieta experimental, apesar de ndo ter sido
confirmada diferenca entre os grupos (Tabela 2). Vale salientar que os resultados em pesquisas que
avaliam as repercussdes do uso do alcool na lactacdo sdo controversos e variam conforme forma de
exposi¢do (aguda ou crénica), o percentual de etanol e a forma de administragdo das bebidas. Portanto,
essas diferencas podem interferir na contribui¢do calorica do alcool, promovendo ou ndo o ganho de
peso nos animais.

Ainda h& controvérsias sobre a utilizagdo das calorias do etanol, a depender da ingestdo aguda
ou cronica desta droga. “**). Qutro fator que pode contribuir para as diferencas na utilizagdo dessas
calorias é a relagdo entre o estado nutricional e a concentragdo alcodlica das bebidas. A literatura
mostra que, em ratas bem nutridas, as bebidas com menores concentraces alcoolicas promovem

ganho de peso. No entanto, na ingestdo de solucBes com concentragdes a partir de 20% v/v, esses
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animais comegam a perder peso de forma gradual, a medida que as concentragdes vao aumentando. Os
autores atribuem esta perda de peso a uma maior desidratagdo, quando expostos a uma Unica fonte de
liquidos contendo etanol e sua conhecida acdo anoréxica (12), além da toxidade dos metabdlitos, no
consumo de solucdes mais concentradas, o que pode prejudicar érgdos do sistema digestorio,

envolvidos na digestdo e utilizagdo dos nutrientes da dieta fato, ja4 constatado em outros trabalhos ®°

11,22).

Deste modo, parece que o periodo de exposi¢do do atual estudo (lactagdo), a forma de
administracdo da droga (gavagem) e a diferenca na composicdo (fontes alimentares) das dietas
justificam as diferencas encontradas entre o peso corporal das lactantes. Na analise das dietas
ofertadas, pode ser observado que as mesmas possuem o mesmo valor calérico, no entanto diferem na
qualidade dos carboidratos e gorduras ® 2% Vale salientar que os carboidratos que compdem a dieta
caseina favorecem uma maior carga glicémica . Sabe-se que a quantidade de carboidrato das dietas
e o indice glicémico dos alimentos envolvidos, interferem na carga glicémica das refeicdes, o que
pode proporcionar um maior ganho em peso em humanos e animais *2”. Assim, estes fatores podem
ter promovido um maior peso nas lactantes que receberam a dieta caseina. E importante destacar que a
bebida utilizada é também rica em acglcares, o que pode ter contribuido para 0 aumento de peso nos
animais. Ressalta-se ainda que o alcool per se ndo causou desidratacdo nas lactantes, o que poderia ter
interferido também no peso dos animais 2.

No que concerne a producdo de leite e sua repercussdo no peso das ninhadas, o alcool
proporcionou um aumento apenas no 4° dia de lactacdo no GCA, o que parece ndo ter se refletido no
ganho de peso dos lactentes neste periodo (primeiros sete dias). Porém, é importante reforcar que, no
GCA, as ninhadas apresentaram um peso superior as demais, ao final do periodo experimental (21
dias), embora ndo tenha sido observada interferéncia na producdo de leite nos demais dias. N&o
obstante, Azara et al. © detectou uma menor quantidade de leite nos animais expostos a dieta Lieber de
Carli, durante a lactagdo por 14 dias, porém so foi registrado reducéo a partir do 10° dia, no entanto, s6
houve diminuicdo no peso dos lactentes ao final do periodo experimental “®. Outro estudo, avaliando
o efeito da ingestdo crénica de uma solucéo de etanol (20% v/v) durante a gestagdo ou lactagdo, sobre

a absorcdo e excrecdo de zinco em filhotes, encontrou reducdo na producéo de leite nos animais, ao
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final do periodo estudado (21 dias), sendo esta mais pronunciada quando o etanol foi ingerido na
lactacéo, o que refletiu no peso dos lactentes 2.

As divergéncias entre os achados da presente pesquisa e das anteriormente citadas podem ser
atribuidas as diferentes técnicas utilizadas na avaliacdo da producéo de leite e/ou ao tipo de exposicdo
a droga, como também a diferenca entre as concentragbes alcodlicas, o que pode ter refletido
diferentemente no peso dos lactentes. Ainda é importante destacar sobre a composicao das dietas e da
bebida alcoolica, o que provavelmente pode ter modificado a composi¢ao dos nutrientes do leite, o que
também ja foi evidenciado ©?.

Na avaliagdo dos marcadores de desenvolvimento nos lactentes, ndo foi detectada diferenca
nos parametros estudados, embora tenha sido observado um retardo no aparecimento de pelos dos
animais expostos ao alcool. Entretanto, Burgos et al. ® verificaram atraso significativo do dia de
aparecimento de pelos (8° dia) do grupo tratado com cerveja de forma continua, em relacdo aos demais
grupos. Recente trabalho, também verificou que animais expostos ao etanol (44% das calorias
advindas do etanol) durante a gestacdo, ndo apresentaram diferenca no tempo da abertura dos olhos em
comparacdo ao seu controle nos dias de avaliacdo (122 ao 15° dia de lactacdo) ©%. Acredita-se que as
diferencas encontradas para as referidas variaveis se devem ao tipo de exposicdo & droga, que, quando
ininterrupta, provavelmente promove uma maior e constante alcoolemia e pode afetar de forma mais
intensa alguns parametros ©%.

Os principais exames laboratoriais indicados para investigar a injdria hepatica sdo o aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gamaglutamiltransferase (GGT), albumina
sérica, dentre outros ©?.

Nos nossos resultados, embora tenha havido um aumento na AST e ALT, ndo houve grandes
alteracdes na sintese das proteinas plasmaticas, com excecdo das globulinas. Vale salientar que esta

proteina tem grande participacdo no transporte de Vvérias substancias, principalmente os anticorpos ©2.

Oyama et al. ©¥

, estudando os efeitos de uma exposigdo alcoolica com diferentes
concentragdes (5%, 10% ou 20%), até o 12° dia de lactacdo, verificaram diminuicdo das proteinas

totais nos lactentes expostos a solu¢do a 20%. No entanto, Burgos et al. @9 ndo constatou alteracéo
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nas proteinas séricas analisadas (proteinas totais e albumina), em animais expostos a bebidas
alcoolicas a 5 % (cerveja e etanol P.A).

Portanto, os resultados do presente trabalho demonstram que a ingestdo da bebida
proporcionou injuria hepatica; no entanto, este comprometimento ndo foi suficiente para alterar a
sintese de todas as proteinas em estudo, provavelmente pelo modelo experimental utilizado, que difere
de outros utilizados na literatura. Considera-se importante, entretanto, a avaliagdo de outros
parametros bioquimicos e morfolégicos do comprometimento hepatico, para que sejam comprovadas
tais suposicgoes.

Diante dos resultados apresentados, considera-se importante a restricdo de bebidas alcodlicas
durante a lactacdo, principalmente a aguardente de cana-de-aglicar, vez que sua ingestdo pode
comprometer o estado nutricional e metabdlico dos lactentes, dependendo das caracteristicas das

dietas associadas.
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Tabela 1- Composicéo das dietas oferecidas durante a lactacéo (g/100)

Ingredientes

AIN-93G (g/100) *

Dieta experimental (g/100)**

Amido de milho

Caseina (proteina >85%)

Amido dextrinizado(90-94%

de sacarideos)

Sacarose

Oleo de soja’

Celulose

Feijao’

Farinha de mandioca*

Frango*

Arroz

Mix de mineral (AIN-93G)

Mix de vitaminas (AIN-93G)

L-metionina

Bitartarato de colina (41,1%

de colina)

39,7

20,0

13,2

10,0

7,0

50

3,5

1,0

0,3

0,25

6,0

15

25,0

37,5

12,0

15,00

17

1,0

0,25
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Continuacéo tabela 1

TBHQ, MG 0,0014 ;
Total (9) 100 100
Kcal/100g 3,8 3,8
Proteinas (g) 17,8 17,9
Carboidratos () 64,4 61,0
Lipidios (g) 7,0 7,0
Acidos graxos saturados (g) ™' 10,8 16,7
Acidos graxos polinsaturados (g)" 40,5 60,9

Acidos graxos monoinsaturados (g)

1

16,3 24,6
Carboidratos complexos*

360,1 140,5
Carboidratos simples *

236,1 121,5
Carga
Glicémica

53,1 31,0

* Fonte: Reeves et al (adaptado) “?; ™ Mistura baseada na ingestdo alimentar da populacdo do
Nordeste brasileiro, composta por: feijdo carioquinha (Phaseolus vulgaris L), arroz polido (Oriza

sativa L.), farinha de mandioca (Manihot esculenta crantz), frango de granja (Gallus galinaceo) e
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6leo de soja. O feijdo, o arroz e o frango foram cozidos em agua, separadamente, durante duas horas,
posteriormente dessecados em estufa (60°C), por 12h, e pulverizados em moinho (Floor Grind — Chuo
Boeki Kaisha), para obtengdo das respectivas farinhas. $Obtido no comércio local. *Determinacdes
realizadas no Laboratdrio de Experimentacdo e Analise de Alimentos - UFPE, segundo a metodologia
do Instituto Adolfo Lutz (**. "Teor de 4cidos graxos dos alimentos, obtido a partir da Tabela brasileira
de composicdo de alimentos *® **Quantidade de carboidratos simples e complexos (Fonte: Fundac&o

IBGE-Endef, 1996) ®. TBHQ= antioxidante. - Carga glicémica calculada segundo Galgani et al. ®.
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Tabela 2 — Peso das lactantes expostas a solu¢do hidroalcodlica de aguardente de cana-de-agUcar

(15% wA), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo.

Grupos

Dias GDE GDEA GC GCA Valor de p

Média + DP®  Média + DP®Y  Média + DP¥  Média + DPW

1 261,07 +577 27157+39,01 27420+10,15 29467+1841 p) =0,243
7 260,82+ 16,76 271,90+42,31 272,96+ 14,20 29518+3491  p{™ =0,599
14 247,10+ 13,03 257,57 +34,17 27502+1821 29490+3440 p™=0,218

282,44 + 16,76

21 233,90 + 9,53 ™ 240,27 + 22,60 @ 289,37 £32,27®  p™ =0,038*
(B)

Valordep p®=0,169 p =0,116 p™ =0,277 p™ = 0,604

Perda de

35,77 +21,68 32,10+20,15  18,73+6,12  12,93+10,51 p™ = 0,430
peso

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (i): DP = Desvio padrédo. (**): Através do teste

Kruskal Wallis. (1): Através do teste F(Anova) para medidas repetidas. Obs.: Se todas as letras
entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenca significativa entre 0s grupos
correspondentes através do referido teste. GDE= Grupo dieta experimental controle; GDEA=
Grupo dieta experimental alcool; GC= Grupo dieta caseina controle; GCA= Grupo dieta caseina

e alcool. Peso em gramas (Q).
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Tabela 3 — Marcadores de desenvolvimento de lactentes expostos a solucdo hidroalcodlica de

aguardente de cana-de-ac¢ucar (15% vw#), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo.

Grupos

Variavel GDE GDEA GC GCA Valor de p

Média + DP® Meédia + DP¥ Média + DP® Média + DPW¥

Dia de aparecimento

*) =
dos pelos no tronco 4,33+1,53 5,00+1,73 6,00 + 2,65 700+436 p'’=0,700

NUmero de animais

* =
com olhos abertos no 1,00 £ 1,00 0,33+0,58 1,00+£1,73 p*’'=0,871

12° dia

(i): DP = Desvio padréo. (*): Através do teste Kruskal Wallis. GDE= Grupo dieta experimental

controle; GDEA= Grupo dieta experimental alcool; GC= Grupo dieta caseina controle; GCA=

Grupo dieta caseina alcool.
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Tabela 4 — Variaveis bioquimicas de lactentes expostos a solucdo hidroalcodlica de aguardente de

cana-de-acicar (15% v4), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo e o género.

Grupos
Variaveis Sexo GDE GDEA GC GCA Valor de p
Média+DP  Média+DP  Média+DP  Meédia + DP
A (B) (AB) ®)

AST M 35,22 +21,60 5389+730  4578+435 5422+1143 p¥<0,001*
F 40,89 +24,29 61,89+12,99 5411+478 56,00+11,03 p?=0,077
A) (B) (AB) (B) p(3) =0,890
ALT M 37,44+2214 5589+6,68  48,00+453 56,67+11,09 p¥<0,001*
F 42,78 +24,65 64,00+1298 5524+570 5833+1089  p®=0,099
p® = 0,907

@ —
ASTIALT M 0,91 0,07 0,95 + 0,02 0,97 £ 0,05 0,85+ 0,30 p® =0,199
F 0,93 0,05 0,96 + 0,02 1,00 £0,05 0,97 +0,04 p® =0,105
p® = 0,467

@ —
PTN-Totais M 4,93 +0,54 4,90 +0,89 4,84 0,82 4,69 0,59 p® =0,187
F 5,22 +0,75 4,87 +0,76 4,53 +0,86 4,43+0,72 p® =0,655
p®=0,616

1) —
Albuming M 2,72 +0,66 2,63+0,93 2,69 +0,72 2,58 + 0,66 p® = 0,657
F 3,02 +0,84 2,67+0,85 2,78 0,74 2,54 + 0,65 p® = 0,591
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Continuacéo

tabela 4 09 = 0,023
A A (AB) (B)

1) —
Globulina M 2,21 +0,26 2,39 +0,43 2,11+0,61 2,09 +0,26 p® = 0,038*
F 2,31+0,31 2,20 +0,24 2,01 +0,43 1,89 £ 0,23 p®? = 0,266
p® = 0,590

1) —
Albumina/ M 1,38 £0,34 1,49 £0,35 1,59 + 0,40 1,50 £ 0,39 p¥ = 0,510
Globulina  F 1,53 0,37 1,73+0,32 1,61 +0,35 1,50 + 0,41 p®@ = 0,240
p® =0,731

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.p™: Através do teste F (Anova) para comparacao
entre os grupos. p?: Através do teste F (Anova) para comparacdo entre os sexos. p®: Através do
teste F (Anova) para a hipdtese de interacdo sexo e grupo. Obs.: Se todas as letras maiusculas
entre parénteses sdo distintas comprova-se diferenca significante entre o0s grupos
correspondentes através das comparacdes pareadas de Tukey. PTN= Proteina; AST= aspartato
amino transferase; ALT= alanina amino transferase; GDE= Grupo dieta experimental controle;
GDEA-= Grupo dieta experimental alcool; GC= Grupo dieta caseina controle; GCA= Grupo dieta

caseina alcool; M= machos; F=fémeas.
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Tabela 5 - Ingestdo de &gua semanal das lactantes expostas a solucdo hidroalcodlica de

aguardente de cana-de-acUcar (15% vA), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo.

Grupo
Dias GDE GDEA GC GCA Valor de p
Média £ DPY  Média + DPY’  Média + DPY  Média + DPY
1 29,53 1,99 24,67 £2,31 39,80 £13,78  25,33+1823 p@¥=0,151
7 3530+343  2957+582®W 3367251 37,6799 p@=0,392
14 40,40 +1,84 3381+615%P  4151+7.27 37,95+270 p®=0,306
21 51,93+7,64 4576+1045® 50,43 +2,00 53,38+571 p®=0,622
Valor de p p® = 0,063 p® =0,033* p® =0,098 p® =0,177
Consumo de
H,0 no 896,17 + 77,49 764,50 + 189,43 847,07+ 18,25 860,60+ 128,86 p@® =0,824
periodo

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (*): DP = Desvio padrdo. (2): Através do teste Kruskal
Wallis. (3): Através do teste F(Anova) para medidas repetidas. Obs.: Se todas as letras entre parénteses
sdo distintas comprova-se diferenca significativa entre as semanas correspondentes através das
comparagdes pareadas de Bonferroni. H,O= agua; GDE= Grupo dieta experimental controle; GDEA=

Grupo dieta experimental alcool; GC= Grupo dieta caseina controle; GCA= Grupo dieta caseina alcool.
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LEGENDA DAS FIGURAS:

Figura 1- Producdo de leite das ratas lactantes expostas a uma solucéo hidroalcoolica de aguardente de cana-de-
acucar (15% v/v), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo. A- Producédo no 4° dia de lactagdo; B-
Producédo no 8° dia; C- Producdo no 12° dia. (*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. GDE= Grupo dieta
experimental controle; GDEA= Grupo dieta experimental e alcool; GC= Grupo dieta caseina controle; GCA=

Grupo dieta caseina e alcool.

Figura 2- Curva de peso das ninhadas expostas a solucdo hidroalcodlica de aguardente de cana-de-aglcar (15%
VvA), associada a uma dieta experimental, segundo o grupo e as semanas de avaliagdo. GDE= Grupo dieta
experimental controle; GDEA= Grupo dieta experimental e alcool; GC= Grupo dieta caseina controle; GCA=
Grupo dieta caseina e alcool. *= GCA x GC; **= GCA x GDE; { = GCA x GDEA; T = GC x GDE; {1=GC x

GDEA.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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Os dados coletados no trabalho, através de analises e inferéncias, permitem algumas

consideragdes finais sobre o tema estudado:

Embora as mulheres que amamentam geralmente evitem o uso de drogas, o padréo de
consumo parece ndo ser alterado entre as alcoolistas, devido a crenca de que o alcool é
galactogénico. Esta pratica deve ser desencorajada pelos profissionais de salde,
particulamente o nutricionista, desde o pré-natal;

Por ser uma droga complexa, o alcool exerce inUmeros efeitos sobre diversos 6rgéos e
sistemas, especialmente em estagios da vida da mulher como a lacta¢do, quando pode
trazer prejuizos a sua saude e de seus descendentes;

Entre os varios 6rgaos e sistemas cuja salude e funcionamento podem ser prejudicados
pelo uso do alcool destaca-se o trato gastrointestinal, em particular o figado, que é
atingido em maior intensidade pelo alcool, por ser responsavel pela desintoxicacdo desta
droga no organismo. Dessa forma, as reagcbes metabdlicas que acontecem neste Orgao,
bem como a sintese de substancias com varias acOes fisiologicas, como as proteinas
plasmaticas, sofrem alteracdes importantes que podem comprometer o estado nutricional e
a saude geral do individuo;

Pbde ser observado também, no presente trabalho que os parametros imunoldgicos
avaliados dos lactentes foram largamente prejudicados pela ingestdo do alcool durante a
lactacdo, de forma diferenciada entre os géneros, demontrando que este consumo pode
repercutir negativamente sobre a sua imunocompeténcia;

Ressalta-se que a dieta caseina, embora seja considerada padrdo-ouro, em termos
nutricionais, para pesquisas com animais, exacerbou os efeitos deletérios do alcool sobre
alguns parametros imunoldgicos. Portanto, sdo necessarios mais estudos para verificar se
este tipo de dieta € a mais adequada nesses modelos experimentais;

Em sintese, a ingestdo de solucdo de aguardente de cana- de -acUcar, associada a uma
dieta representativa do Nordeste brasileiro, mesmo em um modelo experimental de
exposi¢cdo aguda, provocou danos, sob varios aspectos, a salde materna e neonatal, que
variaram de acordo com o género;

Extrapolando os nossos resultados para o humano, torna-se importante uma adequada
orientacdo nutricional &s lactantes, no que diz respeito a quantidade, mas principalmente a
qualidade das dietas associadas ou ndo ao consumo de bebidas alcodlicas, na prevencéo de

doencas em seus filhos, como a obesidade e suas implicaces, como também a deficiéncia



104

na imunocompeténcia dos mesmos, 0 que ja é constatado devido & imaturidade do sistema

imune neste estagio de vida.
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6. PERSPECTIVAS
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Os dados sugerem que um modelo experimental como o utilizado neste trabalho
fornece informacdes valiosas para o planejamento e implementacdo de programas de
intervencdo ao etilismo entre as mulheres, especificamente nas campanhas sobre o

aleitamento materno no Brasil, particularmente na Regido Nordeste.
Assim, sugerimos, como perspectivas para estudos futuros:
e Avaliar a ingestdo crbnica desta bebida associada a dieta experimental, sobre 0s

mesmos parametros estudados neste trabalho;

e Verificar as alteragdes dos macro e micronutrientes no leite das ratas expostas a este

modelo experimental;

e Observar, a longo prazo, os efeitos nutricionais e a resposta imune desses lactentes,

quando expostos a agentes patogénicos;

e Investigar os efeitos nutricionais, metabolicos e imunologicos de outros tipos de

bebidas alcodlicas, associadas a dieta experimental, em varios estagios de vida;

e Analisar o impacto desta bebida quando associada a dietas com diferentes valores

caldricos, bem como a distribuicdo dos nutrientes sobre a satde dos animais;

e Identificar os efeitos desta ingestdo sobre outros 6rgaos e tecidos;

e Detectar 0s niveis de estresse oxidativo em animais expostos a ingestdo de bebidas

alcodlicas associadas a diferentes dietas.
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programming. Proceedings of the 5th European Conference on Genetic Programming; 2002
Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. p. 182-91.
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usando linhas e colunas — n&o separar colunas como marcas de tabulagdo. N&o importar
tabelas do Excel ou do Powerpoint.

Graéficos:

Numerar os graficos de acordo com a ordem de aparecimento no texto e colocar um titulo
abaixo do mesmo. Os graficos devem ser sempre em duas dimensdes, em branco/preto (ndo
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obrigatodria carta de consentimento assinada pelo individuo fotografado ou de seu
responsavel, liberando a divulgacdo do material. Imagens geradas em computador devem
ser anexadas nos formatos .jpg, .gif ou .tif, com resolucdo minima de 300 dpi, em
arquivo separado (ndo importar para o texto). Pode-se também enviar a figura em papel e,
nesse caso, a Revista Paulista de Pediatria ndo se responsabiliza pelo eventual extravio,
devendo o autor manter em seu arquivo o original da figura. A Revista Paulista de Pediatria
ndo aceita figuras escaneadas.

SUBMISSAO ON LINE i )
SO SERAO ACEITAS SUBMISSOES DE ARTIGOS ATRAVES DO SISTEMA ON
LINE

Para submissao acessar link abaixo e seguir passos do processo:
http://submission.scielo.br/index.php/rpp/index

1. Fazer o cadastro no sistema http://submission.scielo.br/index.php/rpp/index, clicar em
Cadastro (Register).

2. Preenchimento do perfil: preencher perfil com informac6es gerais e institucionais. No
final do cadastro sera aberta pagina principal de submissdo. Caso queira submeter o
artigo posteriormente, é possivel entrar no sistema a qualquer momento com o seu
login e senha cadastrados.

3. Passos de submisséo:

a. O autor deve clicar em todos os itens que descrevem as condi¢c6es da revista
para as submissdes de artigos, bem como de direitos autorais, escolha da secao
do periodico e carta de apresentacdo aos editores. Somente apds o preenchimento
de todos os campos serd possivel seguir com a submissdo. Clicar em “Salvar e
continuar”.

b. Nesta etapa, serdo cadastros os dados do autor principal e co-autores, sendo
possivel a escolha do autor de correspondéncia. Também nessa etapa sao
cadastradas informacdes de titulo, resumo e palavras-chave (indexacédo). Apés o
preenchimento de todos os campos, clicar em “Salvar e continuar”.

C. Transferéncia do arquivo para submissdo. O autor deve selecionar o arquivo
por meio do browse e clicar em transferir. Apos a transferéncia, clicar em “Salvar
e continuar”.
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d.  Transferéncia de Documentos Suplementares: Os documentos suplementares
s80 0s anexos, imagens, tabelas, figuras e gréficos que fazem parte da submissao
e que serdo apresentados juntamente com o artigo para o editor. O autor pode
anexar qualquer quantidade de arquivos. Apos a transferéncia dos arquivos,
salvar e continuar. Logo em seguida o sistema disponibiliza uma tela de
preenchimento de metadados do arquivo transferido. Neste item, preencher os
titulos, palavras-chaves e descricdo geral do documento. Os metadados devem
ser preenchidos individualmente para cada documento transferido. Neste
momento também é possivel substituir artigos suplementares enviados
anteriormente. Este processo pode ser repetido de acordo com a quantidade de
arquivos suplementares que o autor deseja submeter. Depois de finalizado o
processo, clicar em “Salvar e continuar”, com limite de 4 MB.

e. Confirmar a submisséo: o autor deve verificar 0s arquivos e clicar em
“Concluir Submissdao”. Nesta etapa o autor tem acesso a suas submissdes ativas
dentro do sistema, bem como ao andamento delas dentro do periddico escolhido.

f. Submissdo de artigos: apds realizacdo do cadastro como autor no sistema,
sempre que quiser acessar 0 processo para uma nova submisséo, basta acessar a
pagina e inserir login e senha.
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