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RESUMO   

Foram realizados dois estudos para avaliar os efeitos do consumo materno de etanol 

sobre os condrócitos da cartilagem articular e na diferenciação osteogênica das células 

tronco mesenquimais da medula óssea (CTM-MO) da prole. Foram utilizadas 13 ratas 

Wistar adultas distribuídas em dois grupos experimentais, grupo controle e o grupo 

tratado com etanol. As ratas do grupo etanol e controle, receberam por gavagem diária, 

a partir do nono dia de gestação, solução alcoólica 40% e água destilada, 

respectivamente até o trigésimo dia de lactação. No dia do parto, foram eutanasiados 

quatro neonatos por fêmea e, aos 30 dias de lactação, três filhotes por fêmea. O primeiro 

estudo avaliou, in vitro, o efeito do consumo materno de etanol sobre os condrócitos da 

cartilagem articular. Os condrócitos foram extraídos das cartilagens articulares e 

cultivados em meio condrogênico por sete, 14 e 21 dias. Foram realizados os testes de 

conversão do MTT, atividade de fosfatase alcalina, porcentagem de células por campo e 

porcentagem de áreas PAS+ em cultura 3D. Aos 21 dias, foi realizada a  quantificação 

dos transcritos gênicos para agrecano, Sox-9, colágeno tipo II, colágeno X, Runx-2 e 

VEGF pelo RT-PCR em tempo real. O segundo estudo avaliou o efeito do consumo 

materno de etanol durante a gestação e lactação sobre a diferenciação osteogênica 

CTM-MO dos filhotes ao desmame. As CTM-MO foram extraídas dos membros 

pélvicos e cultivadas em meio osteogênico por sete, 14 e 21 dias. Foram realizados os 

testes de conversão do MTT, atividade de fosfatase alcalina e porcentagem de células 

por campo. Aos 21 dias, foram realizados a quantificação do tamanho médio dos 

nódulos mineralizados e a quantificação dos transcritos gênicos para osteopontina, 

osteocalcina, BMP-2, Runx-2 e colágeno tipo I por RT-PCR em tempo real. As médias 

foram comparadas pelo teste t de student e as diferenças foram consideradas 

significativas se p<0,05. Os neonatos das mães que receberam etanol foram menos 

pesados quando comparados aos neonatos controle. A cultura dos condrócitos do grupo 

etanol apresentou maior conversão de MTT, maior atividade de fosfatase alcalina e 

maior porcentagem de células relação ao grupo controle em todos os períodos. Não 

houve diferença entre ambos os grupos na porcentagem de áreas PAS+ em cultura 3D. 

Houve maior expressão de colágeno tipo II e menor expressão de Sox-9 no grupo etanol 
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em relação ao grupo controle. O peso dos filhotes, ao desmame, das mães que 

receberam etanol foi significativamente menor quando comparado ao controle. As 

CTM-MO do grupo etanol apresentaram menor conversão de MTT aos sete dias de 

diferenciação osteogênica porém maior atividade de fosfatase alcalina, maior 

porcentagem de células, maior tamanho médio dos nódulos mineralizados bem como 

maior expressão de BMP-2, osteopontina e osteocalcina. Conclui-se que o consumo 

materno de etanol durante a gestação e lactação altera, in vitro,  o fenótipo e a atividade 

de síntese dos condrócitos dos neonatos bem como aumenta a diferenciação osteogênica 

das CTM-MO da prole ao desmame. 

Palavras chave: álcool, cartilagem, células tronco, cultura celular, diferenciação 

osteogênica 
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ABSTRACT 

Two studies were performed to evaluate the effects of maternal ethanol consumption on 

articular cartilage chondrocytes and on osteogenic differentiation of offspring bone 

marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs). Thirteen adult female Wistar rats were 

divided into two experimental groups, the control group and the ethanol-treated group. 

The rats of the ethanol and control group received by daily gavage, from the ninth day 

of gestation, 40% alcohol solution and distilled water, respectively until the thirtieth day 

of lactation. On the day of delivery, four newborns were euthanized per female and, at 

30 days of lactation, three pups per female. The first study evaluated in vitro the effect 

of maternal ethanol consumption on articular cartilage chondrocytes. Chondrocytes 

were extracted from articular cartilage and cultivated in chondrogenic medium for 

seven, 14 and 21 days. MTT conversion tests, alkaline phosphatase activity, percentage 

of cells per field and percentage of PAS+ areas in 3D culture were performed. At 21 

days, the quantification of gene transcripts for agrecan, Sox-9, collagen type II, collagen 

X, Runx-2 and VEGF was performed by real-time RT-PCR. The second study 

evaluated the effect of maternal ethanol consumption during pregnancy and lactation on 

BMMSCs osteogenic differentiation of pups at weaning. The BMMSCs were extracted 

from the pelvic limbs and cultured in osteogenic medium for seven, 14 and 21 days. 

MTT conversion, alkaline phosphatase activity and cell percentage per field tests were 

performed. At 21 days, the average size of the mineralized nodules was quantified and 

the gene transcripts were quantified for osteopontin, osteocalcin, BMP-2, Runx-2 and 

collagen I by real-time RT-PCR. Means were compared by Student's t-test and 

differences were considered significant if p <0.05. Neonates of mothers receiving 

ethanol were less heavy when compared to control neonates. The chondrocyte culture of 

the ethanol group showed higher MTT conversion, higher alkaline phosphatase activity 

and higher percentage of cells compared to the control group in all periods. There was 

no difference between both groups in the percentage of PAS+ areas in 3D culture. There 

was higher expression of collagen type II and lower expression of Sox-9 in the ethanol 

group compared to the control group. The weight of pups at weaning of mothers 

receiving ethanol was significantly lower when compared to control. BMMSCs ethanol 

group showed lower MTT conversion after seven days of osteogenic differentiation but 
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higher alkaline phosphatase activity, increased percentage of cells larger average size of 

mineralized nodules as well as increased expression of BMP-2, osteopontin and 

osteocalcin. In conclusion, maternal ethanol consumption during pregnancy and 

lactation alters, in vitro, the phenotype and chondrocyte synthesis activity of neonates, 

as well as increases the osteogenic differentiation of BMMSCs from weaning offspring 

 

Keywords: alcohol, cartilage, stem cells, cell culture, osteogenic differentiation 
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INTRODUÇÃO 

O consumo de bebidas alcóolicas durante a gestação está associado a distúrbios do 

desenvolvimento físico da prole, bem como deficiências cognitivas e de aprendizado 

englobadas na Síndrome Alcóolica Fetal (SAF) ou Espectro das desordens fetais 

alcóolicas (FASD). Apesar dos riscos, a ingestão de etanol por mulheres gestantes é 

bastante comum (Dörrie et al., 2014). Esses efeitos deletérios surgem porque o etanol 

ingerido pela gestante atravessa a barreira placentária expondo o feto à mesma 

concentração alcólica que a mãe, porém com maiores dificuldades de metabolização e 

eliminação, uma vez que o metabolismo fetal é significativamente mais lento (Kaup et 

al., 2001). 

Sabe-se que as consequências do consumo materno de etanol para a prole são diferentes 

conforme o período gestacional em que ocorre a ingestão. Quando o consumo ocorre 

nos primeiros três meses, geralmente são observadas anomalias neurológicas e mal-

formações congênitas cardiovasculares. Quando o período é o segundo trimestre, 

aumentam os riscos de abortamento. Já o consumo no terceiro trimestre está associado 

ao baixo crescimento fetal e redução do perímetro cranial (Kaup et al., 2001). Os efeitos 

tóxicos do etanol podem continuar no período pós-natal, por meio da lactação, uma vez 

que o etanol também pode está presente no leite materno em concentrações semelhantes 

às do sangue (Messias et al., 2006). Sabe-se que filhos de mães que consumiram etanol 

durante a lactação, o retardo do crescimento ósseo se manteve ao longo da vida, sendo 

observado nas crianças e adolescentes pelo menos até os 14 anos de idade (Day et al., 

2002). Apesar dos efeitos conhecidos, os mecanismos pelos quais a exposição pré e pós-

natal ao etanol causam as alterações esqueléticas como redução do perímetro cranial, 

baixo crescimento fetal e pós natal são pouco conhecidos. Nossa hipótese é que essa 

substância compromete tanto a formação quanto o crescimento ósseos endocondrais. 

O desenvolvimento ósseo é um processo complexo e que depende de inúmeros fatores. 

Dois processos estão envolvidos na formação e crescimento do esqueleto são eles a 

ossificação (formação) endocondral e o crescimento endocondral (Degnin et al., 2010).  

A ossificação ou formação óssea endocondral é o processo de formação intra-uterina da 

maioria dos ossos do esqueleto, incluindo dos ossos longos, que se dá a partir de um 
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molde cartilaginoso. Os condrócitos hipertróficos do centro desse molde induzem a 

invasão vascular por meio da síntese de fatores de crescimento, dentre eles o fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF) e direcionam a diferenciação das células do 

pericôndrio em osteoblastos, que secretam matriz óssea por sobre o molde cartilaginoso, 

dando origem à formação dos centros de ossificação (Kronenberg, 2003). Após o 

nascimento, os condrócitos da cartilagem articular e da placa epifisária, que são os 

resquícios desse molde cartilaginoso, continuam proliferando-se e diferenciando-se para 

promover o crescimento ósseo endocondral pós-natal (Dao et al., 2012). A placa 

epifisária é composta por quatro zonas distintas representadas pela zona de repouso, 

zona de proliferação, zona pré-hipertrófica e zona hipertrófica. Já a cartilagem articular 

é formada pelas zonas superficial, média e profunda (Camarero-Espinosa et al., 2016). 

A diferenciação e a maturação das células cartilaginosas da placa epifisária e da 

cartilagem articular permitem que ocorra a invasão vascular que carreia células tronco 

mesenquimais e células osteoprogenitoras que se diferenciam em osteoblastos para 

secretar matriz óssea sob a matriz cartilaginosa, promovendo assim o crescimento ósseo 

pós-natal (Las Heras et al., 2012). 

Diversos fatores de transcrição, dentre eles o Runx-2 e o Sox-9, são necessários para a 

adequada formação e crescimento ósseos endocondrais. O Sox-9 é essencial para a 

sobrevivência celular, para a conversão das células condroprogenitoras em condrócitos, 

para a maturação de condrócitos (Ikegami et al., 2011) e para a expressão de agrecan 

(Kronenberg, 2003) e de colágeno tipo II, sendo este último, o principal componente da 

matriz extracelular (MEC) (Shi et al., 2015). Posteriormente, à medida que os 

condrócitos amadurecem e sofrem hipertrofia, tem início a síntese de colágeno tipo X 

(Castagnola et al., 1986).  

Na vida pós-natal, o colágeno tipo II, juntamente com o agrecan, são os principais 

responsáveis pela resistência da cartilagem (Ikeda et al., 2014). O Runx2, por sua vez, é 

importante na placa de crescimento e atua aumentando a proliferação e coordenando a 

maturação dos condrócitos (Yoshida et al., 2004). Sua expressão é elevada no estágio 

final da condensação celular para a formação do molde cartilaginoso, reduzindo nos 

condrócitos proliferativos e aumentando novamente nos condrócitos pré-hipertróficos e 
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hipertróficos. A ausência de Runx-2 está associada à redução no número de condrócitos 

hipertróficos e à ineficiência da mineralização da matriz (Kronenberg, 2003). 

A vascularização é necessária no processo de ossificação intra-uterina e também na vida 

pós-natal (Maes, 2013). Para que ocorra a ossificação endocondral, é necessário que a 

cartilagem, que é avascular, seja invadida por vasos sanguíneos. Essa vascularização é 

um dos eventos responsáveis pelo início do crescimento longitudinal dos ossos. A 

vascularização em todos os estágios do desenvolvimento fetal é coordenada pelo VEGF 

(Maes, 2013). A inibição do VEGF em ratos com 24 dias de idade resulta em menor 

invasão vascular da zona hipertrófica da placa de crescimento, reduzindo a formação de 

osso trabecular e resultando em morte celular (Zelzer et al., 2004).  

Estudo demonstrou que a exposição pré-natal ao etanol (PEE) é capaz de alterar 

também a estrutura da cartilagem de crescimento da tíbia de ratos, uma vez que ocorre 

redução na espessura da zona de repouso e aumento da espessura da zona hipertrófica, 

resultando em ossos mais curtos (Snow e Keiver, 2007). Esses dados sugerem que a 

PEE afeta os estágios iniciais do crescimento ósseo. Day et al. (2002) constataram que o 

retardo do crescimento ósseo se mantém ao longo da vida, sendo observado em crianças 

e adolescentes pelo menos até os 14 anos de idade.  Em modelo murino, constatou-se 

que o etanol afeta o desenvolvimento ósseo de formas diferentes, sendo a ulna, o rádio, 

a tíbia e o sacro os ossos mais sensíveis, o que sugere que o efeito tóxico do etanol não 

seja homogêneo no organismo (Simpson et al., 2005). De modo distinto do que foi 

observado por Snow e Kiever (2007), Simpson et al. (2005) observaram que o etanol 

afeta estágios avançados do processo de ossificação endocondral em ratos. Apesar de 

todas essas constatações, não há estudos que descrevam os efeitos do etanol sobre a 

síntese dos constituintes da matriz cartilaginosa de ratos com PEE. 

No que se refere à exposição pós-natal ao etanol, acredita-se que os efeitos deletérios ao 

crescimento do filhote possam ser decorrentes também de má nutrição em consequência 

de menor capacidade de sucção pelo filhote (Murillo-Fuentes et al., 2001) associada à 

falha na ejeção do leite devido a atividade supressora do etanol sobre a liberação de 

ocitocina materna (Giglia, 2010). Além disso, o etanol prejudica a absorção e o 
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metabolismo de vitaminas e minerais, agravando ainda mais o quadro de má nutrição 

(Murillo-Fuentes et al., 2001). 

Tanto na formação quanto no crescimento ósseo endocondrais, a participação das CTMs 

da medula óssea é fundamental. As CTM se diferenciam em células osteoprogenitoras e 

posteriormente em osteoblastos, celulas responsáveis em sintetizar a matriz osteóide 

formada basicamente por colágeno tipo I. O restante da matriz óssea orgânica consiste 

de proteínas não colagênicas dentre elas a osteocalcina, osteopontina, osteonectina e 

sialoproteína óssea e fosfatase alcalina (Roach, 1994). Essas proteínas são essenciais 

para a mineralização da matriz osteóide. 

Chavassieux e colaboradores 1993 demonstraram que a adição de etanol em culturas de 

osteoblastos humanos promoveu efeito inibitório sobre a atividade da fosfatase alcalina 

bem como redução da expressão de osteocalcina porém, os resultados obtidos foram 

bastante variáveis dependendo da dose e do tempo de adminsitração do etanol 

(Chavassieux et al., 1993). Já em culturas de CTMs, a adição do etanol promoveu  

efeitos deletérios significativos como aumento da senescência prematura das células 

bem como um menor poder de diferenciação osteogênica quando comparadas ao grupo 

controle. Nesse mesmo estudo demonstrou-se que os efeitos deletérios são dose-

dependentes (Chen et al., 2017). As CTMs tratadas com etanol manifestaram redução 

expressiva dos nódulos de mineralização bem como redução da expressão gênica para 

genes importantes durante o processo de ossificação tais como a fosfatase alcalina, 

osteocalcina e colágeno tipo I, indicando que o etanol tem influência negativa 

importante sobre a osteogênese em seres humanos (Gong e Wezeman, 2004). Contudo, 

os efeitos do consumo materno de etanol durante a lactação sobre o potencial de 

diferenciação osteogênica das CTM da medula óssea de seus filhotes é desconhecido. 

O presente estudo visou esclarecer alguns mecanismos pelos quais o consumo materno 

de etanol interfere na formação óssea fetal por meio da avaliação dos condrócitos da 

cartilagem articular dos neonatos e avaliar o efeito no crescimento ósseo pós-natal por 

meio do potencial de diferenciação osteogênica das CTM dos filhotes ao desmame. 
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HIPÓTESE  

• O consumo materno de etanol durante a gestação reduz a atividade dos 

condrócitos da cartilagem articular (Capítulo 2). 

• O consumo materno de etanol durante a gestação e lactação reduz a 

diferenciação osteogênica das células tronco mesenquimais da medula óssea dos filhotes 

ao desmame (Capítulo 3). 

OBJETIVO  

Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos do consumo materno de etanol durante a gestação e lactação sobre a 

condrogênese e a diferenciação de células tronco mesenquimais da medula óssea na 

diferenciação osteogênica em  filhotes de ratas Wistar ao nascimento e ao desmame.  

Objetivos específicos  

• Avaliar, in vitro,  a atividade dos condrócitos de ratos neonatos de até 2 dias de 

vida, de mães que receberam etanol a partir do nono dia de gestação por meio da 

conversão do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina pelo metodo 

de BCIP/NBT, porcentagem de células por campo aos 7, 14 e 21 dias de cultivo em 

meio condrogênico e porcentagem de área PAS+ em culturas tridimensionais aos 21 dias 

de cultivo. Avaliar a expressão dos transcritos gênicos SOX-9, agrecano, colágeno tipo 

II, colágeno X, Runx-2 e VEGF por RT-PCR em tempo real aos 21 dias de cultivo 

(Capítulo 2). 

• Avaliar in vitro, o potencial de diferenciação osteogênica das células tronco 

mesenquimais da medula óssea de filhotes ao desmame provenientes de mães que 

receberam etanol a partir do nono dia de gestação até o final da lactação  por meio da 

conversão do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina pelo método 

de BCIP/NBT, porcentagem de células por campo coradas pelo hematoxilina/eosina aos 

7, 14 e 21 dias de cultivo em meio osteogênico e avaliação dos nodulos mineralizados 

pela coloração de Von Kossa aos 21 dias de cultivo. Avaliar a expressão dos transcritos 

gênicos BMP-2, Runx-2, colágeno tipo I, osteocalcina e osteopontina por RT-PCR em 

tempo real aos 21 dias de cultivo em meio osteogênico (Capítulo 3).  
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CAPÍTULO 1 

REVISÃO DE LITERATURA 

1. Participação dos condrócitos na formação e crescimento ósseos endocondrais e 

fatores que estimulam e inibem sua atividade  

A maior parte do esqueleto apendicular e axial é formada durante um processo 

complexo e dependente de múltiplos fatores, conhecido como formação óssea 

endocondral que acontece durante a vida intra-uterina (Staines et al., 2013). Neste 

processo, células mesenquimais embrionárias passam por condensação e posteriormente 

sofrem diferenciação em condroblastos e condrócitos (Kronenberg, 2003). Os 

condroblastos se proliferam e iniciam a produção de matriz extracelular composta 

principalmente por colágeno do tipo II e  proteoglicanos que darão origem a um molde 

cartilaginoso que servirá de base para a formação do tecido ósseo (Staines et al., 2013). 

Vários fatores estão envolvidos no processo de amadurecimento, proliferação e 

diferenciação do tecido cartilaginoso e a correta coordenação entre esses fatores é 

determinante para o surgimento de um tecido saudável. Assim, falhas no processo de 

coordenação e interação entre esses fatores, são muitas vezes, causas de diversas 

doenças osteo-articulares (Nishimura et al., 2012). 

Os condrócitos, ainda no processo de amadurecimento, começam a se multiplicar e 

secretar a matriz extracelular que  tem como característica importante, o fato de ser 

avascular, recebendo nutrição através da vascularização presente no pericôndrio, um 

tecido conjuntivo fibroso amplamente vascularizado (Ortega et al., 2004). A medida em 

que os condrócitos se desenvolvem e se especializam, eles adquirem morfologia e 

funções diferenciadas, sendo então denominados condrócitos hipertróficos, que se 

acumulam no centro desse molde cartilaginoso (Degnin et al., 2010). Os condrócitos 

pré-hipertróficos e hipertróficos, secretam matriz já não mais rica em colágeno do tipo 

II, mas predominantemente do tipo X, além das proteínas como osteopontina e 

metaloproteinase 13. São esses condrócitos os responsáveis por secretar os fatores de 

crescimento  do endotélio vascular que proporcionarão a invasão vascular no centro do 
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molde cartilaginoso, iniciando o processo de ossificação primária (Kronenberg, 2003; 

Degnin et al., 2010) (Figura 1). 

Com o desenvolvimento do centro de ossificação primária, os condrócitos continuam a 

se proliferar, ampliando a estrutura cartilaginosa e esta, progressivamente, vai sendo 

substituída por tecido ósseo dando origem ao osso trabecular (Degnin et al., 2010). Os 

resquícios do molde cartilaginoso do processo de formação óssea endocondral, se 

tornará a placa epifisária e a cartilagem articular, que na vida pós-natal são responsáveis 

por conduzir e determinar o crescimento linear do osso (Las Heras et al., 2012).  

 

 

Figura 1. Esquema do processo de formação óssea endocondral. Fonte: Adaptado de Degnin et 

al. 2010. 

Na placa epifisária, os condrócitos se organizam em quatro zonas distintas, cercadas por 

matriz e são muito bem definidas em morfologia e funções, sendo essas: zona de 

condrócitos em repouso, zona de condrócitos em proliferação, zona de condrócitos 

hipertróficos e zona de ossificação primária (Staines et al., 2013). As células da zona de 

repouso, também denominadas como zona primária ou zona germinativa, são 

condroblastos pouco diferenciados, pequenos, com citoplasma escasso, dispostos 

aleatoriamente, com baixo poder de proliferação (Kronenberg, 2003; Staines et al., 

2013). À medida em que os condroblastos vão se diferenciando, eles começam a se 
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multiplicar intensamente e se dispor em colunas, assumindo um formato achatado e com 

o citoplasma mais vacuolizado, elevando a atividade secretora, produzindo uma matriz 

rica em colágeno do tipo II e agrecano (Staines et al., 2013). Acredita-se que a 

orientação colunar dos condrócitos proliferativos, seja determinada por fatores 

secretados pelos condrócitos da zona de repouso (Abad et al., 2002). Seguindo o 

processo de amadurecimento e diferenciação, os condrócitos iniciam a etapa de 

hipertrofia, aumentando o volume celular em cerca de 4 vezes do tamanho original 

(Staines et al., 2013). Além das mudanças na morfologia, os condrócitos hipertróficos 

da placa de crescimento, vão gradativamente reduzindo a produção de colágeno do tipo 

II e aumentando a produção de colágeno do tipo X, além de condronectina, osteopontina 

e elevando a produção de fosfatase alcalina, sendo essa última, o principal indicador de 

maturação dos condrócitos hipertróficos (Sun e Kandel, 1999; Staines et al., 2013). Os 

condrócitos hipertróficos, também são responsáveis por secretar VEGF, induzindo a 

invasão vascular e posteriormente o início da zona esponjosa primária, com o tecido 

ósseo primário (Kronenberg, 2003).  

Ø Fatores que interferem na morfologia e atividade dos condrócitos: 

• Sox- 9: 

O Sox-9 é um fator de transcrição gênica da família dos SRY e tem sua função 

associada a várias etapas do desenvolvimento. No que se refere aos condrócitos, sabe-se 

que o Sox-9 é intensamente secretado por condrócitos da zona proliferativa e pré-

hipertrófica, no entanto, sua expressão é bruscamente reduzida em condrócitos 

hipertróficos maduros (Hattori et al., 2010). Acredita-se que o Sox-9 seja fundamental 

durante o processo de diferenciação dos condrócitos, uma vez que estudos utilizando 

animais transgênicos que não expressavam o Sox-9, verificaram que os condroblastos 

permaneciam na zona germinativa e não iniciavam o processo de proliferação (Akiyama 

et al., 2002). Juntamente com o Sox-9, o Sox-5 e o Sox-6, participam auxiliando o Sox-

9 na ativação do colágeno do tipo II, fundamental na produção de matriz extracelular 

(Akiyama et al., 2002; Shi et al., 2015). 
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• Runx 

O Runx é um fator de transcrição gênica muito importante no processo de diferenciação 

e maturação dos condrócitos (Las Heras et al., 2012). Especificamente, o Runx-2 tem 

seu papel principal na indução da hipertrofia dos condrócitos,  inibindo a transcrição do 

colágeno do tipo II e estimulando o colágeno do tipo X, característico dos condrócitos 

hipertróficos (Mackie et al., 2011). Estudos com camundongos transgênicos, em que 

houve inativação do gene Runx-2, mostraram que os animais apresentavam uma zona 

hipertrófica intensamente reduzida e ausência da produção do colágeno X, indicando 

que a interação entre os dois fatores, são determinantes para as etapas finais de 

maturação dos condrócitos nos processos de formação e crescimento ósseos 

endocondrais (Zheng et al., 2003). Em modelos murinos transgênicos, com 

hiperestimulação do Runx-2, foi possível observar aceleração da hipertrofia e 

mineralização nas placas de crescimento, bem como mineralização inclusive nos anéis 

cartilaginosos traqueais (Ueta et al., 2001). O Runx-1 tem um papel menos importante, 

provavelmente está envolvido nas etapas iniciais de diferenciação dos condrócitos, 

enquanto que o Runx-3, é apontado com um auxiliar na da hipertrofia juntamente com o 

Runx-2 (Las Heras et al., 2012). Porém, animais com ausência da expressão do Runx-2, 

tem uma discreta hipertrofia e maturação, pela expressão dos outros membros da família 

Runx, sendo um papel auxiliar de menor importância (Kronenberg, 2003). 

• Proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) 

Existem diversos tipos de proteínas morfogenéticas ósseas (Bone Morphogenetic 

Protein) e cada uma delas está associada a etapas diferentes do processo de formação 

óssea (Kronenberg, 2003). No entanto, sabe-se que a função principal das BMPs está 

associado à condensação das células mesenquimais, fundamental durante a formação 

óssea endocondral (Las Heras et al., 2012). Destaca-se o papel desempenhado pela 

BMP-2 e BMP-6 secretadas pelos condrócitos hipertróficos e que desempenham uma 

função de estimulação na hipertrofia celular e expressão do colágeno X associado 

(Caron et al., 2013). Por outro lado, a BMP-7 secretada por condrócitos proliferativos, 

tem como função principal estimular a proliferação, bem como regular negativamente a 

hipertrofia e estimular a expressão do colágeno do tipo II (Caron et al., 2013). 
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• Fator de crescimento fibroblástico (FGF) 

O fator de crescimento fibroblástico (Fibroblast Growth Factor) também é estudado 

como um fator de influência sobre o desenvolvimento e crescimento ósseos 

endocondrais (Kronenberg, 2003). Os FGFs compartilham de uma família com 

aproximadamente 22 tipos já descritos. De modo genérico, os FGF são conhecidos 

como estimulantes da proliferação celular associados a inúmeras doenças, inclusive em 

neoplasias como fibrossarcoma (Sahni et al., 1999). No entanto, no que se refere a 

proliferação e maturação dos condrócitos, os diferentes tipos de FGFs têm papeis tanto 

estimulantes quanto inibitórios (Kato e Iwamoto, 1990). O FGF-2 é amplamente 

expresso nos estágios iniciais de condensação do mesênquima e estudos apontam que a 

sua sinalização, induz o início da expressão do Sox-9, levando a diferenciação e 

proliferação dos condrócitos (Kronenberg, 2003). 

• Indian Hedgehog (Ihh) e Peptídeo Relacionado ao PTH (PTHrP) 

O Indian Hedgehog é também um importante fator regulador da proliferação e 

diferenciação de condrócitos. Esse fator é expresso principalmente por condrócitos pré-

hipertróficos e também é considerado um dos importantes fatores que estimulam a 

hipertrofia dos condrócitos (Kronenberg, 2003). O peptídeo relacionado ao 

paratormônio é secretado pelas células do pericôndrio e seus receptores estão nos 

condrócitos proliferativos (St-jacques et al., 1999). A liberação do Ihh por condrócitos 

pós mitose, quando acontece juntamente com a produção da peptídeo relacionado ao 

paratormônio (PTHrP), ocasiona um feedback negativo sobre a maturação dos 

condrócitos proliferativos (St-jacques et al., 1999). A liberação do PTHrP permite que 

os condrócitos continuem a se proliferar e o Ihh sinaliza para que os condrócitos 

prossigam no processo de maturação. Quando os condrócitos completam o processo de 

maturação, eles deixam de produzir o Ihh e consequentemente o PTHrP, permitindo que 

outros condrócitos proliferativos avancem no processo de maturação (St-jacques et al., 

1999). 

• Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) 

O fator de crescimento do endotélio vascular é um outro importante fator envolvido no 

processo de formação óssea endocondral (Las Heras et al., 2012). O VEGF é sintetizado 
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pelos condrócitos hipertróficos e tem como função principal induzir a invasão vascular 

no tecido cartilaginoso (Las Heras et al., 2012) A invasão vascular, juntamente com a 

expressão das metaloproteínases (MMP), são fundamentais para promover a apoptose 

dos condrócitos, degradação da matriz cartilaginosa que posteriormente será substituída 

por células osteoprogenitoras e matriz óssea, dando continuidade ao processo de 

formação óssea endocondral (Nagao et al., 2017). 

 

2. Participação das células tronco mesenquimais da medula óssea no crescimento 

ósseo endocondral e fatores que estimulam e inibem sua diferenciação em 

osteoblastos 

As células tronco mesenquimais (CTMs) são células multipotentes capazes de se 

diferenciar, a partir de um estímulo específico (Caplan, 1991), em várias linhagens 

como osteogênica, condrogênica, adipogênica, etc, além de possuir alta viabilidade e 

capacidade de auto-renovação com senescência limitada (Asari et al., 2012). Essas 

células podem ser encontradas em vários órgãos e a sua quantidade pode variar de 

acordo com o local. Dentre os principais sítios de CTM tem-se: líquido amniótico, 

sangue do cordão umbilical e placenta (Bobiset al., 2006), medula óssea e o tecido 

adiposo (Murphy et al., 2003).  

Estima-se que apenas 0,01% das células obtidas do estroma da medula óssea sejam de 

fato CTM (Heng et al., 2004). O isolamento das células tronco, leva em consideração, 

primeiramente, a capacidade das mesmas em se aderirem ao plástico das garrafas de 

cultivo celular (Payushina et al., 2006), apresentarem morfologia fibroblastóide e  

capacidade em se diferenciarem principalmente em osteoblastos, condrócitos e 

adipócitos (Prockop et al., 2001).   

Marcadores de membrana celular também se tornam aliados, ao determinar a pureza do 

cultivo de CTM, no entanto, não são específicos, podendo ser expressos por outros tipos 

celulares. Entretanto, por meio da combinação entre marcadores expressos e não 

expressos, pode-se determinar as características fenotípicas da cultura de CTM 

(Payushina et al., 2006). Pesquisadores têm demonstrado que as CTMs possuem 

expressão de CD105, CD73, CD90 (Thy-1), CD44, CD71, CD106, CD124, CD54, 



 

 

28 

CD144, CD166, CD115, CD29, HLA-ABC, Sca-1, RT1A (MHC-I) e Stro-1(Lin et al. 

2013). Em contrapartida, essas células não expressam marcadores de células tronco 

hematopoiéticas/endoteliais como: CD45, CD34 (Sun et al., 2009). 

As CTMs participam do processo de formação da massa óssea de forma contínua desde 

o processo de formação óssea endocondral onde as mesmas são atraídas ao centro de 

ossificação primária, se diferenciando em osteoblastos que sintetizarão matriz osteóide 

(Caplan, 1987; Kronenberg, 2003). Após o nascimento, o osso passa por contínuos 

processos de remodelação e reparos ao longo de toda a vida do indivíduo e as CTMs 

têm importante papel ao se diferenciaram em condroblastos ou osteoblastos que 

participarão do processo de remodelagem e reparo ósseos (Olmsted-Davis et al., 2003).  

In vitro, para que ocorra a diferenciação osteogênica das CTM, é preciso que essas 

sejam cultivadas em um meio específico com fatores indutores dessa diferenciação 

(Payushina et al., 2006). O meio osteogênico é composto por meio de cultivo básico 

DMEM acrescido de antifúngico e antibióticos, soro fetal bovino 10%, β-glicerofosfato, 

ácido ascórbico e dexametasona (Ocarino et al., 2008; Alves et al., 2016).  

A dexametasona age como indutora da fase inicial da diferenciação (Panetta et al., 

2009) enquanto o β-glicerofosfato e o ácido ascórbico são necessários para as fases mais 

tardias onde ocorre a mineralização da matriz extracelular. O ácido ascórbico é um co-

fator na hidroxilação dos resíduos de lisina e de prolina do colágeno I, aumentando a 

síntese de proteínas não colagênicas da matriz como a osteocalcina, osteonectina, 

osteopontina e sialoproteína óssea (Jaiswal et al., 1997; Payushina et al., 2006). A 

presença da atividade da fosfatase alcalina aliada à formação de nódulos de 

mineralização, são importantes indicadores de diferenciação osteogênica(Eslaminejad e 

Taghiyar, 2010). 

In vivo, a diferenciação osteogênica das CTM em osteoblastos é dependente de um 

micro ambiente onde se observa a ação direta de inúmeros fatores que influenciam o 

metabolismo ósseo, bem como a ação indireta advinda da associação entre esses fatores 

(Jaiswal et al., 1997; Hanna et al., 2018). Importantes fatores de transcrição gênica 

atuam durante o processo de diferenciação osteogênica das CTM como o Runx-2, Wnt e 

osterix, sendo o Wnt o responsável pela indução da fosfatase alcalina (Nakashima et al., 
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2002). Já o Osterix tem um papel importante durante o processo de formação óssea, 

sendo responsável por ativar a degradação da matriz cartilaginosa através da ativação da 

metaloproteinase 13, além de ativar  o Runx-2. Este tem o papel regulador da síntese 

das proteínas que compõem a matriz óssea colagênica e não colagênica (Nefussi et al., 

1997; Nishimura et al., 2012) que desempenham papel chave na formação da matriz 

óssea (Ortega et al., 2004). Além desses fatores, podemos citar o importante papel 

osteoindutor das BMPs sendo principalmente as BMP-2, BMP-4, BMP 6, BMP 7 e 

BMP 9 as de maior importância (Atasoy-Zeybek et al., 2019). Os FGF ou fatores de 

crescimento fibroblástico são fatores de indução de crescimento celular, comumente 

avaliados e encontrados em células proliferativas de origem mesenquimal (Sahni et al., 

1999). Quando combinados com os BMPs, produzem um efeito sinérgico, capaz de 

potencializar a proliferação celular das células osteoprogenitoras (Kato & Iwamoto, 

1990; Hanada et al., 1997). Fatores endócrinos também contribuem significativamente 

para a diferenciação osteogênica no processo in vivo, sendo os hormônios de 

crescimento GH, estrógeno, calcitonina, glicocorticoides, testosterona e hormônios da 

tireóide importantes nesse processo (Datta et al., 2008).  

Assim, qualquer substância que diminua o potencial de diferenciação osteogênica das 

CTMs influenciam, diretamente, a massa óssea devido a redução na síntese de matriz 

osteóide. Dentre essas substâncias, tem-se o etanol cujo consumo materno durante a 

gestação e lactação, por meio da ingestão de bebidas alcoólicas tem sido apontado como 

causa de alterações ósseas como menor perímetro cranial e retardo do crescimento ósseo 

da prole que se mantem ao longo da vida do indivíduo predispondo-o, até mesmo, ao 

desenvolvimento de doenças osteoarticulares na fase adulta (Burgos e Medeiros 2002; 

Giglia, 2010). Porém, os mecanismos pelos quais o etanol causa as alterações na 

formação e crescimento ósseos são pouco compreendidos. 

3. Farmacocinética do etanol nos organismos materno, fetal e neonatal 

O etanol é uma substância amplamente consumida em todo o mundo sob a forma de 

bebidas alcoólicas e seu consumo tem sido associado a uma diversidade de doenças dos 

sistemas cardiovascular, nervoso, hepático e esquelético, bem como predisposição a 

alguns tipos de cânceres e desordens psicossociais (WHO, 2018). Além disso, o 
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consumo de etanol durante a gestação está associado a um conjunto de alterações 

físicas, psicológicas, sociais, neurológicas e de aprendizagem englobadas na FASD 

(Fetal Alcohol Spectrum Disords) que abrange, além dos defeitos congênitos da 

Síndrome Alcoólica Fetal (SAF) as desordens neuro-psicossociais (Detering et al., 

1978; Mesquita e Segre, 2009; Popova et al., 2017). Estima-se que uma em cada 67 

mulheres que consumiram bebida alcoólica durante a gestação, dará à luz a uma criança 

com SAF,  o que resulta em cerca de 119.000 indivíduos nascendo com SAF todos os 

anos na população mundial (Popova et al., 2017).  

O etanol ou álcool (C2H5OH) é uma molécula psicoativa, pequena, hidrossolúvel que se 

distribui através de difusão passiva, pois não necessita de outras moléculas para ser 

transportado, passando através das membranas celulares com relativa facilidade (Jones, 

2011; Cederbaum, 2013; Jones, 2019). 

A absorção do etanol se inicia ainda na boca em quantidades mínimas no entanto, sua 

absorção é significativa no estômago, duodeno e jejuno (Jones, 2011). O ambiente 

estomacal é importante para influenciar a velocidade de absorção do etanol e, sabe-se 

que sua absorção quando o estômago está cheio é mais lenta quando comparada a 

ingestão em períodos de jejum (Cederbaum, 2013). A taxa de esvaziamento estomacal 

elevada favorece  o aumento do gradiente de concentração duodenal, contribuindo com 

uma maior absorção do etanol pelo intestino, sendo essa uma explicação possível para 

que o etanol seja absorvido mais lentamente quando o estômago está cheio (Cederbaum, 

2013). 

Devido a grande facilidade de transporte, as moléculas de etanol são perceptíveis no 

sangue quase imediatamente após a sua ingestão sendo sua concentração, no sangue, 

denominada de BAC (blood alcohol concentration) (Wilkinson, 1980). O equilíbrio das 

concentrações de etanol no organismo é variável de acordo com a quantidade de sangue 

que esse tecido recebe bem como, a proporção de água de cada tecido, uma vez que essa 

molécula é altamente hidrossolúvel e praticamente não se dissolve em gorduras e óleos, 

além de possuir a capacidade de passar pelas membranas celulares (Cederbaum, 2013). 

Desta forma é possível entender que tecidos altamente vascularizados e com elevado 
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conteúdo aquoso tendem a equilibrar as concentrações de etanol mais rapidamente 

(Jones, 2011).  

As proteínas plasmáticas não interferem em sua distribuição, uma vez que o etanol não 

se liga às moléculas proteicas presentes no plasma sanguíneo (Cederbaum, 2013). 

Outros fatores estão relacionados à distribuição do álcool pelo organismo, sendo eles a 

idade, sexo e a massa corporal. Homens tendem a distribuir o etanol ingerido mais 

rapidamente pelo organismo do que as mulheres, mesmo quando consumido em 

condições idênticas. Portanto, a maior quantidade de gordura no organismo, faz com 

que a BAC em mulheres se mantenha elevada por mais tempo que em homens 

(Wilkinson, 1980; Mumenthaler et al.,1999; Jones, 2011).  

Parte da metabolização do etanol se inicia ainda no estômago e é denominado de 

metabolismo de primeira passagem estomacal (Matsumoto e Fukui, 2002) entretanto, a 

maior parte da metabolização do etanol acontece no fígado (Jones, 2019). No fígado, 

sua metabolização ocorre  por reações oxidativas e não oxidativas  (Agarwal e Goedde, 

1990; Seitz e Oneta, 1998; Seitz et al., 1996; Vaglenova et al., 2003, Swift, 2003) sendo 

as oxidativas realizadas por três vias (Li e Bosron, 1987).  

A primeira via, é catalisada pela enzima citossólica álcool desidrogenase (ADH) 

(DiPadova et al., 1987) localizada no citoplasma de hepatócitos e em sítios extra-

hepáticos (Bosron et al., 1993). Ela converte o etanol a acetaldeído, que por sua vez, 

será catalisado pela enzima mitocondrial aldeído desidrogenase (ALDH) resultando em 

acetato e NADH. Grande parte do acetato deixa o fígado e circula para os tecidos 

periféricos, onde será oxidado em Acetil CoA, originando dióxido de carbono e água 

(Lee et al.,  2006).  

O sistema microssomal hepático de oxidação do etanol (MEOS) é a segunda via de 

metabolização realizada pela enzima CYP2E1 (proteínas do complexo do citocromo P-

450). Nessa via, há consumo de NADPH e O2, produzindo H2O e radicais livres (Zelner 

e Koren, 2013; Jones, 2019).  

A terceira via é a da catalase encontrada na fração peroxisomal. É utilizada quando há 

necessidade de reduzir peróxido de hidrogênio (H2O2) e não produz NADH (Deng e 

Deitrich, 2008).  
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Em todas as vias, ocorre formação de acetaldeído que por ser tóxico pode estar 

envolvido em desnaturação de proteínas, peroxidação lipídica e aumento dos radicais 

livres. Além disso, interfere na cadeia transportadora de elétrons causando alterações 

mitocondriais e inibindo processos de reparação do DNA (Addolorato et al.,  1997) 

(Figura 2). 

O metabolismo não-oxidativo é mínimo, e pode acontecer por pelo menos dois 

caminhos, em um o etanol reage com ácidos graxos livres em uma reação catalisada por 

éster etílico de ácido graxo, e a outra leva a formação de fosfaditiletanol através de uma 

reação do etanol com a enzima fosfolipase D (Laposata, 1999; Best e Laposata, 2003; 

Zakhari, 2006; Zelner e Koren, 2013).  

Diferentemente de outras drogas psicotrópicas, ao ser metabolizado no interior do 

hepatócito, a molécula de etanol produz energia liberando cerca de 7,1 kcal por grama 

de etanol e tais calorias, denominadas vazias, estão associadas a redução de consumo de 

alimento e desnutrição muitas vezes secundária ao consumo contínuo dessa substância 

(Yeomans, 2010; Jones, 2019) (Figura 2).  

A excreção do etanol se dá primordialmente pelo sistema urinário, onde o resultado do 

metabolismo oxidativo do etanol resulta em acetato e este será excretado através da 

urina. No entanto, cerca de 2 a 10% do etanol, antes mesmo de ser metabolizado, é 

eliminado através da respiração, da urina e do suor, sendo a taxa de eliminação por 

essas vias dependente da taxa de filtração glomerular, frequência respiratória e níveis de 

concentração sanguínea de etanol ( Jones, 2011; Jones, 2019) (Figura 2).   

 



 

 

33 

 

Figura 2. Esquema da farmacocinética do etanol. (Fonte: adaptado de Jones, 2011 e Jones 2019) 

Os estudos sobre a farmacocinética do etanol durante a gestação têm implicações éticas 

significativas e por isso, há décadas, se utilizam modelos animais a fim de se 

compreender a absorção, distribuição, metabolização e excreção do etanol durante a 

gestação (Ungerer, 2012). 

Durante a gestação, o etanol presente na circulação materna, tem a capacidade de se 

transferir livremente para a circulação sanguínea placentária, atingindo o feto com 

concentrações idênticas às da mãe (Idänpään-Heikkilä et al., 1972). Entretanto, o etanol 

em mulheres gestantes, já foi utilizado com o intuito de prevenir o trabalho de parto 

prematuro, utilizando-se injeções intravenosas de etanol que levaram a redução da 

contratilidade uterina, por redução dos níveis de ocitocina maternos (Idänpään-Heikkilä 

et al., 1972). Ao atravessar a barreira placentária, o etanol é carreado através da 

circulação sanguínea fetal e tem seu metabolismo hepático semelhantemente ao que 

ocorre no indivíduo adulto, no entanto mais lento devido às reduzidas quantidades da 

enzima ADH (Idänpään-Heikkilä et al., 1972). Além disso, o etanol, diluído no líquido 

amniótico, é recapturado pelo feto, aumentando ainda mais seu tempo de exposição ao 

álcool (Burd et al., 2012). Como consequência imediata nos fetos, é possível identificar 

hipoglicemia e alteração do equilíbrio ácido-base devida a ação tóxica do etanol na 

circulação fetal (Idänpään-Heikkilä et al., 1972).  
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Além disso sabe-se que o etanol é uma substância teratogênica e que seus efeitos são 

variáveis de acordo com a fase da gestação em que é consumido: no primeiro trimestre, 

eleva-se a possibilidade de alterações neurológicas, no segundo trimestre, abortamento e 

no terceiro trimestre, o risco é mais elevado para deformidades físicas, baixo 

crescimento e redução do perímetro cranial (Kaup, 2001). 

Estudo recente abordando a epigenética e a genética, aponta que existe uma variação 

individual importante que pode fazer com que os efeitos do etanol sejam mais intensos 

ou não sobre os fetos, incluindo a quantidade de ADH materno que por sua vez 

aceleraria a metabolização hepática do etanol, reduzindo a exposição pré-natal (Ramsay, 

2010). Apesar de tamanha importância, ainda são escassos os trabalhos que buscam 

elucidar a farmacocinética do etanol durante a gestação e no feto.  

No que se refere a concentração de etanol na placenta, sabe-se que a difusão do etanol 

pela placenta é livre, devido às elevadas concentrações de água, permitindo que cerca de 

1 hora após a ingestão de etanol pela mães, as concentrações placentárias e BAC sejam 

idênticas (Burd et al., 2012). Por ser um órgão metabolicamente ativo, estimou-se que 

talvez a placenta humana pudesse ser um órgão capaz de metabolizar parte do etanol, no 

entanto tal hipótese não foi confirmada, levando a crer que a placenta serve apenas 

como um órgão difusor do etanol da mãe para o feto (Burdet al., 2012). 

A metabolização do etanol no organismo fetal é reduzida em comparação com o 

organismo adulto, estimando-se que a principal via de metabolização no feto seja por 

meio da ADH (Burd et al., 2012). Tal enzima, foi identificada em fetos a partir de 2 

meses de gestação em quantidades que variam de 5 a 10% do organismo adulto. Já a 

P450 foi identificada em fígados fetais entre a 19 e 24ª semana de gestação, com sua 

atividade reduzida a cerca de 50% da atividade no indivíduo adulto, o que demonstra 

claramente que o metabolismo do etanol no feto é infinitamente menor, aumentando o 

risco de sofrer danos tóxicos por etanol (Burd et al., 2012). 

Estudo utilizando modelos murinos demonstrou que o etanol também interfere na 

liberação da ocitocina materna, ocasionando, além da redução da contratilidade uterina 

já descrita anteriormente, redução na ejeção do leite, sendo este um dado de grande 

importância para avaliar a saúde dos neonatos (Fuchs, 1969).  Outro dado de grande 
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relevância foi apontado nos estudos de Chen e Nyomba, (2004), em que filhotes de 

ratos expostos ao etanol durante a gestação, nasceram menores quando comparados ao 

grupo controle, além de terem desenvolvido um aumento da resistência a insulina e um 

maior risco de contrair diabetes do tipo II (Chen e Nyomba, 2004). 

Durante a amamentação, o etanol se difunde no leite materno devido a sua característica 

de alta hidrossolubilidade e, por difusão passiva, reflete os níveis sanguíneos de etanol 

cerca de 30 a 60 minutos após a sua ingestão (Giglia, 2010). Fatores que influenciam a 

concentração do álcool presente no leite materno são os mesmos já correlacionados 

como a concentração sanguínea, peso corporal aliado a taxa de gordura e massa magra 

corporais, além da velocidade do esvaziamento estomacal (Giglia e Binns, 2006; Giglia, 

2010). O etanol interfere diretamente sobre as taxas de prolactina maternas, no entanto, 

apesar de se elevarem imediatamente após o consumo de etanol, as taxas normalizam 

em poucas horas. Tal fato indica que, provavelmente, a prolactina não seja tão 

significativa para promover a redução dos níveis de leite materno, sendo provavelmente 

e taxa de ocitocina materna reduzida de maior importância para promover tal efeito 

(Mennella e Pepino, 2008). 

No entanto, em decorrência de questões éticas, não são possíveis de se realizarem 

estudos que comprovem os efeitos do etanol na amamentação diretamente em bebês 

humanos, fazendo-se necessários estudos indiretos em materiais de autópsia, bem como 

modelos experimentais que tentem esclarecer vias e alterações provocadas pelo 

consumo de etanol durante a lactação (Barbosa et al., 2011).   

Sabe-se que o consumo de etanol durante a gestação afeta o desenvolvimento psico-

motor em bebês variando os seus efeitos dose-dependentes (Giglia, 2010).  

No que se refere a metabolização do etanol pelos neonatos, estudos demonstram que a 

capacidade de eliminação e metabolização , ainda que menores que o indivíduo adulto, 

são quantitativamente maiores que o feto, alterando a capacidade de metabolização para 

cerca de 83% do organismo adulto (Burd et al., 2012). No entanto,  a quantidade de 

ADH no fígado do recém-nascido é cerca de 10 vezes menor do que a quantidade obtida 

em fígados de adultos (Tran et al., 2007) sugerindo que outras enzimas possam assumir 

parte da metabolização hepática do etanol, como por exemplo a catalase, além de se ter 
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aumento expressivo da taxa de filtração glomerular, associada a eliminação respiratória 

e pela sudorese e eliminado a via de recaptação do etanol através do líquido amniótico 

(Burd et al., 2012). 

4. Efeitos in vivo e in vitro do etanol sobre células cartilaginosas, ósseas e células 

tronco mesenquimais 

O etanol é uma substância amplamente consumida em todo o mundo, e seu consumo 

durante a gestação leva ao desenvolvimento de anomalias físicas englobadas na 

Síndrome Alcoólica Fetal (SAF) que se manifesta principalmente em deformidades 

crânio-faciais, baixo crescimento e ganho de peso (Popova et al., 2017).  

Uma das hipóteses para tais manifestações é que o etanol interfere diretamente sobre a 

atividade dos condroblastos/condrócitos que posteriormente servirão de molde 

cartilaginoso para a formação e crescimento ósseos endocondrais (Pan et al., 2016). 

Diversos trabalhos buscam elucidar as vias de atuação e os mecanismos pelos quais o 

etanol interfere na atividade dos condrócitos (Snow e Keiver 2007; Pan et al., 2016; 

Tamiasso et al., 2019). 

Estudos in vivo, realizados por Miralles-Flores e Delgado-Baeza (1992) demonstram 

que a exposição pré-natal ao etanol reduz significativamente o tamanho da placa de 

crescimento em tíbias de ratos, principalmente pela redução da zona hipertrófica . A 

redução da zona hipertrófica também foi observada em ratos expostos ao etanol durante 

a gestação, no entanto, apesar de ossos significativamente mais curtos, a cartilagem de 

crescimento demonstrava aumento da zona de repouso (Snow e Keiver, 2007). Contudo, 

os efeitos da exposição pré-natal ao etanol sobre as cartilagens de crescimento são 

contraditórios. Pan et al. (2016) demonstraram que ratos expostos ao etanol durante a 

vida intrauterina, apresentaram acúmulo de condrócitos na zona hipertrófica, decorrente 

de menor capacidade dos mesmos de sofrer apoptose. Os efeitos contraditórios 

provavelmente se devem aos protocolos de administração materna do etanol, bem como, 

as doses de etanol administradas e a idade da prole estudada. 

In vitro, os efeitos do etanol sobre a cultura de condrócitos também já foram descritos. 

Condrócitos da cartilagem articular de ratos neonatos cultivados em meio condrogênico 

com concentrações variáveis de etanol entre 0,05% a 0,5% apresentaram aumento da 
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produção em matriz cartilaginosa com redução da expressão de agrecan, sendo o efeito 

mais significativo nas concentrações mais elevadas de etanol, reforçando a hipótese de 

que as alterações provocadas pelo etanol são dose-dependentes (Tamiasso et al., 2019).  

A relação entre o consumo de etanol e seus efeitos nas células ósseas também já foram 

evidenciados. Os primeiros estudos relacionando consumo crônico de etanol com perda 

de massa óssea, datam de 1965, por Saville e posteriormente, várias pesquisas foram 

realizadas com o intuito de descobrir os mecanismos pelos quais o consumo de etanol 

pode interferir na formação e manutenção da massa óssea (Chavassieux et al., 1993; 

Gong e Wezeman 2004; Keiver e Weinberg 2004; Simpson et al., 2005; Snow e Keiver 

2007). 

A interferência do consumo de etanol sobre o metabolismo ósseo já foi avaliada sobre a 

perspectiva de que o etanol interfere sobre a absorção de nutrientes essenciais para a 

saúde óssea como cálcio e magnésio além da vitamina D, bem como a interferência 

negativa sobre os níveis de paratormônio (Laitinen e Valimaki, 1991). Uma avaliação 

realizada com homens que consumiram álcool regularmente, apontou uma tendência a 

manifestarem fraturas não traumáticas por esmagamento em vértebras da coluna, além 

de apresentarem maior tempo para mineralização e formação de ósteons indicando que 

o consumo regular de etanol afeta diretamente o metabolismo ósseo (Crilly et al., 1988). 

Estudos utilizando camundongos que receberam uma dieta líquida rica em etanol, 

concluíram que o consumo regular de etanol promoveu nesses animais uma redução da 

espessura do osso trabecular e esponjoso, bem como um afastamento das trabéculas, 

além da elevação da osteoclastogênese, podendo ser uma outra via importante pelo qual 

o etanol afeta negativamente a massa óssea (Dai et al., 2000). 

CTM derivadas da medula óssea de humanos quando cultivadas em meio de 

diferenciação osteogênico acrescido de  50mM de etanol, apresentaram redução 

significativa da diferenciação osteoblástica caracterizada pela menor expressão gênica 

do colágeno tipo I e menor formação de nódulos de mineralização (Gong e Wezeman, 

2004). Resultados semelhantes foram observados por Friday e Howard, (1991) que 

demonstraram que a adição de etanol em culturas de CTM humanas  promoveu redução 

da proliferação celular e na produção e atividade da fosfatase alcalina, sendo um aspecto 
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importante para reafirmar a influência negativa do etanol sobre as células ósseas (Friday 

e Howard, 1991). 

Contudo, os efeitos do consumo materno de etanol durante a gestação e lactação sobre o 

fenótipo e atividade de síntese in vitro de condrócitos articulares da prole e sobre o 

potencial de diferenciação osteogênica in vitro das CTM da medula óssea de seus 

filhotes são desconhecidos. 
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CAPÍTULO 2 

Fenótipo e atividade de síntese de condrócitos articulares mantidos em cultura 2D e 

3D in vitro extraídos de ratos neonatos com exposição pré-natal ao consumo materno 

de etanol 

RESUMO  

Treze Ratas Wistar adultas gestantes, com 60 dias de idade,  foram distribuídas em dois 

grupos: um tratado com etanol e o outro controle. O grupo etanol recebeu do dia 9 até o 

final da gestação, diariamente, por sonda oro-gástrica, uma solução de etanol a 40% na 

dose de 12,5ml/kg e o grupo controle recebeu água destilada. Foram selecionados 

aleatoriamente quatro neonatos de cada mãe, que foram pesados, medidos pela 

metodologia Crown-rump-length (osso frontal ao sacro)  e avaliados quanto as 

características físicas. Destes  neonatos, os condrócitos foram extraídos das cartilagens 

articulares do fêmur e da tíbia e cultivados em meio condrogênico a 37oC e 5% CO2. 

Aos 7, 14 e 21 dias de cultivo, foram realizados os ensaios de atividade da fosfatase 

alcalina (FA), da conversão do MTT em formazan e porcentagem de células em cultura 

2D por campo. Aos 21 dias, foi realizada a porcentagem de áreas PAS+ em culturas 3D, 

assim como a avaliação da expressão dos transcritos gênicos para agrecan, Sox-9, 

colágeno tipo II, colágeno X, Runx-2 e VEGF pelo RT-PCR em tempo real. Para cada 

variável, foram calculados a média e o desvio padrão, com comparação das médias pelo 

teste t de student. O peso dos neonatos do grupo etanol foi significativamente menor 

quando comparado ao controle. O grupo etanol apresentou atividade da FA, conversão 

do MTT e porcentagem de de células significativamente maiores aos 7, 14 e 21 dias. 

Houve maior expressão de colágeno tipo II e menor expressão do Sox-9 no grupo 

etanol. Não houve diferença na expressão de agrecan, colágeno X, Runx-2 e VEGF 

entre grupos. Conclui-se que o consumo de etanol durante a gestação altera o fenótipo e 

a atividade de síntese dos condrócitos da prole, sendo este um dos mecanismos pelo 

qual há comprometimento da formação óssea endocondral causada pelo consumo 

materno de etanol. 

Palavras-chave: álcool, cartilagem, condrócitos, gestação, rata 
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ABSTRACT 

Thirteen adult female Wistar rats were divided into two groups: one treated with ethanol 

and the other control. From the 9th to the end of gestation, the ethanol group received a 

40% ethanol solution daily at the dose of 12.5ml / kg, and the control group received 

distilled water. Four newborns from each mother were randomly selected and weighed 

(Crown-rump-length), measured and evaluated for physical characteristics. From these 

neonates, the chondrocytes were extracted from the articular cartilages of the femur and 

tibia and cultivated in a chondrogenic medium at 37oC and 5% CO2. At 7, 14 and 21 

days of cultivation, alkaline phosphatase (FA) activity tests, MTT conversion to 

formazan and cell percentage per field were performed. At 21 days, the percentage of 

aerial PAS + in 3D cultures was performed, as well as the evaluation of gene transcript 

expression for agrecan, Sox-9, collagen type II, collagen X, Runx-2 and VEGF by real-

time RT-PCR. For each variable, the mean and standard deviation were calculated, 

comparing the means by Student's t-test. The weight of the ethanol group neonates was 

significantly lower when compared to the control. The ethanol group showed 

significantly higher AF activity, MTT conversion and cell percentage at 7, 14 and 21 

days. There was higher expression of collagen type II and lower expression of Sox-9 in 

the ethanol group. There was no difference in expression of agrecan, collagen X, Runx-

2 and VEGF between groups. In conclusion, ethanol consumption during pregnancy 

alters the phenotype and synthesis activity of offspring chondrocytes, which may be one 

of the mechanisms by which endochondral bone formation is compromised by maternal 

ethanol consumption. 

Keywords: alcohol, cartilage, chondrocytes, pregnancy, rat 
 

INTRODUÇÃO 

O processo de formação do esqueleto é complexo e dependente de inúmeros fatores 

(Simpson et al., 2005). A formação pré-natal e o crescimento pós-natal dos ossos do 

esqueleto ocorrem pelos processos intra-membranoso ou endocondral (Degnin et al., 

2010) 
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A ossificação ou formação óssea endocondral é o processo de formação intra-uterina ou 

pré-natal da maioria dos ossos do esqueleto, incluindo dos ossos longos, que se dá a 

partir de um molde cartilaginoso (Nishimura et al., 2012). Os condrócitos hipertróficos 

do centro desse molde induzem a invasão vascular por meio da síntese de fatores de 

crescimento, dentre eles o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Em 

seguida ocorre a diferenciação das células tronco mesenquimais (CTM) do pericôndrio 

em osteoblastos, que secretam matriz óssea por sobre o molde cartilaginoso, dando 

origem à formação dos centros de ossificação no período pré-natal (Kronenberg, 2003). 

Após o nascimento, os condrócitos da cartilagem articular e da placa epifisária, que são 

os resquícios desse molde cartilaginoso, continuam proliferando-se e diferenciando-se 

para promover a ossificação ou crescimento ósseo endocondral pós-natal (Dao et al., 

2012). A diferenciação e a maturação das células cartilaginosas da  placa epifisária e da 

cartilagem articular permitem que ocorra a invasão vascular que carreia células tronco 

mesenquimais e células osteoprogenitoras que se diferenciam em osteoblastos para 

secretar matriz óssea sob a matriz cartilaginosa, promovendo assim o crescimento ósseo 

pós-natal (Las Heras et al., 2012). 

Diversos fatores de transcrição, dentre eles o Runx2 e o Sox9, são necessários para a 

adequada formação e crescimento ósseos endocondrais. O Sox9 é essencial para a 

sobrevivência celular, para a conversão das células condroprogenitoras em condrócitos, 

para a maturação de condrócitos (Hattori et al., 2010) e para a expressão de agrecan 

(Kronenberg, 2003) e de colágeno tipo II, sendo este último, o principal componente da 

matriz extracelular (MEC) (Shi et al., 2015). Posteriormente, à medida que os 

condrócitos amadurecem e sofrem hipertrofia, tem início a síntese de colágeno tipo X 

(Castagnola et al., 1986). O fator Runx2 tem importante papel atuando na placa de 

crescimento, aumentando a proliferação e coordenando a maturação dos condrócitos 

(Zheng et al., 2003). Sua expressão é elevada no estágio final da condensação celular 

para a formação do molde cartilaginoso, reduzindo nos condrócitos proliferativos e 

aumentando novamente nos condrócitos pré-hipertróficos e hipertróficos. A ausência de 

Runx2 está associada à redução no número de condrócitos hipertróficos e à ineficiência 

da mineralização da matriz (Kronenberg, 2003). 
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O controle dessas etapas é fundamental para que a formação e o crescimento ósseos 

ocorram de maneira adequada. Sabe-se que várias substâncias exógenas podem 

interferir neste controle ocasionando alterações tanto na formação quanto no 

crescimento do esqueleto dentre elas o etanol (Burgos e Medeiros, 2002). O etanol 

ingerido por mulheres gestantes por meio do consumo de bebidas alcoólicas, atravessa a 

barreira placentária atingindo a circulação fetal (Kaup et al., 2001; Snow e Keiver, 

2007). Estudos já comprovaram que a exposição pré-natal ao etanol é responsável por 

alterações esqueléticas como  baixo crescimento fetal e redução do perímetro cranial 

(Day et al., 2002). 

Entretanto, uma limitação dos estudos em seres humanos é a dificuldade em afirmar que 

as alterações observadas nos indivíduos que sofreram a exposição pré-natal ao etanol 

(PEE) são decorrentes exclusivamente do etanol, tendo em vista que sua associação a 

fatores ambientais e ao uso de outras drogas é frequente. Grande parte das mulheres que 

consome etanol durante a gestação também são tabagistas e o cigarro, por si só, já causa 

danos ao feto (Dörrie et al., 2014). Por isso e pelas razões éticas que impedem que 

mulheres gestantes sejam incluídas em determinados experimentos, os modelos murinos 

tem sido bastante utilizados para esclarecer os danos causados pelo consumo de etanol 

no período pré-natal (Ni et al., 2018). 

Em modelo murino, a PEE causou retardo da ossificação endocondral ocasionado pela 

descontinuidade do processo de amadurecimento dos condrócitos com consequente 

supressão da osteoclastogênese, fundamental para o processo de formação óssea 

endocondral (Pan et al., 2016). A PEE é também capaz de alterar a estrutura da 

cartilagem da tíbia de ratos em crescimento, uma vez que ocorre redução na espessura 

da zona de repouso e aumento da zona hipertrófica, resultando em ossos mais curtos 

(Snow e Keiver, 2007). Em outro estudo, constatou-se também que o etanol afeta in 

vivo o desenvolvimento ósseo de formas distintas, dependendo do sítio ósseo, sendo a 

ulna, o rádio, a tíbia e o sacro de ratos mais sensíveis ao efeito do etanol (Simpson et al., 

2005).  

Ao contrário da hipótese de que a formação endocondral in vivo possa ser afetada por 

inibição da diferenciação das células tronco em condrócitos, alguns estudos têm 
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comprovado exatamente o contrário, uma vez que o etanol aumentou in vitro a 

diferenciação condrogênica de células tronco embrionárias (Kulyk e Hoffman, 1996; 

Hoffman e Kulyk, 1999). 

No entanto, apesar das evidências de que o etanol altera a formação e o crescimento 

endocondral in vivo, este parece ser o primeiro estudo que avaliou o fenótipo e a 

atividade de síntese de condrócitos articulares in vitro extraídos de ratos neonatos com 

exposição pré-natal ao consumo materno de etanol, a fim de compreender a patogênese 

das alterações da formação óssea endocondral causadas pelo etanol.  

MATERIAL E MÉTODOS  

O experimento foi realizado nas dependências da Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais, nos laboratórios de Experimentação Animal e Núcleo de 

Células Tronco e Terapia Celular Animal do Complexo de Pesquisa Avançada em 

Medicina Veterinária e no laboratório de Histopatologia do Departamento de Clínica e 

Cirurgia Veterinárias. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética  

do Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob 

protocolo nº119/16. 

 

Animais e manejo 

Foram utilizadas 13 ratas Wistar com dois meses de idade alojadas em caixas plásticas e 

submetidas ao regime de  12 horas de luz e 12 horas de escuro recebendo ração 

comercial e água à vontade. Após duas semanas de adaptação, foi realizada citologia 

vaginal em todas as ratas para identificação da fase do ciclo estral conforme 

metodologia descrita por Marcondes (2002). As ratas que estavam em fase de proestro 

ou estro foram colocadas com machos (um macho para cada duas fêmeas) durante o 

período escuro. A cópula foi confirmada mediante visualização de espermatozóides na 

citologia vaginal marcando este dia, como o dia zero de gestação. Após a confirmação 

da cópula, as ratas foram separadas em caixas individuais constituindo dois grupos 

experimentais: 1)  grupo controle (n=6) e 2) e grupo etanol (n=7). As ratas do grupo 2, a 

partir do nono dia de gestação, receberam por gavagem diária, solução de etanol a 40% 
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(12,5 mL /Kg PV totalizando 4g de etanol/kg segundo Pan et al., 2016) duas horas após 

o início do ciclo claro. O grupo controle recebeu água destilada como placebo no 

mesmo esquema posológico. Todos os animais foram pesados nos dias 0 , 9 e 18 de 

gestação. As ratas foram avaliadas quanto a quaisquer alterações de comportamento, 

como excitabilidade, agressividade e letargia excessiva durante todo o período 

experimental. O consumo diário de ração por animal e o ganho de peso foram 

determinados ao longo de todo o periodo experimental. No dia do parto, todos neonatos 

foram avaliados a fim de se identificar quaisquer deformidades físicas ou alterações de 

comportamento. Foram selecionados, aleatoriamente, quatro neonatos de cada mãe e os 

mesmos foram eutanasiados com sobredose de Tiopental (100 mg/Kg) por via 

intraperitoneal, medidas pela metodologia Crown-rump-length (osso frontal ao sacro) e 

pesados. 

 

Consumo diário de ração das ratas (g)  

A partir do zero dia de gestação durante seis semanas, as ratas receberam 500g de ração 

disponível à vontade. A cada sete dias as sobras foram pesadas para se estabelecer uma 

média da quantidade consumida por dia em gramas por animal e por grupo 

sucessivamente. A média e o desvio padrão foram determinados para cada grupo. 

 

Ganho de peso das ratas (g) 

Nos dias 0, 9 e 18 dias de gestação, as ratas foram pesadas para se estabelecer o ganho 

de peso em gramas de cada rata por grupo. A média e o desvio padrão foram 

determinados para cada grupo. 

 

Extração e cultivo em meio condrogênico dos condrócitos da cartilagem articular dos 

neonatos 

Foi realizada antissepsia da pele dos neonatos com solução de iodopolvidona e álcool 

iodado para extração dos membros pélvicos. As cartilagens articulares das cabeças dos 

fêmures e das extremidades proximais das tíbias foram extraídas, lavadas com uma 

solução de tampão fosfato salino (PBS) 0,15M e em seguida, fragmentadas e colocadas 

em meio DMEM baixa glicose acrescido de gentamicina (60 mg/L), penicilina 
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(100UI/mL), estreptomicina (100mg/mL), anfotericina B (25mg/L), 5% de soro fetal 

bovino (SFB- Sorali, Brasil) e colagenase tipo I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

1,5 mg/mL. Os fragmentos de cartilagem foram incubados em estufa a 5% de CO2 e 

37°C por 12 horas.  

Após esse período, o material foi centrifugado por 10 minutos, a 2000g lavado com 

PBS 0,15M e, novamente centrifugado por 10 minutos a 2000g. Os pellets foram 

ressuspensos em meio condrogênico contendo  DMEM baixa glicose enriquecido de 

gentamicina (60 mg/L), penicilina (100UI/mL), estreptomicina (100mg/mL) e 

anfotericina B (25mg/L), 1% de soro fetal bovino, ácido ascórbico (50µg/mL), 

dexametasona (10-7M), 6,25 µg/mL de insulina, 6,25 µg/mL de transferrina, 1mM de 

piruvato e 1,25 µg/mL de BSA e transferidos para garrafas de cultivo T-25 e cultivados 

em estufa a 37°C e 5% de CO2. Após, confluência de 80 a 90 % as células foram 

repicadas e transferidas para garrafas T-75 sendo novamente repicadas até a terceira 

passagem. A troca de meio foi realizada duas vezes por semana. 

Aos sete, 14 e 21 dias de cultivo 2D em meio condrogênico, foram realizados os testes 

de conversão do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina e 

porcentagem de células por campo. Aos 21 dias, foram realizadas a porcentagem de 

áreas PAS+ em cultura 3D e a  quantificação dos transcritos gênicos para agrecan, Sox-

9, colágeno tipo II, colágeno X, Runx-2 e VEGF pelo RT-PCR em tempo real. 

Teste de conversão do MTT em cristais de formazan 

As células foram transferidas para placas de cultivo de 24 poços na concentração de 2 × 

104 células por poço. O teste de conversão de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-

2yl)-2,5-difeniltetrazolio]}  em cristais de formazan foi realizado aos 7, 14 e 21 dias de 

cultivo em meio condrogênico. Foram utilizados 210 µL de meio condrogênico e 170 

µL de MTT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)(5mg/mL). Em seguida, as placas foram 

incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 durante 2 horas o que permitiu observar ao 

microscópio óptico a formação dos cristais de formazan. Em seguida, foram 

adicionados  210µL de SDS – 10% HCl e novamente incubadas em estufa a 37°C e 5% 

de CO2 por 12 horas. No dia seguinte, foram transferidos 100 µL de cada poço para 

placas de 96 poços e a leitura ocorreu em espectrofotômetro com comprimento de onda 
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de 595 nm. A média e o desvio padrão foram calculados em sextuplicata para cada 

grupo experimental. 

Teste da atividade da fosfatase alcalina pelo método BCIP/ NBT 

As células foram transferidas para placas de 24 poços na concentração de 2 × 104 

células por poço. Após 7, 14 e 21 dias de cultivo, os meios de cultivo foram removidos 

e cada poço foi lavado com solução de PBS 0,15 M estéril e foram adicionados 200 µL 

de solução  BCIP/NBT (1mL de tampão da fosfatase alcalina, 4,4 mL de NBT {nitro-

blue tetrazoliumchloride} e 3,3mL de BCIP {5-bromo-4-chloro-3’-indolylphosphate p-

toluidinesalt}). As placas foram incubadas em estufa  a 5% CO2 e 37°C  por 2 horas. 

Após esse período, foram adicionados 210 µL de SDS 10% HCl e novamente incubadas 

em estufa por 12 horas. Após este período, foram transferidos de cada poço, 100 µL 

para placas de 96 poços para leitura em espectrofotômetro em comprimento de onda 

595 nm. As médias e desvio padrão foram calculados em sextuplicada para cada grupo 

experimental.  

Porcentagem de área coberta por células em monocamada (cultura 2D) 

As células foram transferidas para placas de 24 poços contendo lamínulas plásticas de 

13mm de diâmetro na concentração de 2 × 104 células por poço. Após 7, 14 e 21 dias de 

cultivo, as lamínulas foram lavadas duas vezes com solução de PBS 0,15M e fixadas 

com solução de paraformoldeído 4% por 24 horas. Posteriormente, foram lavadas com 

água destilada e coradas pela coloração de ácido periódico Schiff (PAS). A 

porcentagem de área coberta por células foi determinada em 8 campos na objetiva de 10 

x, com o uso da gratícula de 121 pontos.  As médias e desvio padrão foram calculados 

em sextuplicata para cada grupo experimental. 

Porcentagem de áreas PAS positivas em cultura 3D 

As células foram transferidas para tubos falcon de 15 mL, na concentração de 1,5 x 106 

células por tubo e centrifugadas a 2000g por 10 minutos. As células foram cultivadas 

em estufa a 37°C e 5% de CO2 durante 21 dias. Após esse período, o meio foi removido 

e os pellets foram lavados com solução de PBS 0,15M por duas vezes e em seguida, 

fixados em parafolmoldeído 4% por 24 horas. Apos este período, os pellets foram 
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desidratados em uma sequência de álcoois em concentração seriada iniciando em 70% a 

100% e posteriormente, incluídos em parafina. Os pellets foram cortados em micrótomo 

em espessura de 4 micrômetros e corados pelo PAS. As áreas PAS+ foram determinadas 

utilizando-se microscópio óptico e gratícula de 121 pontos, por 2 campos, visualizados 

em objetiva de 40x. As médias e desvio padrão foram calculados em sextuplicata para 

cada grupo experimental. 

 

Avaliação da expressão dos transcritos gênicos agrecan, Sox-9, colágeno tipo II, 

colágeno X Runx-2 e VEGF pelo RT-PCR em tempo real. 

As células foram transferidas para garrafas T-25 na concentração de 25 x 104 células por 

garrafa e mantidas em meio condrogênico por um período de 21 dias. O processo 

resumido incluiu utilizar 1 µg de RNA, extraídos pelo trizol, para a síntere de cDNA 

utilizando o Kit Super Script III Platinum Two-Step qPCR kit com SYBR Green 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O q- RT-PCR foi realizado em termociclador Smart 

Cycler II (Cepheid, Carpinteria, CA , USA). A primeira etapa de  amplificação de q- 

RT-PCR foi iniciada com a transcrição reversa por 120 segundos a 50°C, seguido por 

PCR com os  seguintes parâmetros 45 ciclos de 15 segundos a 95°C e 30 segundos a 

60°C. Ao final de cada ensaio, os dados de fluorescência foram utilizados para obtenção 

dos valores CT. A expressão gênica foi calculada utilizando 2-ΔΔC
t, onde os valores das 

amostras foram calculadas em relação ao GAPDH Ct. Os iniciadores foram delineados 

com base na sequência do mRNA Rattus novergicus (tabela 1). A média e o desvio 

padrão foram determinados em quadruplicata para cada grupo experimental.  
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Tabela 1. Sequência de nucleotídeos dos iniciadores para RT-PCR em tempo Real 

Gene Iniciadores (seqüências de nucleotídeos 5’ a 3’) Nº acesso 
GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA 
 

NM 002046 

Agrecano foward: CACACGCTACACACTGGACT 
reverse: TCACACTGGTGGAAGCCATC 
 

NM 022190.1 

Colágeno tipo II foward: GTTCACGTACACTGCCCTGA 
reverse: AAGGCGTGAGGTCTTCTGTG 

NM_012929.1 

   
Runx-2 foward: GCGTCAACACCATCATTCTG 

reverse: CAGACCAGCAGCACTCCATC 
 

NM_004348 
 

Sox-9 
 

foward: CCCGATCTGAAGAAGGAGAGC 
reverse: GTTCTTCACCGACTTCCTCCG 
 

NW_0473432 

VEGF 
 

forward:GCCCAGACGGGGTGGAGAGT 
reverse:AGGGTTGGCCAGGCTGGGAA 

NW_00111033.1 

   
Colágeno X forward:GAAACAGGTGTCTGACTTAC 

reverse:TACTTCCAGTGGAATAGAAG 
XM_001053056.3 

 

Análise Estatística  

O delineamento foi realizado inteiramente ao acaso e para cada variável foram 

determinados a média e o desvio padrão. Foi realizada ANOVA e comparação das 

médias pelo teste t student utilizando o programa GraphpadInstat 3.05 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, USA). Diferenças foram consideradas significativas se 

p<0,05.  

 
RESULTADOS  

 

Consumo diário de ração das ratas(g) e ganho de peso das ratas (g) 

As ratas de ambos os grupos experimentais não apresentaram alterações de 

comportamento quando comparadas ao grupo controle. O grupo de ratas que recebeu 

etanol apresentou consumo diário de ração significativamente menor quando comparado 

ao controle. Entretanto, não houve diferença significativa no ganho de peso dos animais. 

Além disso, o tempo de gestação e o tamanho da ninhada também não diferiram 

significativamente entre grupos (Tabela 2). 
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Tabela 2 . Média e desvio padrão do consumo diário de ração, ganho de peso do início ao final 
da mãe, tempo de gestação (dias), e tamanho da ninhada das ratas submetidas (grupo etanol) ou 
não (grupo controle) ao consumo de etanol a partir do nono dia de gestação 
 

Variável Grupo 
Controle Etanol 

   
Consumo diário de ração (g) 32,5 ± 1,2 A 27,4 ±2 ,5 B 
Ganho de peso (mãe) do início 
ao  final da gestação (g) 

58,6 ± 3,7 A  60,2 ± 10,5 A  

Tempo de gestação (dias) 21,3 ± 0,5 A 22,0 ± 0,0 A 
Tamanho da ninhada 10,0 ± 0,0 A 10,4 ± 2,0 A 
   

              Médias seguidas de mesma letra na linha não diferem entre si (p>0,05). 

 

Peso e medidas dos neonatos 

O peso dos neonatos das mães que receberam etanol foi significativamente menor 

quando comparado ao peso dos neonatos do grupo controle (Tabela 3). Entretanto, não 

houve diferença estatística quanto a medida dos neonatos na comparação entre os 

grupos (Tabela 3). 

Tabela 3. Média e desvio padrão do peso (g) e comprimento dos neonatos das ratas submetidas 
(grupo etanol) ou não (grupo controle) ao consumo de etanol a partir do nono dia de gestação 
 

Variável Grupo 
Controle Etanol 

   
Peso dos neonatos(g) 6,5± 0,16A 6,06± 0,09B 
Comprimento dos neonatos 
(cm) 

4,73± 0,04A 4,82± 0,07A 

 Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (p≤0,05) 

 

Conversão do MTT em cristais de formazan e atividade da fosfatase alcalina pelo 

método BCIP/ NBT 

Os condrócitos do grupo etanol apresentaram maior conversão do MTT em cristais de 

formazan quando comparado ao grupo controle aos 7, 14 e 21 dias de cultivo (Figura 

3A). O mesmo resultado foi observado na atividade de fosfatase alcalina, o qual o grupo 

etanol apresentou maior atividade quando comparado ao grupo controle aos 7, 14 e 21 

dias de cultivo (Figura 3B). 
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Figura 3. Culturas de condrócitos de neonatos filhos de ratas não submetidas (grupo controle) e 
submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a gestação aos 7, 14 e 21 dias de 
cultivo em meio condrogênico. A) Média e desvio padrão da redução do MTT em cristais de 
formazan. B) Média e desvio padrão da atividade de fosfatase alcalina pelo método de 
BCIP/NBT.  *p < 0,05.  

 

Porcentagem de áreas cobertas por celulas em cultura de condrócitos em 

monocamada (2D) e porcentagem de áreas PAS positivas por campo em cultura 3D 

de condrócitos  

 

As culturas do grupo etanol apresentaram porcentagem de área coberta por células 

significativamente maior em comparação a cultura do grupo controle aos 7, 14 e 21 dias 

de cultivo (Figura 4). Na cultura tridimensional não houve diferença significativa entre 

grupos na porcentagem de áreas PAS+ (Figura 5). 
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Figura 4. (A) Fotomicroscopia da porcentagem de área coberta por células nas culturas em 
monocamada (2D) de condrócitos de neonatos filhos de ratas não submetidas (grupo controle) e 
submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a gestação aos 7, 14 e 21 dias de 
cultivo em meio condrogênico. B) Média e desvio padrão da porcentagem de área coberta por 
células dos grupos controle e etanol. *p < 0,05. 
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Figura 5. (A) Fotomicroscopia da porcentagem de área PAS positivas de culturas em 3D de 
condrócitos de neonatos filhos de ratas não submetidas (grupo controle) e submetidas (grupo 
etanol) ao consumo de etanol durante a gestação aos 21 dias de cultivo em meio condrogênico. 
B) Média e desvio padrão da porcentagem de área PAS positivas dos grupos controle e etanol. p  
>0,05. 
 

Avaliação da expressão dos transcritos gênicos agrecano, Sox-9, Colágeno tipo II, 

colágeno X,  Runx-2 e VEGF pelo RT-PCR em tempo real. 

Não houve diferença estatística entre a expressão dos transcritos gênicos agrecano, 

Runx-2, colágeno X e VEGF do grupo etanol quando comparado ao grupo controle. 

Entretanto, houve maior expressão do transcrito gênico colágeno tipo II no grupo etanol 

quando comparado ao grupo controle e menor expressão Sox-9 no grupo etanol quando 

comparado ao grupo controle (Figura 6).  
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Figura 6. Quantificação relativa da expressão gênica (média ± desvio padrão) em culturas de 
condrócitos de neonatos filhos de ratas não submetidas (grupo controle) e submetidas (grupo 
etanol) ao consumo de etanol durante a gestação aos 21 dias de cultivo em meio condrogênico. 
*p < 0,05. 
 

DISCUSSÃO 

Os efeitos do etanol são considerados dose-dependentes (Dyer et al., 1998), ou seja, 

podem variar de acordo com o volume consumido diariamente, sendo classificado como 

consumo discreto, moderado ou intenso (Ganry et al., 2000). No presente estudo, as 

ratas do grupo etanol receberam uma dose diária considerada intensa durante a gestação 

o que promoveu redução de peso dos neonatos e alterrou o fenótipo e a atividade de 

síntese dos condrócitos da prole, podendo ser este um dos mecanismos pelo qual há 

comprometimento da formação óssea endocondral causada pelo consumo materno de 

etanol. 

Em relação ao tamanho da ninhada e ganho de peso das mães durante a gestação, não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos. Diferentemente, Abel 

(1978), demonstrou redução no ganho de peso das ratas submetidas à ingestão de etanol 

do primeiro ao último dia de gestação e com metade da concentração alcoólica utilizada 

no presente experimento, além de redução do tamanho da ninhada. No presente estudo, 

apesar de não ter sido observada diferença significativa no tamanho dos filhotes, os 

neonatos do grupo etanol foram significativamente mais leves quando comparados aos 

do grupo controle. Acredita-se que o peso reduzido dos neonatos do grupo etanol possa 

estar associado a uma menor massa óssea ao nascimento. Essa suspeita se apoia em 
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resultados demonstrados por Pan et al. (2016), que, utilizando metodologia idêntica ao 

do presente estudo avaliando fetos de 20 dias de gestação, apontaram redução intensa da 

matriz óssea associada a redução do comprimento femoral devido ao acúmulo 

significativo de condrócitos da zona hipertrófica da cartilagem de crescimento nos 

animais que foram submetidos ao efeito do etanol na vida intra-uterina.  

Os efeitos do consumo materno de etanol sobre a histomorfometria de condrócitos das 

cartilagens de crescimento da prole tem sido estudados (Simpson et al., 2005; Snow e 

Keiver, 2007; Pan et al., 2016). Miralles-flores e Delgado-Baeza (1992) demonstraram 

que ratos com 15 dias, filhos de mães que receberam dieta líquida com 36% de solução 

alcoólica dos 30 dias antes da gestação até o final da lactação, apresentaram redução 

expressiva do tamanho da placa de crescimento decorrente da redução significativa dos 

condrócitos hipertróficos. Já Snow e Keiver (2007) demonstraram em ratos com 21 dias 

que foram submetidos ao efeito intra-uterino do etanol, redução intensa da zona de 

repouso e acúmulo anormal dos condrócitos da zona hipertrófica. A heterogeinicidade 

de resultados provavelmente se deve à diferenças metodológicas quanto às 

concentrações da solução alcoólica administrada para a mãe bem como o período de 

administração e a idade da prole estudada.  

Os condrócitos do grupo que recebeu etanol, apresentaram maior conversão de MTT em 

cristais de formazan, em todos os tempos avaliados o mesmo acontecendo com a 

atividade de fosfatase alcalina e a porcentagem de área coberta por células. Tanto o 

ensaio de MTT quanto de atividade de fosfatase alcalina pelo método BCIP/NBT são 

testes colorimétricos e influenciados pelo número de células na cultura. Ficou evidente 

que a cultura dos condrócitos do grupo etanol apresentou maior cobertura celular 

quando comparado ao grupo controle, em todos os períodos estudados demonstrando 

maior atividade proliferativa ou menor apoptose dos condrócitos justificando os maiores 

valores de MTT e atividade de FA.  

Apesar da maior celularidade da cultura observada no grupo etanol, não houve diferença 

significativa entre grupos na porcentagem de áreas PAS+ que refletem o conteúdo de 

proteoglicanos da matriz. Sabe-se que os condrócitos em proliferação são responsáveis 

pela síntese da matriz cartilaginosa rica em proteoglicano e colágeno do tipo II 
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(Kronenberg, 2003).  A medida em que os condrócitos se hipertrofiam, a síntese de 

proteoglicanos e colágeno tipo II reduz, dando lugar a síntese do colágeno do tipo X 

(Kronenberg, 2003). A expressão relativa do transcrito agrecan semelhante entre os 

grupos pode justificar o conteúdo de proteoglicanos semelhante uma vez que o agrecan 

é o principal proteoglicano presente na cartilagem. Apesar disso, a expressão relativa de 

colágeno tipo II foi significativamente superior no grupo etanol.  

A matriz cartilaginosa é composta principalmente por fibrilas de colágeno associadas a 

macromoléculas de proteoglicanos que se ligam a moléculas de glicosaminoglicanos 

sulfatados. A expressão dos diferentes tipos de colágeno durante a condrogênese ocorre 

de forma temporal e de acordo com o nível de diferenciação celular. Observa-se 

expressão inicial de colágeno I pela células indiferenciadas, seguida pelo colágeno tipo 

II pelas células em proliferação e finalmente colágeno X pelas células maduras. 

Entretanto, o colágeno tipo II é o que predomina na cartilagem articular. A síntese do 

colágeno tipo II é mais intensa nos estágios iniciais da formação óssea endocondral, 

sendo este colágeno responsável por conferir resistência a cartilagem (Shinomura et al., 

2012). A medida em que esses condrócitos vão amadurecendo e hipertrofiando, a 

síntese de colágeno tipo II vai reduzindo e sendo substituída pelo colágeno tipo X ( 

Castagnola et al., 1986; Kronenberg, 2003). 

Estudos in vitro demonstram que células mesenquimais, derivadas dos primórdios 

faciais em embriões de galinha aos 21 dias, apresentam maior diferenciação 

condrogênica quando cultivadas com etanol mediante aumento da expressão de agrecan 

e colágeno tipo II (Hoffman e Kulyk 1999). In vitro, a adição de etanol em culturas de 

condrócitos de ratos neonatos cultivadas com adição de etanol, apresentaram alteração 

do fenótipo e da atividade de síntese devido a redução da atividade de fosfatase alcalina, 

redução de matriz PAS positiva e diminuição de expressão de agrecan e que esses 

efeitos foram dose dependentes (Tamiasso, et al., 2019). Entretanto, nenhum estudo 

avaliou os efeitos do consumo materno de etanol sobre o fenótipo e atividade de síntese, 

in vitro, de condrócitos articulares da prole ao nascimento objetivo do presente estudo. 

Provavelmente, além dos efeitos dose e período dependentes, os efeitos do etanol 

diferem sobre o tipo de célula cultivada. O grupo etanol demonstrou menor expressão 

de Sox -9 quando comparada a do grupo controle. O Sox-9 é um transcrito gênico 
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fundamental nas etapas iniciais relacionadas a diferenciação, proliferação e maturação 

dos condrócitos, iniciando o processo de hipertrofia (Akiyama et al., 2002; Kronenberg, 

2003). No entanto, a medida em que os condrócitos bem diferenciados se hipertrofiam, 

o Sox-9 diminui a sua expressão (Yano et al., 2005; Shi et al., 2015). É imprescindível 

que haja a redução da expressão do SOX-9 para que haja hipertrofia dos condrócitos, 

bem como subsequentemente a expressão de VEGF (Hattori et al., 2010). Ao 

correlacionar os resultados de menor expressão do transcrito Sox-9 com a maior 

expressão do colágeno tipo II, podemos supor que a exposição pré-natal ao etanol leva a 

diferenciação e proliferação dos condrócitos, sem contudo, atingir o ápice de 

maturidade dos condrócitos hipertróficos. 

Não houve diferença estatística em relação a expressão dos transcritos gênicos Runx-2 e 

VEGF. Sabe-se que o Runx-2 e o VEGF são transcritos gênicos importantes no 

processo de formação óssea endocondral. O Runx-2 atua no processo de maturação dos 

condrócitos, e que, juntamente com a fosfatase alcalina, atua como marcador importante 

de condrócitos hipertróficos, tendo o papel fundamental na condensação celular que 

dará origem ao molde cartilaginoso que será posteriormente substituído por tecido ósseo 

(Zheng et al., 2003; Garimella et al., 2004). Já o VEGF tem como função principal 

desencadear a invasão vascular no final do processo de hipertrofia e maturação dos 

condrócitos (Degnin et al., 2010), propiciando assim a chegada de células tronco 

mesenquimais que se diferenciam em osteoblastos, bem como a presença de 

condroclastos necessários para a fagocitose da matriz cartilaginosa e dos condrócitos 

apoptóticos (Simpson et al., 2005). Portanto, com base nos resultados obtidos, o etanol 

parece não interferir na expressão desses transcritos gênicos, ou que no momento 

avaliado, tais fatores não estivessem mais com sua expressão aumentada.   
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CONCLUSÃO 

Conclui-se que o consumo de etanol durante a gestação altera o fenótipo e a atividade 

de síntese dos condrócitos da prole, por aumentar a porcentagem de células em culturas 

2D bem como a conversão do MTT em cristais de formazan a atividade da fostase 

alcalina, além de reduzir a expressão do Sox-9 e aumentar a expressão do colágeno II,  

podendo ser este um dos mecanismos pelo qual há comprometimento da formação óssea 

endocondral causada pelo consumo materno de etanol. 

 

CAPÍTULO 3 

Efeito do consumo materno de etanol durante a gestação e lactação sobre a 
diferenciação osteogênica de células tronco mesenquimais de medula óssea de ratos 

ao desmame 

 

RESUMO 

Foram utilizadas 13 ratas Wistar adultas distribuídas em dois grupos experimentais, 

grupo controle e o grupo tratado com etanol. As ratas do grupo etanol e controle, 

receberam por gavagem diária, a partir do nono dia de gestação, solução alcoólica 40%, 

correspondendo a dose de 4g/kg e água destilada, respectivamente até o trigésimo dia de 

lactação. No trigésimo dia de lactação três filhotes por fêmea foram eutanasiados  para 

ser avaliado o efeito do consumo materno de etanol durante a gestação e lactação sobre 

a diferenciação osteogênica das celulas tronco mesenquimais da medula óssea (CTM-

MO) dos filhotes. As CTM-MO foram extrídas do fêmur e tíbia e cultivadas em meio 

osteogênico por 7, 14 e 21 dias. Foram realizados os testes de conversão do MTT, 

atividade de fosfatase alcalina e porcentagem de células. Aos 21 dias, foram realizados 

a quantificação do tamanho médio dos  nódulos mineralizados, bem como % área média 

mineralizada por nódulo e número de nódulos por lamínula e a  quantificação dos 

transcritos gênicos para osteopontina, osteocalcina, BMP-2, Runx-2 e colágeno tipo I 

por RT-PCR em tempo real. As médias foram comparadas pelo teste de SNK e as 

diferenças foram consideradas significativas se p<0,05. O peso dos filhotes das mães 
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que receberam etanol foi significativamente menor quando comparado ao controle. As 

CTM do grupo etanol apresentaram menor conversão de MTT aos sete dias de 

diferenciação osteogênica porem maior atividade de fosfatase alcalina e maior 

porcentagem de células aos 14 e 21 dias em relação ao controle. Não houve diferença no 

número de nódulos mineralizados apesar da maior expressão de BMP-2, osteopontina e 

osteocalcina no grupo etanol. Conclui-se que o consumo materno de etanol durante a 

gestação e lactação aumenta, in vitro o potencial de diferenciação osteogénica das 

CTM-MO da prole, por aumentar a área média mineralizada por nódulo assim como 

aumentar a expressão dos transcriptos gênicos osteocalcina, osteopontina e BMP-2. 

Palavras-chave: álcool, células tronco, diferenciação osteogênica, gestação, lactação  

            ABSTRACT 

Thirteen adult female Wistar rats were divided into two experimental groups, the 

control group and the ethanol-treated group. The rats of the ethanol and control group 

received by daily gavage, from the ninth day of gestation, 40% alcohol solution and 

distilled water, respectively until the thirtieth day of lactation. On the thirtieth day of 

lactation three pups per female were euthanized. To evaluate the effect of maternal 

ethanol consumption during pregnancy and lactation on osteogenic differentiation of 

pups' bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs). The BMMSCs were extracted 

from the pelvic limbs and cultured in osteogenic medium for seven, 14 and 21 days. 

MTT conversion, alkaline phosphatase activity and cell percentage tests were 

performed. At 21 days, the average size of the mineralized nodules was quantified and 

the gene transcripts were quantified for osteopontin, osteocalcin, BMP-2, Runx-2 and 

collagen I by real-time RT-PCR. Means were compared by test t and differences were 

considered significant if p <0.05. The weight of the puppies of the mothers who 

received ethanol was significantly lower when compared to the control. The ethanol 

group BMMSCs showed lower MTT conversion at seven days of osteogenic 

differentiation but higher alkaline phosphatase activity and higher percentage of cells at 

14 and 21 days compared to control. There was no difference in the number of 

mineralized nodules despite the higher expression of BMP-2, osteopontin and 

osteocalcin in the ethanol group. It is concluded that maternal ethanol consumption 
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during pregnancy and lactation increases in vitro the potential for osteogenic 

differentiation of offspring BMMSCs from weaning by increasing bone matrix 

synthesis and mineralization. 
 

Keyword: alcohol, stem cells, osteogenic differentiation, pregnancy, lactation 

 

 

INTRODUÇÃO 

O crescimento ósseo pós-natal se dá por meio de três tipos de crescimento sendo o 

endocondral que ocorre basicamente por meio da cartilagem articular e placa epifisária e 

os crescimentos intramembranoso e aposicional (Serakides, 2016). 

Após o nascimento, os condrócitos da cartilagem articular e da placa epifisária, 

proliferam-se e diferenciam-se para promover a ossificação ou crescimento ósseo 

endocondral pós-natal (Dao et al., 2012). A placa epifisária é composta pelas zonas de 

repouso, proliferação, pré-hipertrófica e hipertrófica. Já a cartilagem articular é formada 

pelas zonas superficial, média e profunda (Camarero-Espinosa et al., 2016). A 

diferenciação e a maturação das células cartilaginosas da placa epifisária e da cartilagem 

articular permitem que ocorra a invasão vascular que carreia células tronco 

mesenquimais e células osteoprogenitoras que se diferenciam em osteoblastos para 

sintetizar matriz osteóide sob a matriz cartilaginosa, promovendo assim o crescimento 

ósseo pós-natal (Las Heras et al., 2012). Cerca de 90% da matriz osteóide é formada por 

colágeno tipo I e o restante por proteínas não colagênicas dentre elas a osteocalcina, 

osteopontina, osteonectina, sialoproteína óssea e fosfatase alcalina (Roach, 1994). Essas 

proteínas são essenciais para a mineralização da matriz osteóide e são consideradas 

marcadores da diferenciação osteogênica in vitro. 

Vários fatores influenciam o crescimento ósseo endocondral, como fatores genéticos, 

hormonais e nutricionais (Kronenberg, 2003). Sabe-se que o consumo materno de 

algumas substâncias durante o período lactacional pode promover alterações no 

crescimento da prole de forma direta e indireta. A forma direta se dá pela transferência 

da substância para a prole através do leite e a forma indireta  por modificar a 
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constituição do leite e/ou capacidade de ejeção ou sucção do mesmo e por comprometer 

a absorção intestinal de nutrientes (Giglia, 2010 ; Valsoni et al., 2011; Jansson, 2018; 

Reis et al., 2018). 

Uma destas substâncias é o etanol consumido por mulheres lactantes por meio de 

ingestão de bebidas alcoólicas (Dörrie et al., 2014). Sabe-se que o etanol está presente 

no leite materno em concentrações semelhantes às do sangue (Messias et al., 2006) e, 

acredita-se que seu efeito deletério no crescimento ósseo pós-natal se deva também a 

menor capacidade de sucção pelo filhote (Murillo-Fuentes et al., 2001) associada à falha 

na ejeção do leite devido a atividade supressora do etanol sobre a liberação de ocitocina 

materna (Giglia, 2010). Além disso, ele prejudica a absorção e o metabolismo de 

vitaminas e minerais, agravando ainda mais o quadro de má nutrição (Murillo-Fuentes 

et al., 2001). 

Apesar dos efeitos conhecidos, os mecanismos pelos quais a exposição pós-natal ao 

etanol causa as alterações esqueléticas como redução do perímetro cranial, baixo 

crescimento fetal e pós natal são pouco esclarecidos. Nossa hipótese é que essa 

substância compromete o crescimento ósseo endocondral, bem como o crescimento 

aposicional, por alterar a capacidade de diferenciação osteogênica das CTM-MO em 

osteoblastos comprometendo a síntese de matriz osteóide por sobre o arcabouço 

cartilaginoso comprometendo o crescimento ósseo longitudinal. 

In vitro, estudos demonstraram que a adição do etanol em culturas de células tronco 

mesenquimais humanas, promoveu efeitos deletérios significativos como aumento da 

senescência prematura das células, bem como, menor potencial de diferenciação 

osteogênica quando comparadas ao grupo controle (Chen et al., 2017). Gong e 

Wezeman, (2004) demonstraram que CTM tratadas com etanol manifestaram redução 

expressiva dos nódulos de mineralização bem como redução da expressão gênica para 

genes importantes durante o processo de ossificação como a fosfatase alcalina, 

osteocalcina e colágeno tipo I, indicando que o etanol tem influêcia negativa importante 

sobre a osteogênese em seres humanos. O efeito negativo também foi descrito em 

culturas de osteoblastos humanos onde promoveu efeito inibitório sobre a atividade da 
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fosfatase alcalina e redução da expressão de osteocalcina porém, os resultados obtidos 

foram dose e tempo dependentes (Chavassieux et al., 1993). 

Estudos in vitro, por promoverem um microambiente, se limitam a avaliação do efeito 

direto da substância sobre a célula não permitindo avaliar os efeitos de seus metabólitos 

e da relação intrínseca e extrínseca com outros fatores presentes in vivo. In vivo, o 

etanol é submetido à metabolização a acetaldeído que por ser tóxico, pode estar 

envolvido em desnaturação de proteínas, peroxidação lipídica e aumento dos radicais 

livres. Além disso, interfere na cadeia transportadora de elétrons causando alterações 

mitocondriais e inibindo processos de reparação do DNA (Addolorato et al.,  1997).  

Estudar os efeitos do consumo materno de etanol durante a gestação e lactação sobre o 

potencial de diferenciação osteogênica in vitro das CTM da medula óssea da prole é 

pertinente e permite avaliar o efeito do consumo materno dessa substância no 

crescimento ósseo pós-natal e esse constitui o objetivo do presente trabalho. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

O experimento foi realizado nas dependências da Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais, nos laboratórios de Experimentação Animal e Núcleo de 

Células Tronco e Terapia Celular Animal do Complexo de Pesquisa Avançada em 

Medicina Veterinária e no laboratório de Histopatologia do Departamento de Clínica e 

Cirurgia Veterinárias. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética  

do Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob 

protocolo nº119/16. 

 

Animais e manejo 

Foram utilizadas 13 ratas Wistar com dois meses de idade alojadas em caixas plásticas e 

submetidas ao regime de  12 horas de luz e 12 horas de escuro recebendo ração 

comercial e água à vontade. Após duas semanas de adaptação, foi realizada citologia 

vaginal em todas as ratas para identificação da fase do ciclo estral conforme 

metodologia descrita por Marcondes (2002). As ratas que estavam em fase de proestro 

ou estro foram colocadas com machos (um macho para cada duas fêmeas) durante o 
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período escuro. A cópula foi confirmada mediante visualização de espermatozóides na 

citologia vaginal marcando este dia, como o dia zero de gestação. Após a confirmação 

da cópula, as ratas foram separadas em caixas individuais constituindo dois grupos 

experimentais: 1)  grupo controle (n=6) e 2) e grupo etanol (n=7). As ratas do grupo 2, a 

partir do nono dia de gestação, receberam por gavagem diária, solução de etanol a 40% 

(12,5 mL /Kg PV totalizando 4g de etanol/kg segundo Pan et al., 2016) duas horas após 

o início do ciclo claro. O grupo controle recebeu água destilada como placebo no 

mesmo esquema posológico. Todos os animais foram pesados nos dias 0 , 9 e 18 de 

gestação. As ratas foram avaliadas quanto a quaisquer alterações de comportamento 

durante todo o período experimental. No dia do parto, os neonatos avaliados e foram 

amamentados até 30 dias de idade. As mães permaneceram recebendo solução alcoólica 

e água destilada, conforme o grupo, por todo o período de lactação. Aos 30 dias de 

lactação, três filhotes de cada mãe foram pesados e eutanasiados com superdosagem de 

Tiopental (100mg/kg) por via intraperitoneal.  

 

Extração e cultivo das células tronco mesenquimais da medula óssea da prole em 

meio indiferenciado (DEMEM) e meio osteogênico 

Após tricotomia e antissepsia com iodo polvidona e álcool iodado em toda a região 

pélvica, os fêmures e tíbias foram removidos e dissecados de todo o tecido conectivo. 

Em fluxo laminar, foram retiradas as epífises dos fêmures e tíbias para a extração da 

medula óssea. Os canais medulares foram lavados com DMEM baixa glicose e a 

medula óssea foi então transferidos para tubos falcon de 30mL que foram centrifugados 

por 10 minutos a 1400g. Os pellets foram ressuspensos em solução de DMEM baixa 

glicose enriquecido com gentamicina (60µg/L), penicilina (100 U/mL), estreptomicina 

(100µg/mL) e anfotericina B (25µg/L) (Sigma, USA) e 10% de soro fetal bovino 

(Sorali, Brasil) e cultivados em estufa a 37°C e 5% de CO2. Após 24 horas, o meio de 

cultivo foi trocado para remoção das células não aderentes. As trocas de meios foram 

realizadas a cada 4 dias e os repiques ocorreram após confluência de 80 a 90 % das 

células. As células foram submetidas a caracterização fenotípica e posteriormente 

submetidas a diferenciação osteogênica. A diferenciação osteogênica foi induzida pela 

substituição do meio básico por meio osteogênico constituído de DMEM baixa glicose 
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(Gibco, USA) com gentamicina (60µg/L), penicilina (100 U/mL), estreptomicina 

(100µg/mL), anfotericina (25µg/L) e enriquecido com vitamina C (50 µg/mL), ß 

glicerofosfato (10 mM), dexametasona (0,1 µM) além de 10% de soro fetal bovino 

(SFB). Aos 7, 14 e 21 dias de cultivo em meio osteogênico, foram realizados os testes 

de conversão do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina e 

porcentagem de células por campo. Aos 21 dias, foi realizada a  quantificação do 

número de nódulos mineralizados e a expressão relativa dos transcritos gênicos para 

osteopontina, osteocalcina, BMP-2, RUNX-2 e colágeno I por RT PCR tempo real. 

 

Caracterização fenotípica das células tronco mesenquimais da medula óssea da prole 

Células de terceira passagem foram ressuspensas na concentração de 1 x 106 células em 

PBS 0,15M e transferidas para placas de 96 poços com anticorpo primário por 30 

minutos a 4ºC. As células foram lavadas com PBS e incubadas com um anticorpo 

secundário com conjugado fluorescente (AlexaFluor 488, Molecular Probes, OR, USA) 

por 30 minutos a 4ºC. As amostras foram analisadas utilizando-se citômetro FAC Scan 

(Becton Dickinson, NY, USA) e os dados analisados utilizando Cellquest software 

Becton Dickinson. Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-CD45 

(clone 69 mouse), anti-CD90 (clone Ox-7 mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e 

anti-CD54 (clone 1A29 mouse) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).  

 

Teste de conversão de MTT em cristais de formazan 

As CTMs foram transferidas para placas de 24 poços  na concentração de 1x104 células 

por poço e após aderência, o meio básico foi substituído por meio osteogênico. Após 7, 

14 e 21 dias de diferenciação, cada grupo foi submetido ao teste de conversão do MTT 

{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio]} em formazan conforme 

metodologia descrita no capítulo 2.  

Teste de atividade da fosfatase alcalina pelo método BCIP/NBT 

As CTMs foram transferidas para placas de 24 poços  na concentração de 1x104 células 

por poço e após aderência, o meio básico foi substituído por meio osteogênico. Após 7, 

14 e 21 dias de diferenciação, cada grupo foi submetido ao teste de atividade de 
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fosfatase alcalina pelo método de BCIP/NBT conforme metodologia descrita no 

capítulo 2.  

Porcentagem de células por campo  

As CTMs foram transferidas para placas de 24 poços na concentração de 1x104 células 

por poço contendo lamínulas plásticas de 13 mm. Após aderência, o meio básico foi 

substituído por meio osteogênico e aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação, as lamínulas 

foram lavadas duas vezes com solução de PBS 0,15M e fixadas com solução de 

paraformoldeído 4% por 24 horas. Em seguida, foram lavadas com água destilada e 

coradas pela hematoxilina e eosina. A porcentagem de células foi determinada em 

aumento de 10×, em 8 campos com uso de uma gratícula contendo 121 pontos. As 

médias e desvio padrão foram calculados em sextuplicata para cada grupo estudado. 

 

Nódulos mineralizados  

As CTMs foram transferidas para placas de 24 poços na concentração de 1x104 células 

por poço contendo lamínulas plásticas de 13 mm. Após aderência, o meio básico foi 

substituído por meio osteogênico e aos 21 dias de diferenciação, as lamínulas foram 

lavadas duas vezes com solução de PBS 0,15M e fixadas com solução de 

paraformoldeído 4% por 24 horas. Em seguida, foram lavadas com água destilada e 

coradas pelo Von Kossa para visualização dos nódulos mineralizados. Foram realizadas 

a contagem de nódulos mineralizados por lamínula em aumento de 4×, cálculo da área 

mineralizada pela média (mm2) do nódulo e área mineralizada total (mm2) por lamínula 

pelo Prism Statiscal software (Graphpad, San Diego, CA) e pelo Image J. As médias e 

desvio padrão foram calculados em sextuplicata para cada grupo estudado. 

 

Avaliação da expressão dos transcritos gênicos Runx-2, colágeno do tipo I, BMP-2, 

osteocalcina e osteopontina por RT-PCR tempo real 

As células foram transferidas para garrafas T-25 na quantidade de 25 x 104 células por 

garrafa. Após aderência, o meio básico foi substituído por meio osteogênico e aos 21 

dias de diferenciação foi realizada a avaliação da expressão gênica relativa de 

osteopontina, osteocalcina, BMP-2, RUNX-2 e colágeno tipo I. 
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Resumidamente, 1 µg de RNA, extraído por trizol, foi utilizado para a síntese de cDNA 

utilizando o Kit SuperScript III Platinum Two-Step qPCR kit com SYBR Green 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O RT-PCR foi realizado em um termociclador Smart 

Cycler II (Cepheid, Carpinteria, CA , EUA). A primeira etapa de amplificação de qRT-

PCR foi iniciada com a transcrição reversa por 120seg a 50°C, seguido por PCR com os 

seguintes parâmetros: 45 ciclos de 15seg a 95°C e 30seg a 60°C. Ao final de cada 

ensaio, os dados de fluorescência foram analisados para obtenção de valores CT. A 

expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-ΔΔC
t, onde os valores das amostras 

foram calculadas em relação a valores de GAPDH Ct. Os iniciadores foram delineados 

com base na sequência do mRNA rattus norvergicus (Tabela 4). A média e o desvio 

padrão foram determinados em quadruplicata para cada grupo experimental. 

 

Tabela 4. Sequência de nucleotídeos dos iniciadores para RT-PCR Tempo Real 

Gene Iniciadores (seqüências de nucleotídeos 5’ a 3’) Nº acesso 
GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA 
 

NM 002046 

BMP-2 Foward:AGTGACTTTTGGCCACGACG 
Reverse:GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG 
 

NM 006133 

Colágeno 1 Foward:ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC 
Reverse:CAGGGAAGCCTCTTTCTCCT 
 

NM 60440 

Osteocalcina Foward:CATCTATGGCACCACCGTTT 
Reverse:AGAGAGAGGGAACAGGGAGG 
 

NM006028 

Osteopontina Foward:ATCTCACCATTCCGATGAATCT 
Reverse:TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA 
 

NM0069766 

Runx-2 foward: GCGTCAACACCATCATTCTG 
reverse: CAGACCAGCAGCACTCCATC 

NM_004348 
 

 

Análise Estatística  

O delineamento foi realizado inteiramente ao acaso e para cada variável foram 

determinados a média e o desvio padrão. Foi realizada ANOVA e comparação das 

médias pelo teste t student utilizando o programa GraphpadInstat 3.05 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, USA). Diferenças foram consideradas significativas se 

p<0,05.  
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RESULTADOS  
 
As ratas de ambos os grupos experimentais apresentaram comportamento normal para a 

espécie. O grupo de ratas que recebeu etanol durante a gestação e a lactação apresentou 

consumo diário de ração significativamente menor quando comparado ao controle. 

Entretanto, não houve diferença significativa no ganho de peso dos animais. Além 

disso, o tempo de gestação e o tamanho da ninhada também não diferiu 

significativamente entre grupos (Tabela 5). 

 
Tabela 5. Média e desvio padrão do consumo diário de ração, ganho de peso final da mãe, 
tempo de gestação (dias), e tamanho da ninhada das ratas não submetidas (grupo controle) e 
submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a gestação e lactação. 
 

Variável Grupo 
Controle Etanol 

   
Consumo diário de ração (g) 32,5 ± 1,2 A 27,4 ±2 ,5 B 
Ganho de peso final da mãe (g) 58,6 ± 3,7 A 60,2 ± 10,5 A 
Tempo de gestação (dias) 21,3 ± 0,5 A 22,0 ± 0,0 A 
Tamanho da ninhada 10,0 ± 0,0 A 10,4 ± 2,0 A 
   

                  Médias seguidas de mesma letra na linha não diferem entre si (p>0,05). 

 

Peso dos filhotes aos 21 dias de idade 

Os filhotes aos 21 dias de idade das mães que receberam etanol durante a gestação e 

lactação, foram estatisticamente menos pesados quando comparados aos filhotes das 

mães controle (Figura 7). 
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Figura 7. Média e desvio padrão do peso da ninhada ao desmame das ratas não submetidas 
(grupo controle) e submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a gestação e 
lactação. * p<0,05. 
 

Caracterização fenotípica 

A caracterização fenotípica das células tronco mesenquimais da medula óssea indicou 

que 96,94% das células não apresentaram expressão para CD45. Entretanto houve 

expressão para CD73, CD54, e CD90 em 93,99%, 95,10%, e 86,77% das células, 

respectivamente. 

A diferenciação osteogênica foi confirmada pela mensuração da atividade de fosfatase 

alcalina e síntese e mineralização da matriz extracelular. 

 

Conversão do MTT em cristais de formazan e atividade da fosfatase alcalina pelo 

método BCIP/ NBT  

Houve uma menor conversão do MTT em cristais de formazan no grupo etanol quando 

comparado ao grupo controle somente aos 7 dias de diferenciação (Figura 8). As CTMs 

do grupo etanol apresentaram maior atividade da fosfatase alcalina aos 14 e 21 dias de 

diferenciação osteogênica quando comparado ao grupo controle (Figura 9). 

 

38	

40	

42	

44	

46	

48	

50	

52	

Pe
so
	d
os
	fi
lh
ot
es
	a
os
	2
1	
di
as
	d
e	

id
ad

e	
(g
ra
m
as
)	

Controle	 Etanol	

* 



 

 

68 

 
 

Figura 8. (A) Fotomicroscopia da redução do MTT em cristais de formazan. (B) Média ± desvio 
padrão da redução do MTT em formazan em culturas de CTM-MO de filhos de ratas não 
submetidas (grupo controle) e submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a 
gestação e lactação aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação osteogênica.  *p < 0,05. 
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Figura 9. (A) Fotomicroscopia da atividade de fosfatase alcalina pelo método de BCIP/NBT. 
(B) Média ± desvio padrão da atividade de fosfatase alcalina em culturas de CTM-MO de filhos 
de ratas não submetidas (grupo controle) e submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol 
durante a gestação e lactação aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação osteogênica.  *p < 0,05. 

Porcentagem de células por campo e síntese dos nódulos mineralizados 

O grupo etanol apresentou maior porcentagem de células por campo quando comparado 

ao grupo controle aos 14 e 21 dias de diferenciação osteogênica (Figura 10). Não houve 

diferença estatística entre o número de nódulos mineralizados do grupo etanol quando 

comparado ao grupo controle bem como da área mineralizada total por lamínula. 
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Entretanto, a área mineralizada média do nódulo foi significativamente maior no grupo 

tratado com etanol (Figura 11).  

Figura 10. (A) Fotomicroscopia da porcentagem de células por lamínula, H&E. (B) Média ± 

desvio padrão da porcentagem de células por campo em culturas de CTM-MO de filhos de ratas 

não submetidas (grupo controle) e submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a 

gestação e lactação aos 7, 14 e 21 dias de diferenciação osteogênica.  *p < 0,05. 
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Figura 11. (A) Fotomicroscopia dos nódulos mineralizados, Von Kossa. (B) Média ± desvio 
padrão da área mineralizada média por nódulo. C) Número de nódulos mineralizados por 
lamínula. D) Área mineralizada total por lamínula em culturas de CTM-MO de filhos de ratas 
não submetidas (grupo controle) e submetidas (grupo etanol) ao consumo de etanol durante a 
gestação e lactação aos 21 dias de diferenciação osteogênica.  *p < 0,05. 

 

Expressão dos transcritos gênicos BMP-2, osteocalcina, osteopontina, colágeno tipo 

I, Runx-2 pelo RT-PCR tempo real 

O grupo etanol apresentou maior expressão dos transcritos gênicos para  BMP-2, 

osteocalcina e osteopontina quando comparado ao grupo controle. Não houve diferença 

estatística entre a expressão de Runx-2 e colágeno tipo I entre os grupos (Figura 12). 
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Figura 12 . Quantificação relativa da expressão gênica (média ± desvio padrão) em CTM-MO 
em culturas de CTM-MO de filhos de ratas não submetidas (grupo controle) e submetidas 
(grupo etanol) ao consumo de etanol durante a gestação e lactação 21 dias de diferenciação 
osteogênica. BMP-2, Osteocalcina, Runx-2, Colágeno tipo 1 e Osteopontina *p< 0,05. 

 

DISCUSSÃO 

In vivo, os efeitos do etanol são considerados dose-dependentes (Dyer et al., 1998), ou 

seja, podem variar de acordo com o volume consumido diariamente, sendo classificado 

como consumo discreto, moderado ou intenso (Ganry et al., 2000). No presente estudo, 

as ratas do grupo etanol receberam uma dose diária considerada intensa durante a 

gestação e lactação. Apesar do consumo materno ter sido intenso e ter provocado 

redução de peso dos filhotes ao desmame, as CTM-MO da prole quando submetidas a 

diferenciação osteogênica, in vitro, apresentaram maior potencial osteogênico quando 

comparadas as células do grupo controle. 

A redução do peso da ninhada, ao desmame, promovida pelo consumo materno de 

etanol durante a gestação e lactação, foi observada também nos neonatos das ratas 

tratadas com etanol como demonstrado no capítulo 2. Isso demonstra que a exposição 

pré-natal ao etanol associada à pós-natal por meio de mães lactentes que ingeriram 

etanol durante a lactação induziu redução de peso ao nascimento que se manteve até o 

desmame dos filhotes, ou seja, até 30 dias de idade. Abel (1978) demonstrou que ratos 

filhotes de mães que receberam etanol durante a gestação nasceram com redução de 
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lactação, após 7 dias, os filhotes apresentaram peso semelhante aos filhos de ratas 

controle. Sabe-se que o etanol passa do sangue materno para o leite através de difusão 

passiva e suas concentrações se tornam equivalentes cerca de 30 a 60 minutos após a 

ingestão do etanol pela mãe (Mumenthaler et al., 1999; Giglia, 2010). Algumas 

hipóteses podem explicar o menor peso dos filhotes ao desmame das ratas tratadas com 

etanol observadas no presente estudo. A primeira delas é a menor ingestão de leite pela 

prole que pode estar associada à fatores como menor ejeção do leite devido redução dos 

níveis de ocitocina materna promovida pelo consumo de etanol e menor ingestão de 

leite pelo lactente devido a alteração do odor do leite decorrente da presença do etanol 

(Fuchs, 1969; Heil e Subramanian, 2000; Burgos e Medeiros, 2002; Giglia, 2010). Além 

disso, estudos demonstram que a presença do etanol no ambiente intestinal reduz a 

absorção de vários nutrientes entre eles vitaminas do complexo B, vitamina A, vitamina 

D, além de reduzir os níveis de cálcio, fósforo e magnésio (Burgos e Medeiros, 2002). 

Esses fatores, justificam o menor peso dos filhotes que foram amamentados por  mães 

que receberam etanol durante a lactação. Outra hipótese é que associado a esses fatores, 

possa haver menor massa óssea nestes animais como consequência dos efeitos do etanol 

sobre o crescimento ósseo endocondral. 

Entretanto, apesar do consumo materno de etanol ter promovido ninhada com redução 

de peso, a prole apresentou, in vitro, maior diferenciação osteogênica das CTMs da 

medula óssea caracterizada por maior atividade de fosfatase alcalina, maior expressão 

de transcritos gênicos para BMP-2, osteocalcina e osteopontina além de maior área 

média de matriz mineralizada dos nódulos de mineralização. 

Para comprovação de que as células extraídas e cultivadas em meio osteogênico eram 

células tronco mensequimias da medula óssea, foram seguidos os critérios básicos 

essenciais para a caracterização das CTMs definidos pela Sociedade Internacional de 

Terapia Celular. Dentre essas características, estão a capacidade das mesmas de 

aderirem ao plástico das garrafas e placas, apresentarem aspecto fibroblastóide quando 

indiferenciadas e por se diferenciarem em osteoblastos quando cultivadas em meio para 

diferenciação osteogênica. Além disso, pouco mais de 3% das células utilizadas neste 

estudo apresentaram expressão de CD45, que é uma proteína de membrana expressa em 

células hematopoiéticas e a maioria das células, ou seja, cerca de 86% a 95% 
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apresentaram expressão de CD54, CD73 e de CD90, que são marcadores expressos em 

CTMs. Esse conjunto de características permitiram comprovar seu status de CTMs. 

Após a padronização do número de células cultivadas em ambos os grupos 

experimentais, o grupo tratado com etanol apresentou maior conversão de MTT em 

cristais de formazan aos 7 dias de cultivo e maior atividade fosfatase alcalina aos 14 e 

21 dias quando comparado ao grupo controle. Ambos os testes, são dependentes de 

atividades enzimáticas de células viáveis e são influenciados pelo número de células na 

cultura (Berridge et al., 2005). Ambos os grupos experimentais tiveram o número inicial  

de células padronizado entretanto, aos 14 e 21 dias cultivo em meio osteogênico, o 

grupo etanol apresentou maior porcentagem de células quando comparado ao grupo 

controle. Esse resultado aponta para duas hipóteses. A primeira se baseia no aumento da 

atividade proliferativa, in vitro, das células dos animais que foram expostos ao etanol 

nas fases neonatal e pós-natal quando submetidos a diferenciação osteogênica. In vitro, 

os efeitos da adição de etanol sobre o número de células em culturas de células tronco e 

osteoblastos já  foram descritos e se mostraram dose-dependentes (Farley et al., 1985) . 

Em culturas de osteoblastos de calvaria de aves, a adição de baixas doses (0,03%) de 

etanol, in vitro, promoveu aumento de número de células enquanto doses mais elevadas 

(1%) ocasionou redução do número celular (Farley et al., 1985). Resultados semelhantes 

foram descritos por Chavassieux et al. (1993), com cultivo de osteoblastos humanos. Já 

Klein et al. (1996) demosntraram redução do número de osteoblastos humanos na 

cultura independente da dose de etanol utilizada, mas concentrações mais elevadas de 

etanol, causaram efeito inibitório sobre a proliferação celular ainda mais acentuado. A 

segunda hipótese que poderia explicar a maior porcentagem de células observadas no 

grupo etanol e que o mesmo pode ter promovido menor  diferenciação das CTM-MO 

uma vez que células menos diferenciadas têm maior capacidade proliferativa quando 

comparadas às células diferenciadas (Datta et al., 2008; Alves et al., 2016).  Entretanto, 

essa hipótese é refutada uma vez que as células do grupo etanol apresentaram 

parâmetros de comprovação de diferenciação osteogênica maiores como, atividade de 

fosfatase alcalina, expressão de BMP-2, osteopontina, osteocalcina além de maior área 

de matriz mineralizada na cultura quando comparado ao grupo controle. Assim, 

acredita-se que o aumento da atividade de fosfatase alcalina não esteja relacionado 
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apenas a maior porcentagem de células na cultura do grupo etanol mas também seja 

decorrente da maior diferenciação osteogênica dessas células comprovada pelo aumento 

dos outros parâmetros principalmente pela síntese de nódulos mineralizados. 

A síntese de matriz mineralizada na cultura é evidenciada pela formação dos nódulos de 

mineralização (Jaiswal et al., 1997; Payushina et al., 2006) cuja presença é esperada 

principalmente a partir dos 14 dias de diferenciação. A formação dos nódulos 

mineralizados é dependente da síntese de proteínas colagênicas e não colagênicas que 

será associada aos minerais cálcio e fosfato (Eslaminejad e Taghiyar 2010; Spencer et 

al., 2012; Alves et al., 2016). 

Apesar do número de nódulos mineralizados bem como a área total de matriz 

mineralizada por lamínula terem sido semelhantes entre os grupos, a área mineralizada 

media por nódulo foi superior no grupo etanol. Esse resultado pode ser explicado pela 

maior expressão gênica das proteínas não colagênicas da matriz como osteocalcina e 

osteopontina neste grupo. A osteopontina é uma fosfoproteína importante, que possui 

domínios ligantes de cálcio, estando diretamente relacionada à mineralização da matriz  

e a osteocalcina é considerada um marcador de osteoblastos bem diferenciados (Nefussi 

et al., 1997). Resultado diferente foi observado por Chen et al. (2017) que 

demonstraram redução da expressão da osteocalcina e redução dos nódulos de 

mineralização em culturas de CTM humanas tratadas com etanol, sendo o resultado 

diretamente proporcional a concentração de etanol adicionada à cultura. Por outro lado, 

estudo realizado por Chavassieux et al. (1993) em culturas de osteoblastos humanos, 

demonstrou aumento da proteína osteocalcina no sobrenadante do cultivo, sendo que a 

quantidade de proteína estimada aumentou à medida em que se aumentou a 

concentração de etanol no cultivo. Tal resultado, foi explicado pelos autores, como 

efeito nocivo direito sobre as membranas celulares, ocasionando aumento da 

permeabilidade celular que permitiu maior extravasamento da proteína, sem contudo 

precisar se houve aumento da produção proteica. Outro fator importante que pode estar 

envolvido nos resultados dos nódulo mineralizados é a maior expressão de BMP-2 pelas 

células do grupo tratado com etanol. Sabe-se que a BMP-2 exerce importante efeito 

osteoindutivo, sendo uma das proteínas reguladoras do processo de estímulo da 
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diferenciação de CTM em osteoblastos e mediadora da expressão de outras proteínas da 

matriz óssea (Hanada et al., 1997). 

 O resultado da síntese dos nódulos mineralizados entre grupos, não sofreu influência da 

expressão dos transcritos gênicos Runx-2 e colágeno tipo I cuja expressão foi 

semelhante entre grupos. O Runx-2 é um fator gênico importante no início da 

diferenciação osteogênica (Kim et al., 1999; Zheng et al., 2003). Estudos in vitro 

utilizando etanol em culturas de CTM que sofreram estímulo à diferenciação 

osteogênica, também demonstraram que o a expressão do Runx-2 não foi  inibida em 

relação ao grupo controle (Gong e Wezeman, 2004; Chen et al., 2017). Já o colágeno 

tipo I é o principal componente da matriz óssea e é secretado pelos osteoblastos no 

início do processo de diferenciação osteogênica (Nefussi et al., 1997). Diante disso, 

acredita-se que o efeito do etanol não seja tão significativo nas etapas iniciais do 

processo de diferenciação osteogênica e que talvez etapas mais tardias, sejam 

influenciadas. 

Assim, as diferenças de resultados observados entre os estudos, reafirma que os efeitos 

do etanol além de serem dose dependentes, são variáveis de acordo com a célula 

estudada, ou seja célula indiferenciada ou osteoblastos além de ser dependente do fato 

do etanol ser adicionado in vitro ou administrado in vivo. Além disso, outros pontos 

importantes devem ser levados em consideração quando se visa avaliar, nas células da 

prole, os efeitos in vivo do etanol administrado para as mães são eles: metabolização do 

etanol pelo organismo materno, eliminações lácteas, metabolização pelo organismo da 

prole, que podem modificar toda a dinâmica da ação tóxica do etanol, diferentemente de 

quando o etanol é adicionado diretamente sobre o cultivo celular. 

A maior capacidade de diferenciação osteogênica in vitro observada nas CTM-MO dos 

ratos filhos de mães que receberam etanol durante a gestação e lactação sugere que, o 

efeito negativo do etanol sobre o crescimento ósseo observado in vitro não é decorrente 

de menor diferenciação das CTM-MO em osteoblastos. 
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CONCLUSÃO 

Conclui-se que o consumo materno de etanol durante a gestação e lactação aumenta, in 

vitro, o potencial de diferenciação osteogênica das CTM-MO da prole ao desmame 

através da maior mineralização média de nódulos de mineralização, associada a maior 

expressão dos transcritos gênicos osteocalcina, osteopontina e BMP-2.  
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