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“O objetivo é absolutamente secundário: 

o que importa é a vida que se leva até chegar ao objetivo. 

Decida como você quer viver e depois veja o que pode fazer  

para viver da forma que escolheu.” 
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RESUMO 

 

Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentrações de etanol sobre o fenótipo e 

atividade de síntese de condrócitos articulares de ratos neonatos em cultura bidimensional e 

tridimensional. Os condrócitos foram cultivados em meio condrogênico com diferentes 

concentrações de etanol: 0,0%v/v (controle); 0,05%v/v (8,6mM); 0,25%v/v (42,9 mM), e 

0,5%v/v (85,7 mM). Após 7, 14 e 21 dias, os condrócitos sob cultura bidimensional foram 

submetidos aos testes do MTT e da atividade de fosfatase alcalina (FA). Após 21 dias de 

cultivo, os pellets de condrócitos, sob cultura tridimensional, foram processados pela técnica 

de inclusão em parafina e secções histológicas foram coradas pelo ácido periódico de Schiff 

(PAS) para avaliação do diâmetro médio dos condrócitos e da porcentagem de células, 

núcleo, citoplasma e de matriz bem diferenciada. Foi também avaliada a porcentagem de 

áreas PAS+. Aos 21 dias, foi também avaliada a expressão dos transcritos gênicos para 

agrecan, Sox9 e colágeno II, pela técnica de RT-qPCR. Não houve diferença significativa 

entre grupos pelo ensaio do MTT. Mas, condrócitos cultivados com 0,25%v/v ou 0,5%v/v de 

etanol apresentaram redução significativa da atividade da FA aos 21 dias de cultivo. A 

coloração de PAS revelou que os pellets de condrócitos tratados com 0,5% v/v de etanol 

apresentaram maior porcentagem de citoplasma e de núcleo de condrócitos, mas com redução 

das áreas de matriz PAS+. Mas, neste grupo o tamanho dos condrócitos foi semelhante aos 

demais grupos. A expressão de agrecan no grupo tratado com 0,5% v/v de etanol foi 

significativamente menor em comparação ao controle. Nos grupos tratados com 0.25%v/v e 

0.5%v/v de etanol, além da atividade da fosfatase alcalina, a porcentagem de cartilagem 

madura também foi significativamente menor em comparação ao controle. O grupo tratado 

com 0,05%v/v de etanol foi semelhante ao controle em todos os parâmetros avaliados. 

Conclui-se que o etanol atua diretamente sobre os condrócitos articulares de neonatos, 

alterando o fenótipo do condrócito e a sua atividade de síntese de matriz extracelular, com 

redução da atividade da fosfatase alcalina, da síntese de matriz diferenciada e de matriz PAS+ 

e da expressão do transcrito gênico para agrecan, sendo estes efeitos dose-dependentes.  

 

Palavras chave: álcool, cartilagem, neonato, rato  

 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

The aim of the study was to evaluate the effect of different concentrations of ethanol on 

phenotype and activity of articular chondrocyte synthesis of neonatal rats in two-dimensional 

(2D) and three-dimensional (3D) culture. Chondrocytes were cultured in chondrogenic 

medium with different concentrations of ethanol: 0.0%v/v (control); 0.05%v/v (8.6mM); 

0.25%v/v (42.9 mM), and 0.5%v/v (85.7 mM). Chondrocytes under 2D culture were 

subjected to MTT assay and alkaline phosphatase activity while chondrocytes under 3D 

culture were processed for paraffin inclusion and stained by periodic acid Schiff (PAS) to 

evaluate mean chondrocyte diameter and percentages of cells, nucleus, cytoplasm, well-

differentiated matrix, and PAS+ areas. The expression of gene transcripts for aggrecan, Sox9 

and type II collagen was evaluated by RT-qPCR. There was no difference between groups by 

the MTT assay. However, chondrocytes cultured with 0.25%v/v and 0.5%v/v ethanol showed 

a significant reduction in alkaline phosphatase activity at 21 days of culture. PAS staining 

revealed that chondrocytes treated with 0.5%v/v ethanol had higher percentages of cytoplasm 

and nuclear areas, but with a reduction in PAS+ matrix area. The mean diameter of 

chondrocytes was similar between groups. The expression of aggrecan in the group treated 

with 0.5%v/v ethanol was lower in comparison to that in the control. In the groups treated 

with 0.25%v/v and 0.5%v/v ethanol, the alkaline phosphatase activity and percentage of 

differentiated cartilage was lower in comparison to that in the control. The group treated with 

0.05%v/v ethanol was similar to the control in all parameters. Concluded that ethanol acted 

directly on articular chondrocytes of newborn rats, altering the chondrocyte phenotype and its 

synthesis activity, and these effects were dose-dependent. 

 

Key words: alcohol, cartilage, newborn, rat 
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INTRODUÇÃO 

A condrogênese é um fenômeno complexo, que envolve várias etapas, sendo um dos 

primeiros eventos celulares que ocorre durante o desenvolvimento do esqueleto. A formação 

do esqueleto ocorre a partir das ossificações intramembranosa e endocondral (Karaplis, 

2008), mas a maior parte dos ossos originam-se da formação óssea endocondral, na qual as 

células tronco mesenquimais diferenciam-se em condrócitos, formando um modelo 

cartilaginoso que será gradativamente substituído por osso (Adams et al., 2007). Já durante o 

período pós-natal, ocorre proliferação, diferenciação e maturação dos condrócitos da placa 

epifisária e da cartilagem articular, o que determina o comprimento final do osso adulto 

(Mackie et al., 2008).  

Durante a embriogênese, no início da formação óssea endocondral, as células tronco 

mesenquimais se diferenciam em células progenitoras osteocondrais que, por sua vez, sofrem 

condensação e se diferenciam em condrócitos, sob o estímulo de moléculas da família do 

fator de crescimento transformador beta (TGF-β) e das vias de sinalização Wnt (Leboy, 2006; 

Yang, 2009). Os condrócitos se proliferam e expressam fatores de transcrição como o Sox9, 

que ativam genes alvos nas células condrogênicas, resultando em secreção de matriz 

extracelular rica em colágeno II, X, XI, além dos proteoglicanos como agrecan para formar 

um molde de cartilagem que antecede a formação óssea (Kronenberg, 2003; Tsumaki e 

Yoshikawa, 2005; Abarca-Buis et al., 2006; Horton e Degnin, 2009). 

O Sox9 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 II, sendo este último, o 

principal componente da matriz extracelular (Shi et al., 2015). Na vida pós-natal, o colágeno 

II, juntamente com o agrecan, são os principais responsáveis pela resistência da cartilagem 

frente às forças biomecânicas, o que faz com que a síntese adequada de ambos seja essencial 

para a manutenção da cartilagem (Ikeda et al., 2014).  

No entanto, se as etapas que determinam a formação e o crescimento ósseos endocondrais 

não estiverem devidamente reguladas e coordenadas, alterações do crescimento ósseo podem 

surgir como consequência deste descontrole (Yan et al., 2012). Dentre as substâncias que são 

capazes de interferir com a formação e o crescimento ósseo endocondral, destaca-se o etanol 

(Snow e Keiver, 2007). 
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O consumo de bebidas alcoólicas por gestantes é um fator de risco para o feto, pois o etanol é 

capaz de atravessar livremente a placenta e entrar na circulação fetal por apresentar baixo 

peso molecular e boa solubilidade (Ni et al., 2018). O etanol possui a capacidade de afetar 

mecanismos fisiológicos maternos necessários para o desenvolvimento do feto, como por 

exemplo, o controle da calcemia (Duggal et al., 2007). Além disso, a exposição pré-natal ao 

etanol (PEE) é capaz de induzir um conjunto de alterações fetais conhecido como espectro de 

desordens fetais alcoólicas, que se caracteriza por anormalidades faciais, por disfunções 

estruturais ou funcionais do sistema nervoso central e por redução do crescimento ósseo 

(Dörrie et al., 2014).  

Uma limitação dos estudos em seres humanos é a dificuldade em afirmar que as alterações 

observadas nos indivíduos que sofreram a 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 têm sido bastante utilizados para esclarecer os danos causados pelo 

consumo de etanol no período pré-natal (Ni et al., 2015; Ni et al., 2018). Ratos com PEE 

apresentam diminuição no comprimento ósseo, bem como desorganização da placa epifisária, 

com diminuição da espessura da zona de repouso e aumento da zona hipertrófica (Snow e 

Keiver, 2007). Além disso, ratos com PEE também são mais predispostos à osteoartrite (Ni et 

al., 2015; Ni et al., 2018).  

Muitas vezes, a redução do crescimento ósseo causada pela PEE não tem sido atribuída ao 

efeito direto do etanol. A redução do comprimento do fêmur de ratos com PEE, por exemplo, 

foi atribuída ao aumento nos níveis de glicocorticoides maternos e não ao efeito direto do 

etanol sobre o feto (Pan et al., 2016). Além disso, acredita-se que a redução do crescimento 

ósseo possa ser decorrente da má nutrição em consequência da menor capacidade de sucção 

pelo filhote (Murillo-Fuentes et al., 2001), associada à falha na ejeção do leite, devido ao 

efeito supressor do etanol sobre a liberação de ocitocina materna (Giglia, 2010).  

Embora haja estudos demonstrando os efeitos diretos da adição de etanol em culturas de 

osteoblastos (Maran et al., 2001), osteoclastos (Cheung et al., 1995) e de células tronco 

mesenquimais (Gong e Wezeman, 2004), não há estudos que tenham investigado o efeito da 

adição de etanol sobre o fenótipo, a atividade enzimática e a atividade de síntese de 
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condrócitos articulares de neonatos. Nossa hipótese é que a redução do crescimento ósseo 

endocondral causada pela PEE, seja decorrente do efeito direto do etanol sobre os 

condrócitos. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo a utilização de um modelo 

experimental de cultura bidimensional e tridimensional, com a finalidade de avaliar, pela 

primeira vez, o efeito direto de diferentes concentrações de etanol adicionadas ao meio de 

cultura sobre o fenótipo do condrócito, sua atividade enzimática, sua atividade de síntese, 

bem como sobre a expressão de transcritos gênicos envolvidos na condrogênese, 

representados por Sox9, colágeno II e agrecan. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. FORMAÇÃO E CRESCIMENTO ÓSSEOS 

Durante o desenvolvimento humano, a organogênese tem início na terceira semana de 

gestação e compreende o período no qual os três folhetos embrionários - ectoderma, 

mesoderma e endoderma - se diferenciam nos vários órgãos que compõem o organismo 

(Moore et al., 2012). O sistema musculoesquelético está entre os sistemas que se formam 

durante esse período (Grigoriou et al., 2017). 

Os ossos podem ser formados por meio de dois processos distintos. Quando as células 

mesenquimais precursoras se diferenciam em tecido ósseo sem necessidade de um molde 

prévio, o processo é denominado ossificação intramembranosa. Esse mecanismo ocorre nos 

ossos chatos do crânio. Porém, quando as células mesenquimais precursoras formam um 

molde cartilaginoso que posteriormente é substituído por tecido ósseo, o processo é 

denominado ossificação endocondral. Esse tipo de ossificação ocorre na maioria dos ossos do 

esqueleto, como ossos longos dos membros, vértebras, ossos da base do crânio, dentre outros 

(Grigoriou et al., 2017).  

 

1.1 Formação óssea endocondral (pré-natal) 

Apesar das vértebras e dos ossos longos serem formados por ossificação endocondral, a 

origem embrionária difere entre eles. As vértebras são formadas a partir dos somitos 

provenientes do mesoderma paraxial. Por outro lado, a formação dos membros em humanos 

tem início na quarta semana de gestação (Grigoriou et al., 2017) a partir de células 

mesenquimais oriundas do mesoderma da placa lateral. Interações entre ectoderma e 

mesoderma resultam no surgimento do broto do membro (Ono e Kronenberg, 2018).  

O broto do membro se origina de células mesenquimais indiferenciadas provenientes do 

mesoderma da placa lateral e do miótomo (Ono e Kronenberg, 2018), que formam uma 

projeção na parede ventrolateral do corpo. Essa projeção do mesoderma é recoberta pelo 

ectoderma que expressa fatores de crescimentos fibroblásticos (FGFs) e dá origem à uma 

importante zona de sinalização chamada crista ectodérmica apical (Grigoriou et al., 2017). 

Inicialmente a crista ectodérmica apical expressa principalmente FGF8, que estimula a 
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proliferação das células mesenquimais do broto do membro; ao mesmo tempo em que as 

células mesenquimais do broto do membro expressam FGF10 que atua na manutenção da 

crista ectodérmica apical. Assim, ocorre a formação de um mecanismo de feedback positivo 

que resulta no surgimento da zona de progresso em meio ao mesoderma do broto do membro 

(Pignatti et al., 2014) (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Representação de embrião humano com cinco semanas de desenvolvimento 

evidenciando o início da formação dos membros. Adaptado de Grigoriou et al. (2017). 

 

O FGF expresso pela crista ectodérmica apical tem ação inibitória sobre o ácido retinóico 

produzido pelas células mesenquimais do broto proximal, ao mesmo tempo que o ácido 

retinóico inibe a ação do FGF. Com isso, há estímulo para distanciamento da crista 

ectodérmica apical das células mesenquimais proximais e a crista passa a se projetar 

distalmente. Assim, tem início o crescimento no eixo proximodistal, responsável pelo 

crescimento no sentido do úmero/fêmur em direção às falanges (Iber e Zeller, 2012).  
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Além do eixo proximodistal, cuja sinalização aparece primeiro, outros dois eixos coordenam 

o desenvolvimento do membro: o anteroposterior e o dorsoventral. Cada um dos três eixos 

possui mecanismos regulatórios próprios, porém, por possuírem mecanismos em comum, um 

acaba influenciando o desenvolvimento do outro (Grigoriou et al., 2017). Assim, a 

sinalização proveniente dos FGFs expressa pela crista ectodérmica apical estimula a 

formação de outra área de sinalização no broto do membro, denominada zona de atividade 

polarizadora. A zona de atividade polarizadora é composta por células do mesoderma e 

expressa o Sonic hedgehog (Shh), sendo o principal centro de sinalização que coordena o 

crescimento do eixo ântero-posterior (Ono e Kronenberg, 2018).  

A determinação do eixo dorsoventral, por sua vez, é regulada tanto por componentes do 

mesoderma quanto do ectoderma do broto do membro. Inicialmente, a sinalização Wnt-7a 

estimula células do ectoderma a expressarem LMX-1, que atua promovendo a localização 

dorsal dessas células. Por outro lado, as células do mesoderma localizadas na porção ventral 

do broto do membro expressam o fator de transcrição EN-1, que atua suprimindo a expressão 

de Wnt-7a e consequentemente a atividade de LMX-1, resultando na ação desse fator restrita 

ao mesoderma dorsal (Grigoriou et al., 2017).  

Reconhece-se que os mecanismos que envolvem a ossificação dos membros são complexos, 

dinâmicos e ainda estão longe de serem totalmente compreendidos. Ainda não se sabe o que 

leva as células do mesoderma da placa lateral a migrarem para locais específicos dando 

origem às condensações mesenquimais (Kozhemyakina et al., 2015). Porém, sabe-se que as 

células mesenquimais indiferenciadas se agrupam por meio de estímulos provenientes das 

vias de sinalização que envolvem TGF-β, proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), fator de 

crescimento fibroblástico e SOX9 (Ono e Kronenberg, 2018). As células que migram para os 

locais predestinados à formação óssea produzem matriz extracelular (MEC) composta 

principalmente por colágeno I, ácido hialurônico, tenascina e fibronectina. Porém, tais 

componentes da MEC impedem o íntimo contato entre as células e, então, à medida que a 

condensação se consolida, há aumento da atividade da hialuronidase, permitindo maior 

adesão celular. Dessa forma, as condensações são caracterizadas por grande quantidade de 

células mesenquimais indiferenciadas, em íntimo contato umas com as outras. A proximidade 

entre as células facilita as interações entre elas por meio de moléculas de adesão e junções 

gap, aumentando a resposta às vias de transdução de sinais que sinalizam o início da 

diferenciação condrogênica (DeLise et al., 2000).  
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A seguir, as células das condensações vão se diferenciar em dois tipos celulares distintos: 

condrócitos e células pericondriais. A diferenciação condrogênica ocorre no centro da 

condensação, enquanto as células pericondriais assumem posição periférica. Essa 

diferenciação tem início quando as células mesenquimais indiferenciadas da condensação 

passam a produzir Sox9 (Ono e Kronenberg, 2018). Sox9 é considerado um dos fatores de 

transcrição mais importantes para a formação das condensações e diferenciação 

condrogênica, pois é essencial para a sobrevivência celular, para a conversão das células 

condroprogenitoras em condrócitos, para a maturação de condrócitos (Ikegami et al., 2011), 

além de estimular a expressão de agrecan, colágeno II (Col2), colágeno IX (Col9) e colágeno 

XI (Col11) (Ono e Kronenberg, 2018) (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Fatores ativadores e inibitórios do Sox9. As setas azuis representam fatores que 

aumentam a ação de Sox9, enquanto o traçado em vermelho indica fator inibitório para Sox9. 

As setas pretas indicam fatores estimulados por Sox9. TGF-β: fator de crescimento 

transformador beta. HIF1α: fator induzido por hipóxia 1 alfa. FGF: fator de crescimento 

fibroblástico. Col2: colágeno II. WNT: via de sinalização WNT. Adaptado de Kozhemyakina 

et al. (2015). 

 

O ectoderma expressa Wnt que induz silenciamento do gene Sox9 por meio da metilação do 

DNA. Porém, a sinalização pelo FGF atua bloqueando as metiltransferases de atuarem sobre 

a região promotora de Sox9, promovendo assim a ativação do gene e a indução da 
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diferenciação condrogênica. Desta forma, observa-se aumento da expressão de Sox9 desde o 

início da formação das condensações, estimulada pelos FGFs expressos pela crista 

ectodérmica apical, e esse aumento induz a diferenciação condrogênica das células 

mesenquimais. O ácido retinóico produzido pelas células mesenquimais proximais estimula a 

sinalização Wnt e, portanto, tem ação antagonista sobre a expressão de Sox9 (Kozhemyakina 

et al., 2015). Porém, com o crescimento do eixo próximo-distal, ocorre distanciamento dos 

centros de sinalização que guiam a ossificação endocondral de tais células produtoras de 

ácido retinóico, reduzindo assim a influência dessa via sobre as células em diferenciação 

(Iber e Zeller, 2012). 

As áreas de condensações celulares e a cartilagem em desenvolvimento são avasculares e isso 

resulta em redução local da tensão de oxigênio e em hipóxia tecidual. Nessas condições, as 

células aumentam a expressão do fator induzido por hipóxia 1 alfa (HIF1α) que atua como 

promotor da condrogênese, por aumentar a expressão de Sox9 e ativar mecanismos 

compensatórios para a hipóxia (Kozhemyakina et al., 2015).  

À medida que as células da região central das condensações se diferenciam, observa-se 

mudança no padrão de secreção da MEC, pois os condrócitos passam a produzir colágeno II, 

colágeno IX, colágeno XI, agrecan, dentre outros. Durante todo o processo de crescimento 

endocondral, os condrócitos atuam em uma sequência de eventos coordenados, que só são 

passíveis de ocorrer devido às variações morfológicas entre as populações celulares (DeLise 

et al., 2000). Assim, os condrócitos não somente são componentes da cartilagem, como 

também secretam moléculas que regulam todo o processo de ossificação endocondral 

(Mackie et al., 2011). Uma vez que ocorre diferenciação condrogênica com produção de 

matriz cartilaginosa, os condrócitos envoltos por essa matriz passam a ter formato 

arredondado (DeLise et al., 2000). 

Na sexta semana de gestação, os condrócitos do molde proliferam-se em colunas paralelas, 

fazendo assim com que o molde aumente seu tamanho. A proliferação é controlada tanto por 

fatores sistêmicos quanto por fatores locais, dentre eles o Indian hedgehog (Ihh), hormônio 

do crescimento, fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e peptídeo relacionado 

ao hormônio da paratireóide (DeLise et al., 2000). Já na sétima semana, as células do centro 

do molde param de proliferar e passam pelo processo de maturação, caracterizado por 

hipertrofia celular, ao mesmo tempo em que as células da periferia, que formam o 
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pericôndrio, se diferenciam em osteoblastos que produzem matriz mineralizada ao redor do 

molde, chamada de colar ósseo (Gregoriou et al., 2017). 

Com a hipertrofia, observa-se também mudança no padrão de expressão dos condrócitos, que 

passam a expressar o fator de transcrição runt-relacionado 2 (Runx2). O Runx2 atua sobre 

essas células hipertróficas impedindo a permanência do fenótipo cartilaginoso, importante 

para diferenciação osteogênica e para a mineralização da matriz. Ainda, esse fator de 

transcrição induz a expressão de metaloproteinase 13 (MMP-13), que degrada a matriz 

condrogênica, etapa fundamental para que a cartilagem seja invadida por vasos sanguíneos 

(Komori, 2018). Simultaneamente, a expressão de fatores angiogênicos, principalmente o 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), pelos condrócitos hipertróficos gera forte 

quimiotaxia para as células endoteliais, que penetram a cartilagem e dão origem aos vasos 

sanguíneos (Sivaraj e Adams, 2016). Essa invasão vascular é essencial para o 

desenvolvimento ósseo, uma vez que esses vasos servirão como porta de entrada para células 

responsáveis pela fagocitose de condrócitos apoptóticos e para células osteoprogenitoras 

(Harper e Klagsbrun, 1999). 

As células osteoprogenitoras que chegam por meio dos vasos neoformados se diferenciam em 

osteoblastos que passam a produzir matriz óssea que será mineralizada, enquanto os 

condrócitos hipertróficos passam por processo de apoptose e são gradativamente substituídos 

por osso (Kronenberg, 2003). Nesse ponto, forma-se o centro de ossificação primário, local 

que dará origem ao canal medular. O crescimento a partir do centro de ossificação primário 

segue do centro para as extremidades, de modo que toda a cartilagem da diáfise passa a ser 

substituída por tecido ósseo (DeLise et al., 2000) (Fig. 3). 
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Figura 3. Etapas da ossificação endocondral de osso longo de camundongo. A) Início da 

formação das condensações mesenquimais no broto do membro no dia 11,5 embrionário 

(E11.5). B) As células precursoras se diferenciam em condrócitos e formam o molde 

cartilaginoso no dia 13,5 embrionário (E13.5). C) A formação do centro de ossificação 

primário na diáfise do osso ocorre no dia 15,5 embrionário (E15.5). D) A formação do centro 

de ossificação secundário na epífise só ocorre após o nascimento, no sétimo dia de vida pós-

natal (P7). Adaptado de Kozhemyakina et al. (2015). 

 

A placa de crescimento fetal é composta por três tipos de condrócitos: redondos, achatados e 

hipertróficos (Fig. 4). Os condrócitos redondos estão localizados mais perto das extremidades 

do molde cartilaginoso e são chamados de condrócitos periarticulares. Os condrócitos abaixo 

deles possuem formato achatado e assumem distribuição particular na qual uma célula 

localiza-se sobre a outra formando colunas paralelas. Tanto os condrócitos redondos quanto 

os achatados possuem atividade proliferativa. Porém, os condrócitos achatados 

eventualmente param de se proliferar e passam por mudanças morfológicas que geram sua 

diferenciação em condrócitos pré-hipertróficos e hipertróficos (Ono e Kronenberg, 2018). 
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Figura 4. Placa de crescimento de tíbia de rato ao nascimento, composta por três tipos de 

condrócitos: redondos, achatados e hipertróficos. A primeira semana de vida dos ratos 

neonatos equivalem, em desenvolvimento ósseo endocondral, ao último trimestre de gestação 

humana. Coloração HE, objetiva 10x. 

 

Os condrócitos redondos periarticulares produzem proteínas importantes para a manutenção 

do tecido de crescimento cartilaginoso, entre elas o peptídeo relacionado ao hormônio da 

paratireoide (PTHrP). O PTHrP é produzido pelos condrócitos periarticulares, mas seu 

receptor pode ser encontrado nos últimos condrócitos achatados proliferativos e condrócitos 

pré-hipertróficos (Ballock e O’Keefe, 2003). Assim, essa proteína atua de modo a manter a 

proliferação e retardar a diferenciação hipertrófica (Ono e Kronenberg, 2018). A ação do 

PTHrP é dependente da sinalização proveniente do Ihh e do TGF-β, formando um mecanismo 

de feedback. Quando a célula passa a ser hipertrófica ela expressa Ihh, que estimula a 

sinalização via TGF-β pelas células do pericôndrio por meio da interação com seus receptores 

Patched e Gli. Essa sinalização induzida por Ihh e TGF-β alcança as células periarticulares e 

as induz a produzirem mais PTHrP, retardando assim a hipertrofia (Ballock e O’Keefe, 
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2003). Além disso, o Ihh, expresso pelos condrócitos hipertróficos, estimula a diferenciação 

das células adjacentes, permitindo assim a progressão da maturação que até então era 

impedida em parte pela ação do PTHrP (Ono e Kronenberg, 2018). Dessa forma, a própria 

célula em hipertrofia serve como sinalizadora para aumentar a produção de PTHrP e retardar 

a evolução do processo (Ballock e O’Keefe, 2003). Esse mecanismo de feedback envolvendo 

PTHrP, Ihh e TGF-β é essencial para a manutenção da estrutura do tecido de crescimento 

cartilaginoso (Mak et al., 2008) (Fig. 5). 

 

 

Figura 5. Mecanismo de feedback envolvendo Indian hedgehog (Ihh), peptídeo relacionado 

ao hormônio da paratireoide (PTHrP) e fator de crescimento transformador beta (TGFβ) na 

regulação da proliferação e da hipertrofia dos condrócitos na placa de crescimento. As setas 

da cor preta indicam interações que induzem liberação, enquanto a linha vermelha indica 

interação inibitória. 
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Ainda, Ihh expresso pelos condrócitos pré-hipertróficos na placa de crescimento pós-natal 

estimula a diferenciação das células do pericôndrio adjacente em osteoblastos, participando 

assim da formação do que posteriormente será o osso cortical (Ono e Kronenberg, 2018). 

Camundongos Ihh-/- não formam o colar ósseo e o pericôndrio é composto 

predominantemente por células mesenquimais indiferenciadas, sem formação adequada de 

osso trabecular e cortical. Esses animais apresentam osteoblastos afuncionais, resultando em 

baixa expressão de Runx2 e osteocalcina (St-Jacques et al., 1999). 

Os condrócitos hipertróficos são os principais responsáveis pelo crescimento em 

comprimento do molde cartilaginoso, resultando em crescimento longitudinal do osso. Eles 

são importantes não só por aumentar o volume, mas também por expressarem componentes 

da MEC, como o colágeno X (Col10) e direcionarem a mineralização da MEC adjacente, 

além de secretarem fatores angiogênicos para indução de neovascularização. Ainda, os 

condrócitos hipertróficos iniciais expressam Ihh que regula a proliferação e a diferenciação, 

tanto em condrócitos quanto nas células do pericôndrio. Tudo isso faz com que essa 

população celular seja considerada reguladora-chave da ossificação endocondral (Ono e 

Kronenberg, 2018).  

De modo semelhante ao que foi descrito para a formação do centro de ossificação primário, a 

região correspondente à epífise será invadida por vasos sanguíneos e dará origem ao centro 

de ossificação secundário (DeLise et al., 2000). A formação do centro de ossificação 

secundário tem início quando condrócitos redondos do centro da epífise cartilaginosa passam 

pelo processo de hipertrofia, provavelmente em resposta à hipóxia local (Ono e Kronenberg, 

2018). Por ser avascular, ocorre redução da tensão de oxigênio na região central do molde 

cartilaginoso, o que induz à expressão do fator induzido por hipóxia-1α (HIF1α), que 

consequentemente aumenta a liberação de VEGF (Stegen e Carmeliet, 2018). O resultado 

disso é a invasão vascular com a chegada de precursores osteogênicos (Ono e Kronenberg, 

2018). Assim, tanto o HIF1α quanto o VEGF atuam promovendo sobrevivência dos 

condrócitos do centro da epífise (Stegen e Carmeliet, 2018) (Fig. 6). 
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Figura 6. Invasão vascular na epífise cartilaginosa. Devido a ausência de vasos, o centro da 

epífise encontra-se em hipóxia, resultando em estabilização do fator induzido por hipóxia 

(HIF) e expressão de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) pelos condrócitos. 

HIF e VEGF atuam promovendo sobrevivência celular, enquanto a expressão de 

metaloproteinase de membrana tipo 1 (MT1-MMP) atua na degradação da matriz 

cartilaginosa para facilitar crescimento vascular. Adaptado de Stegen e Carmeliet (2018). 

 

O centro de ossificação secundário é muito semelhante ao centro de ossificação primário, 

exceto que ele não tem pericôndrio adjacente e está rodeado por condrócitos (Ono e 

Kronenberg, 2018). Assim, o centro de ossificação secundário fica localizado em meio às 

duas cartilagens que permanecem após o nascimento: a placa de crescimento e a cartilagem 

articular (DeLise et al., 2000). 

 

1.2 Crescimento ósseo endocondral (pós-natal) 

A placa de crescimento pós-natal, também chamada de placa epifisária, localiza-se entre o 

centro de ossificação primário e o centro de ossificação secundário. No geral é muito 

semelhante à placa de crescimento pré-natal, com algumas particularidades (Ono e 

Kronenberg, 2018). Uma das diferenças mais notáveis é a distribuição das células em zonas 

relativamente bem delimitadas, sendo elas zona de repouso, zona proliferativa, zona pré-

hipertrófica e zona hipertrófica (Mackie et al., 2011) (Fig. 7). Pode-se considerar que a placa 
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epifisária é um tecido transitório que serve de base para o crescimento ósseo, enquanto o osso 

é uma estrutura definitiva com funções metabólicas (Gerstenfeld e Shapiro, 1996). 

 

Figura 7. Placa de crescimento de tíbia de rato com 17 dias de vida, evidenciando a estrutura 

composta por zonas bem delimitadas. Aos 17 dias de vida, os ossos dos ratos encontram-se 

em estágio de desenvolvimento equivalente ao nascimento em humanos. Coloração HE, 

objetiva 10x. 

 

A zona de repouso somente aparece na placa de crescimento madura e fica localizada mais 

próxima do centro de ossificação secundário (Ono e Kronenberg, 2018). É caracterizada pela 

presença abundante de MEC, em quantidade relativamente maior do que condrócitos 

(Ballock e O’Keefe, 2003). Possui atividade proliferativa baixa e as suas células têm como 

principal função servir de reserva para os condrócitos achatados e proliferativos que formam 

a zona proliferativa adjacente (Ono e Kronenberg, 2018).  

A proliferação ocorre de forma significativa na zona proliferativa e é controlada por fatores 

sistêmicos e locais (Ballock e O’Keefe, 2003). O principal fator sistêmico que controla a 
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proliferação dos condrócitos é o hormônio do crescimento, e seu efeito é mediado pela 

secreção de IGF-1 (Mackie et al., 2011). Quantidades adequadas de hormônio do crescimento 

na circulação sistêmica resultam em aumento nos níveis de IGF-1 na placa de crescimento. 

Ainda, os hormônios tireoidianos participam do crescimento ósseo por estímulo à produção 

de hormônio do crescimento (Ballock e O’Keefe, 2003). 

Na placa de crescimento, os condrócitos imaturos da zona de repouso e os condrócitos 

proliferativos secretam matriz rica em agrecan, Col2 e inibidores angiogênicos (Hall et al., 

2006). Ainda, nessas zonas há presença abundante de Col9 e Col11. O agrecan, principal 

representante dos proteoglicanos, é importante para conferir resistência osmótica contra 

cargas compressivas (Ballock e O’Keefe, 2003). 

Ocorre um período de transição entre a proliferação e a hipertrofia, no qual os condrócitos 

são reconhecidos como condrócitos pré-hipertróficos (Mackie et al., 2008). Essa fase de 

transição é muito importante, pois condrócitos proliferativos e os hipertróficos apresentam 

padrão de expressão bastante distintos, e essas alterações de expressão são capazes de 

modificar a estrutura e a composição da MEC adjacente e preparar o tecido para os próximos 

passos do crescimento ósseo (Mackie et al., 2011). Reconhece-se que os fatores que 

controlam a progressão da placa de crescimento são muitos e os mecanismos são complexos, 

e tudo que se sabe até o momento está longe de ser um conhecimento definitivo sobre o 

assunto (Liu et al., 2017). 

A zona hipertrófica é caracterizada pelo aumento de volume celular, aumento da atividade da 

fosfatase alcalina e da síntese de colágeno X (Ballock e O’Keefe, 2003). Vale destacar que a 

mudança no padrão de expressão da MEC é uma característica importante da hipertrofia. Os 

condrócitos hipertróficos deixam de secretar predominantemente Col2 e passam a secretar 

Col10, sendo este último considerado um marcador específico da hipertrofia (Mackie et al., 

2011). Assim, Col10 é encontrado apenas nas áreas com diferenciação hipertrófica ou 

terminal (mineralizada). Por outro lado, Col2 e Col9 são expressos em todas as zonas da 

placa de crescimento, principalmente na zona proliferativa, e a expressão permanece na 

cartilagem articular após cessar o crescimento. Ainda sobre a produção de MEC, na zona 

hipertrófica e nas porções de cartilagem mineralizada, há redução da quantidade e da síntese 

de proteoglicanos. Isso indica que a diferenciação hipertrófica está acompanhada de 

remodelamento da MEC mediada por eventos proteolíticos (Gerstenfeld e Shapiro, 1996). 
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Além disso, condrócitos hipertróficos secretam MMP-13, que é a principal enzima 

responsável pela degradação do Col2 (Mackie et al., 2011). Após a formação da placa de 

crescimento, apenas condrócitos hipertróficos terminais e osteoblastos expressam MMP-13, 

facilitando a invasão local de vasos sanguíneos neoformados em meio à matriz colagênica 

degradada (Stickens et al., 2004) e permitindo o aumento de volume das células (Mackie et 

al., 2008). A formação desses vasos é importante porque permite a entrada de células 

precursoras que darão origem a osteoblastos, osteoclastos e células hematopoéticas (Harper e 

Klagsbrun, 1999). Assim, em resumo, considera-se Ihh um marcador para condrócitos pré-

hipertróficos, Col10 um marcador para condrócitos hipertróficos, e MMP-13 um marcador 

para condrócitos hipertróficos terminais (Liu et al., 2017). 

Outra característica dos condrócitos hipertróficos é a expressão de fatores pró-angiogênicos 

desde a vida pré-natal até o final da fase de crescimento. Em modelo experimental murino, 

por volta do dia 15 embrionário já é possível verificar a expressão de fatores pró-

angiogênicos pelos condrócitos hipertróficos do centro do molde (Sivaraj e Adams, 2016). O 

VEGF é o principal responsável pela migração, proliferação e sobrevivência de células 

endoteliais durante a ossificação endocondral, bem como o responsável pela manutenção dos 

vasos neoformados (Hall et al., 2006).  

A expressão do receptor de VEGF chamado Flt1 é verificada tanto em condrócitos quanto em 

células endoteliais e osteoblastos, enquanto a expressão do receptor Flk1 é alta em 

condrócitos e células endoteliais, mas baixa em osteoblastos (Gerber et al., 1999). VEGF, 

além de induzir angiogênese, promove degradação da matriz extracelular por induzir a 

liberação de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMT (Hall et al., 2006), promover a sobrevivência de 

condrócitos (Zelzer et al., 2004) e atuar na diferenciação e na atividade de osteoclastos (Dai e 

Rabie, 2007). Assim, o VEGF é considerado um mediador do crescimento ósseo não somente 

por promover a angiogênese mas também por coordenar a diferenciação das células da 

linhagem óssea (Chim et al., 2013). 

Os principais fatores sistêmicos envolvidos no controle da hipertrofia são os hormônios 

tireoidianos (Mackie et al., 2011). Robson et al. (2000) verificaram que as células da zona de 

repouso e da zona proliferativa possuem receptores para hormônios tireoidianos, enquanto os 

condrócitos hipertróficos não possuem. Isso indica que células precursoras e condrócitos 

imaturos são os alvos primários desses hormônios na placa de crescimento. Ao avaliar os 

efeitos da suplementação de triiodotironina (T3) em meio de cultivo de condrócitos de ratos, 
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Robson et al. (2000) constataram que a T3 atua na conversão de condrócitos imaturos em 

hipertróficos, sem afetar a proliferação. Ainda, T3 é capaz de transformar células de reserva 

em condrócitos hipertróficos, sem a necessidade de passar por uma etapa prévia de 

proliferação. Assim, os hormônios tireoidianos podem, em situações específicas conforme a 

necessidade, recrutar condrócitos de reserva para a diferenciação hipertrófica contribuindo 

para formação óssea acelerada. Semelhante a esses resultados, Okubo e Reddi (2003) 

observaram que adição de tiroxina (T4) ao meio de cultivo de condrócitos de camundongos 

inibe a expressão de Sox9, e consequentemente estimula a hipertrofia e a expressão de Col10. 

Assim, reconhece-se que os hormônios tireoidianos são capazes de agir diretamente sobre a 

placa de crescimento, sem a necessidade de fatores intermediários. 

O IGF-1 atua sobre a hipertrofia por promover aumento de volume celular. Essa promoção da 

hipertrofia, mediada por IGF-1, ocorre porque esse fator de crescimento é necessário para a 

nutrição celular. Camundongos Igf-1-/- apresentam diferenciação normal, porém os 

condrócitos hipertróficos são menores do que o normal pela redução do aporte nutricional. 

Nesse sentido, entende-se que o IGF-1 aumenta a captação de glicogênio pelos condrócitos 

hipertróficos e aumenta a síntese proteica das células, promovendo então crescimento e 

produção de matriz. Justamente por serem células metabolicamente muito ativas, os 

condrócitos hipertróficos dependem do fornecimento adequado de glicose para manter suas 

funções de biossíntese em níveis normais (Wang et al., 1999). 

As proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) são expressas durante o crescimento endocondral 

e desempenham diversas funções sobre o tecido ósseo. Sabe-se que as BMPs atuam 

promovendo síntese de MEC, tanto em condrócitos articulares quanto da placa epifisária, 

regulando a expressão e a atividade de fatores de transcrição e controlando a diferenciação 

condrogênica. Diferentes BMPs são expressas em diferentes zonas da placa de crescimento, o 

que sugere fortemente que suas funções diferem ao longo da maturação celular. Nesse 

sentido, ao avaliar a influência de BMPs sobre o crescimento endocondral, Caron et al. 

(2013) verificaram que BMP-2 estimula a hipertrofia, enquanto a BMP-7 a inibe. O efeito 

supressor da maturação que é exercido pela BMP-7 é mediado pelo fator de transcrição 

Bapx1/Nkx3.2, que atua impedindo a hipertrofia celular e mantendo o fenótipo cartilaginoso. 

Os autores verificaram que esse fator não responde ao aumento da expressão de BMP-2, mas 

aumenta em resposta ao estímulo pela BMP-7. Assim, BMPs atuam diretamente no controle 

da hipertrofia, exercendo atividade tanto pró quanto anti-hipertrófica. 
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O Runx2 é um fator de transcrição associado à progressão para o fenótipo ósseo. Esse fator é 

normalmente expresso no pericôndrio, bem como nos condrócitos hipertróficos, 

principalmente próximos à esponjosa primária (St-Jacques et al., 1999). Assim, o Runx2 é 

um fator de transcrição importante na placa de crescimento, por coordenar a maturação dos 

condrócitos (Yoshida et al., 2004) e induzir a hipertrofia (Liu et al., 2017). Sua expressão é 

baixa nos condrócitos da zona de repouso e da zona proliferativa e elevada nos condrócitos 

pré-hipertróficos e hipertróficos, inibindo os condrócitos de adquirirem fenótipo 

permanentemente cartilaginoso e estimulando a expressão de proteínas importantes para a 

diferenciação terminal, incluindo Col10 e MMP-13 (Komori, 2018).  

Runx2 atua diretamente na ativação da expressão de Col10 pelos condrócitos hipertróficos 

(Zheng et al., 2003) e promove invasão vascular na região de diferenciação terminal através 

do estímulo para ativação de metaloproteinases que degradam a MEC e permitem a 

neoformação vascular (Johansson et al., 1997). Essa invasão vascular permite a chegada de 

precursores de osteoblastos que serão responsáveis pela síntese de matriz óssea (Mackie et 

al., 2008), e precursores osteoclásticos que vão atuar diretamente sobre a reabsorção da 

matriz cartilaginosa e o remodelamento ósseo (Mackie et al., 2008). Ainda, Runx2 é expresso 

no pericôndrio e induz a diferenciação osteogênica para formação do osso cortical (Komori, 

2018). Mutações ou ausência de Runx2 estão associadas a diversas alterações, dentre elas 

ossos curtos, osteopenia (Komori, 2018) e ineficiência da mineralização da matriz 

extracelular (Kronenberg, 2003). A Tabela 1 resume os principais reguladores da placa de 

crescimento e suas funções primordiais sobre os condrócitos. 
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Tabela 1. Reguladores importantes para manutenção e função da placa de crescimento. 

Fator regulador Atuação 

 

BMPs • Estímulo para síntese de MEC. 

• Estímulo ou inibição da hipertrofia. 

FGF • Ativação do gene Sox9. 

 

Sox9 
• Estímulo para diferenciação condrogênica. 

• Manutenção do fenótipo cartilaginoso. 

• Estímulo para expressão de MEC. 

HIF1α • Indução da expressão de Sox9. 

• Estímulo para expressão de fatores pró-angiogênicos. 

Ihh • Estímulo para diferenciação hipertrófica e formação de osso 

cortical (em conjunto com PTHrP e TGFβ). 

 

PTHrP 
• Estímulo para proliferação. 

• Manutenção do fenótipo cartilaginoso e retardo da diferenciação 

hipertrófica (em conjunto com Ihh e TGFβ). 

GH/IGF-1 • Promove proliferação.  

• Promove aumento de volume celular. 

T3 e T4 • Estímulo para hipertrofia. 

 

Runx2 
• Indução de hipertrofia. 

• Indução de diferenciação terminal e osteogênica. 

• Estímulo para expressão de MMP-13, Col10 e VEGF. 

MMP-13 • Promove degradação da matriz condrogênica. 

VEGF • Promove quimiotaxia para células endoteliais e neoformação 

vascular. 

 

O controle da expressão gênica por mecanismos epigenéticos com capacidade de alterar o 

fenótipo dos indivíduos sem modificar o genoma também tem sido estudada na hipertrofia 

dos condrócitos (Sun e Beier, 2014). Nesse sentido, a estrutura da cromatina é importante 

porque controla a transcrição gênica e, assim, a acetilação de histonas pelas enzimas histona 

acetiltransferases expõe as sequências alvo do DNA. No entanto, a desacetilação de histonas 

pela histona desacetilases (HDAC) exerce efeito contrário. Nos condrócitos, a HDAC4 é 

expressa na zona pré-hipertrófica e atua como inibidor da atividade do Runx2, impedindo a 

progressão da hipertrofia e controlando o momento em que a cartilagem será substituída por 

osso (Vega et al., 2004). Ainda, a HDAC3 é necessária para o aumento de volume dos 

condrócitos hipertróficos (Sun e Beier, 2014). A HDAC4 e outras histona desacetilases classe 

II estabelecem complexos com fatores de transcrição capazes de se ligar ao DNA, incluindo 

MEF2 (myocyte enhancer factor-2) que está relacionada com o desenvolvimento de células 

musculares e cardíacas. Em mamíferos, Mef2c é importante para o crescimento ósseo 
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endocondral no controle da hipertrofia inicial e na indução da expressão de Col10, Runx2 e 

VEGF. Assim, Mef2c promove hipertrofia e tem efeito inibitório sobre a ação da HDAC4, 

sendo capaz de controlar indiretamente a transcrição de genes que participam da ossificação 

(Arnold et al., 2007). 

Por fim, os condrócitos hipertróficos progridem para a diferenciação terminal. Essa etapa é 

caracterizada pela degradação da matriz condrogênica, seguida de invasão vascular, pela 

diferenciação de osteoblastos e osteoclastos a partir de células precursoras que chegam ao 

local pelos vasos neoformados, pela mineralização da MEC, pela morte e transdiferenciação 

de condrócitos terminais e pelo remodelamento do tecido (Mackie et al., 2011). O local onde 

há presença tanto de cartilagem mineralizada quanto de matriz óssea é chamado de trabécula 

primária ou esponjosa primária, que irá sofrer remodelamento para dar origem ao osso 

trabecular ou à trabécula secundária (Ballock e O’Keefe, 2003). Nessa fase de maturação 

tardia há aumento da expressão de fatores que induzem a diferenciação óssea e a 

mineralização, dentre eles, o Runx2 e a fosfatase alcalina (Mackie et al., 2011). 

Outra característica associada aos condrócitos hipertróficos é expressão elevada de fosfatase 

alcalina (Gerstenfeld e Shapiro, 1996). A fosfatase alcalina (FA) é uma metaloenzima que 

catalisa a hidrólise de fosfomonoésteres, mecanismo que envolve a formação de fosfato a 

partir de reação com água em pH alcalino, gerando liberação de fosfato inorgânico (Golub e 

Boesze-Battaglia, 2007). Em vertebrados, os minerais depositados nos tecidos são compostos 

por hidroxiapatita. Na placa epifisária, a mineralização ocorre na zona hipertrófica, e a 

hidroxiapatita é formada nos condrócitos pré-hipertróficos e hipertróficos (Orimo, 2010). O 

gene da fosfatase alcalina é um dos primeiros a ser expresso durante o processo de 

mineralização, e a expressão de FA é considerada um dos principais mecanismos do controle 

da diferenciação osteoblástica (Golub e Boesze-Battaglia, 2007). O papel da FA na placa de 

crescimento é remover o pirofosfato extracelular, que é um reconhecido inibidor da 

mineralização (Mackie et al., 2011). Assim, a FA serve como marcador da maturidade dos 

tecidos mineralizados e considera-se que a atividade dessa enzima é essencial para a 

progressão da cartilagem para tecido ósseo (Golub e Boesze-Battaglia, 2007).  

Outro mecanismo pelo qual os condrócitos hipertróficos promovem mineralização é a 

liberação de vesículas de matriz. Essas vesículas são partículas extracelulares ligadas à 

membrana plasmática que são depositadas na MEC e servem como local para depósito de 
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hidroxiapatita. As vesículas de matriz apresentam atividade de FA e liberam MMP-9 e MMP-

13 que atuam na degradação da matriz condrogênica (Ballock e O’Keefe, 2003). 

Durante muitos anos, diversos autores consideraram que o destino final dos condrócitos 

hipertróficos era apenas morrer por apoptose. Porém, alguns pesquisadores questionaram se 

não poderia ocorrer transdiferenciação de condrócitos terminais em osteoblastos (Sun e Beier, 

2014). Essa hipótese teve origem devido ao fato de condrócitos de áreas de cartilagem 

mineralizada compartilharem características moleculares comuns às de osteoblastos, tais 

como expressão dos genes da fosfatase alcalina, osteopontina, sialoproteína óssea, 

osteocalcina (Gerstenfeld e Shapiro, 1996) e colágeno I (Yang et al., 2014). Para provar essa 

teoria, Yang et al. (2014) rastrearam condrócitos hipertróficos durante a formação óssea em 

modelo murino e constataram que essas células sobrevivem à transição entre cartilagem e 

osso porque se transformam em osteoblastos e osteócitos. Essa característica ocorre não 

apenas na vida embrionária, mas se mantém no crescimento pós-natal e no reparo de fraturas 

após parada do crescimento. 

 

2. ETANOL 

O etanol, conhecido comumente como álcool, é a substância tóxica mais consumida 

mundialmente e a intensidade do consumo depende de fatores como sexo, perfil 

socioeconômico, grau de escolaridade, idade dos indivíduos e aspectos culturais. Estima-se 

que mais da metade da população que vive na Europa, nas Américas e no Pacífico Ocidental 

faz uso de bebidas alcoólicas (WHO, 2018). 

Além dos prejuízos causados ao próprio indivíduo, uma grande preocupação quando se trata 

do consumo de álcool é a possibilidade de danos causados a terceiros. Nesse sentido, um dos 

notórios transtornos induzidos pelo álcool é o espectro de desordens alcoólicas fetais 

(FASD), que ocorre quando há exposição in utero ao etanol em decorrência da ingestão de 

bebidas alcoólicas por gestantes. Os indivíduos acometidos apresentam anomalias que 

incluem má formação facial, retardo do crescimento e transtornos psicológicos (Dörrie et al., 

2014). Até o momento, não há nenhuma medida terapêutica capaz de reverter os danos 

causados pelo consumo de álcool materno (Ramadoss e Magness, 2012), nem certeza sobre a 

extensão das lesões em níveis moleculares (Fransquet et al., 2016). 
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2.1 Farmacocinética do etanol  

O etanol é uma molécula hidrossolúvel, pequena, sem cargas iônicas e que não precisa de 

carreador para ser transportada. Devido a essas características, é identificado no sangue quase 

imediatamente após o início do seu consumo e a distribuição pelos fluidos corpóreos é rápida 

(Jones, 2011; Zelner e Koren, 2013). A farmacocinética do etanol pode variar de acordo com 

o sexo do indivíduo e o período gestacional e lactação (Gordon et al., 1985; Zelner e Koren, 

2013). 

Embora haja uma pequena absorção do etanol através da mucosa oral, a maior parte da 

absorção acontece no estômago e principalmente no intestino delgado por meio de difusão 

passiva. Como as bebidas alcoólicas já são consumidas em soluções aquosas, a absorção 

começa a ocorrer imediatamente após a ingestão. O tempo desde o início do consumo de 

álcool até o pico de concentração sanguínea (Cmax) é chamado de tmax e geralmente ocorre 60 

minutos após parar de beber. Contudo, há grande variação individual podendo variar de 5 até 

120 minutos. Fatores que influenciam a absorção incluem velocidade de esvaziamento 

gástrico, presença de conteúdo alimentar e concentração alcoólica da bebida (Jones, 2011). 

A taxa de esvaziamento gástrico é muito importante no controle da absorção do álcool para a 

corrente sanguínea, tendo em vista que o intestino delgado é o local onde há maior absorção 

de etanol. Qualquer fator que altere a velocidade de esvaziamento gástrico irá alterar a taxa 

de absorção (Oneta et al., 1998). Por exemplo, hipoglicemia e uso de drogas que aceleram o 

esvaziamento gástrico são fatores que aceleram a absorção do etanol, enquanto a hipovolemia 

e o consumo de bebidas com alto valor calórico são fatores que retardam a absorção (Jones, 

2011). 

A presença de comida no estômago influencia muito na taxa de absorção do etanol, e a 

quantidade de comida é mais relevante do que o tipo de comida (carboidrato, proteína, 

gordura etc). Quando há alimento no estômago ocorre redução da absorção e consequente da 

distribuição para a circulação sistêmica, além de retardo no esvaziamento gástrico. Assim, 

espera-se um menor pico de concentração sanguínea de álcool em indivíduos que bebem após 

se alimentar (Holford, 1987). 

De modo geral, o volume ingerido não influencia na curva de concentração sanguínea de 

etanol, desde que a dose de álcool seja a mesma. Bebidas com alto teor alcoólico atingem 

Cmax mais rápido. Porém, se as bebidas tiverem em sua composição constituintes diferentes, 
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como por exemplo, quantidades diferentes de carboidratos, isso irá influenciar na velocidade 

de esvaziamento gástrico e consequentemente na taxa de absorção (Jones, 2011). 

Após absorção no trato gastrointestinal, o álcool segue o fluxo sanguíneo em direção ao 

fígado, coração direito, pulmões, coração esquerdo e finalmente atinge a circulação sistêmica. 

A distribuição nos órgãos depende da irrigação sanguínea, sendo que órgãos muito 

vascularizados, como encéfalo, atingem a mesma concentração de álcool encontrada no 

sangue mais rápido do que órgãos menos vascularizados, como ossos (Zelner e Koren, 2013). 

Outro fator importante para a distribuição do álcool no organismo é a quantidade de água 

presente nos tecidos e nos fluidos corporais. Quanto mais água um tecido possui maior a 

concentração de etanol em relação ao sangue, uma vez que a molécula passa por difusão 

passiva de locais com menor quantidade de água para locais com maior percentual de água. 

Então fluidos como urina, suor, saliva e líquido cerebroespinhal (quase 100% água) 

apresentam concentração de etanol maior do que a concentração encontrada no sangue (uma 

vez que o sangue apresenta aproximadamente 80% de água em sua composição). A 

quantidade de água disponível no organismo também justifica o motivo pelo qual mulheres 

atingem maior concentração sanguínea do que homens, uma vez que pessoas do sexo 

feminino tendem a ser menores, mais leves e com percentual menor de água. Assim, um 

indivíduo com menor percentual de água nos tecidos irá apresentar maior concentração de 

etanol no sangue. De modo semelhante, idosos apresentam maior concentração sanguínea de 

etanol do que adultos jovens, porque a quantidade de água nos tecidos reduz com o avançar 

da idade (Jones, 2011). 

A metabolização do etanol ocorre no fígado por meio de mecanismos oxidativos e não-

oxidativos. As principais enzimas envolvidas no processo oxidativo são a álcool 

desidrogenase (ADH) presente no citoplasma, a aldeído desidrogenase (ALDH) presente na 

mitocôndria e as enzimas conhecidas como citocromo P450 2E1 (ou CYP2E1) presentes no 

retículo endoplasmático (Matsumoto e Fukui, 2002). Há ainda uma pequena participação de 

enzimas catalase na metabolização do etanol, porém sua importância é pequena frente às 

outras enzimas (Zelner e Koren, 2013). 

A ADH e o citocromo P450 2E1 atuam na conversão do etanol em acetaldeído, metabólito 

altamente reativo, que rapidamente é convertido em acetato pela ALDH. O acetato é 

transportado para fora do fígado, entra no ciclo de Krebs e gera gás carbônico e água (Fig. 8). 

Esse processo todo de quebra do etanol gera energia (7,1 kcal/g) e precisa da participação da 
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coenzima dinucleótideo de nicotinamida e adenina (NAD+) que é reduzida a NADH, 

prejudicando os processos celulares que necessitam de NAD+ (Jones, 2011). 

  

  

Figura 8. Esquema ilustrando a farmacocinética do etanol e as principais enzimas envolvidas 

no processo de metabolização. ADH: álcool desidrogenase. ALDH: aldeído desidrogenase. 

H2O: água. CO2: gás carbônico. A seta mais espessa representa a maior participação de ADH 

na metabolização do etanol em relação às enzimas do citocromo P450 2E1. Adaptado de 

Jones (2011). 

 

A enzima ADH é a principal responsável pela metabolização do etanol em acetaldeído. A 

família ADH possui diversas isoenzimas que variam entre as Classes I e VII, sendo a ADH-3 

Classe I responsável por 96% do metabolismo e a ADH-1 Classe I responsável por 4%. A 

maior parte desse processo ocorre no fígado, e apenas cerca de 10% da metabolização ocorre 

em sítios extra hepáticos (Matsumoto e Fukui, 2002). ADH Classe IV é o único tipo que não 
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é encontrado no fígado, mas está presente na mucosa gástrica e parece estar envolvida na 

patogenia de cânceres gástricos induzidos pelo consumo crônico de etanol (Messner et al., 

2012). 

As enzimas ADH Classe I presentes no fígado possuem constante de Michaelis (Km) baixa, e 

isso significa que a concentração de substrato necessária para atingir metade da velocidade da 

reação é pequena. Ou seja, a enzima fica saturada rapidamente, logo após começar a beber, e 

a velocidade de reação atinge sua velocidade máxima (Jones, 2011). 

As diferentes isoformas da enzima e os vários polimorfismos existentes resultam em 

variações individuais na metabolização do álcool de uma pessoa para outra e entre tecidos 

diferentes, justificando, ao menos em parte, porque há variação de toxicidade entre os 

indivíduos e o motivo de alguns órgãos serem mais suscetíveis aos danos do que outros 

(Zelner e Koren, 2013). Vale ressaltar que existem substâncias capazes de inibir a atividade 

de ADH, e consequentemente essas substâncias são capazes de prejudicar a metabolização do 

etanol, entre elas os pirazóis, a cimetidina e a ranitidina (Matsumoto e Fukui, 2002). 

O sistema microssomal de oxidação do etanol tem como principal enzima o citocromo P450 

2E1. Esse sistema ganha destaque durante o processo de metabolização do álcool em 

situações de alta concentração sanguínea de etanol, podendo chegar a ser responsável por até 

40% da metabolização hepática. Ainda, a expressão de citocromo P450 2E1 aumenta com o 

uso crônico do etanol, justificando o motivo pelo qual alcoólatras apresentam taxa de 

eliminação aumentada em comparação a indivíduos que não fazem uso constante de álcool. A 

ativação do citocromo P450 2E1 causa estresse oxidativo e gera espécies reativas de oxigênio 

(ROS), que podem iniciar a peroxidação de lipídeos. O estresse oxidativo causado pela 

ativação dessa enzima resulta em lesão celular hepática, e esse é um dos motivos pelo qual a 

ingestão de grande quantidade de etanol é tão prejudicial ao organismo (Matsumoto e Fukui, 

2002). 

Resumidamente, estresse oxidativo com pouca produção de ROS é benéfico porque estimula 

vias de reparo que limitam os danos teciduais. Porém, estresse oxidativo intenso, que resulta 

em grande quantidade de ROS, reduz a capacidade hepática de responder a insultos tóxicos, 

podendo levar à morte celular, e, ainda, pode alterar a expressão gênica por induzir 

hipometilação do DNA. Vale ressaltar que o fígado danificado é mais sensível ao estresse 
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oxidativo causado por fármacos e drogas, fazendo com que mesmo doses “seguras” causem 

estresse oxidativo exacerbado (Messner et al., 2012). 

A enzima ALDH é a principal responsável pela segunda parte da metabolização do etanol, 

representada pela conversão do acetaldeído em acetato (Zelzer e Koren, 2013). Em humanos, 

foram identificados doze genes ALDH (Messner et al., 2012) que codificam dezenove 

enzimas (Koppaka et al., 2012) presentes no citoplasma, nas mitocôndrias e no microssomo 

de diferentes tecidos, porém, a ALDH2 é a principal enzima mitocondrial responsável pela 

oxidação do acetaldeído no fígado e na mucosa do trato gastrointestinal (Messner et al., 

2012). Defeitos nessa enzima retardam a eliminação do acetaldeído, que é altamente tóxico 

(Zelzer e Koren, 2013), e o excesso de acetaldeído causa liberação de catecolaminas, 

dilatação de vasos sanguíneos do rosto, hiperemia na face e náusea. Ainda, o acúmulo de 

acetaldeído leva à formação de adutos proteicos que consequentemente inibem funções 

fisiológicas importantes para manutenção da homeostase (Messner et al., 2012). 

O metabolismo não-oxidativo representa uma pequena parte da via de metabolização do 

etanol e envolve a conjugação enzimática do etanol em substratos endógenos como ácidos 

graxos, fosfolipídios, sulfato e ácido glicurônico. Esses derivados não-oxidativos do 

metabolismo do etanol são denominados ésteres etílicos, fosfaditiletanol, sulfato de etila e 

etílico glucuronido. Dentre essas vias não-oxidativas, a mais estudada até o momento é a 

esterificação do etanol em ácidos graxos. Vale ressaltar que a via não-oxidativa de 

metabolização do etanol tem importância principalmente em situações de deficiência ou 

inibição do metabolismo oxidativo e pode ser responsável pelo aumento do peso corporal 

associado a deficiência crônica de ADH em alcoólatras. Ainda, a meia vida prolongada dos 

metabólitos não-oxidativos faz com que eles possam ser usados como biomarcadores do 

consumo de etanol (Zelner e Koren, 2013). 

Há uma pequena porção do álcool ingerido que é metabolizado em primeira passagem 

diretamente no trato gastrointestinal, apesar de ainda ser controversa a real importância desse 

metabolismo dentro do quadro geral (Matsumoto e Fukui, 2002), pois é muito difícil 

distinguir o que é metabolismo hepático de primeira passagem do metabolismo gástrico de 

primeira passagem. Nesses casos, há remoção do álcool no estômago antes que ele alcance a 

circulação sistêmica e isso ocorre porque a mucosa gástrica tem atividade de ADH Classe IV, 

que possui Km alto. Em alcoólatras e mulheres, a atividade de ADH gástrico é menor, 

tornando esses indivíduos mais vulneráveis aos efeitos negativos do álcool (Jones, 2011). 
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A maior parte do etanol ingerido é metabolizada conforme descrito anteriormente, mas uma 

pequena porção (2 a 10%) é eliminada intacta pela urina, suor e respiração. Há uma relação 

proporcional entre a quantidade ingerida e a quantidade excretada, sendo a quantidade 

eliminada maior à medida que a dose ingerida também aumenta (Jones, 2011). 

A eliminação do etanol pela urina ocorre através da filtração glomerular, representando 

apenas 2% do álcool ingerido. A transpiração tem baixa capacidade de eliminar álcool, mas 

ainda assim é uma via interessante porque pode ser utilizada como uma maneira pouco 

invasiva para avaliar abstinência alcoólica em programas de reabilitação, por exemplo. Por 

fim, a quantidade de etanol eliminada pela respiração depende, além da concentração 

sanguínea de etanol, da taxa de ventilação pulmonar. Por exemplo, na concentração 

sanguínea de 1 g/L, o ar alveolar terá 0,5 mg/L de etanol. Assim, considerando a quantidade 

de ar que passa nos pulmões por minuto em um indivíduo saudável (252 L/h), há perda de 

cerca de 126 mg de etanol por hora via expiração, o que representa aproximadamente 2% do 

total eliminado (Holford, 1987; Jones, 2011). 

  

2.1.1 Farmacocinética do etanol durante a gestação 

Diversos fatores são capazes de alterar a farmacocinética do etanol, tais como gênero, 

hormônios esteróides sexuais, idade, hepatopatias e uso concomitante de outras drogas 

(Jones, 2011), fazendo com que o entendimento dessas alterações seja importante para 

elucidar o efeito tóxico do etanol em diferentes situações (Gordon et al., 1985; Zelner e 

Koren, 2013). Um dos fatores fisiológicos que altera a farmacocinética de várias drogas é a 

gestação, uma vez que durante esse período ocorrem mudanças fisiológicas maternas e 

estabelecimento da unidade feto-placentária (Loebstein et al., 1997). Estudos em humanos 

possuem limitações éticas e isso faz com o que o modelo experimental animal seja adotado 

em grande parte das pesquisas atuais na área de toxicologia. Para tornar mais fácil a 

compreensão das alterações farmacocinéticas induzidas pela gestação, primeiro deve-se 

entender sobre a fisiologia normal da gestação e do desenvolvimento placentário (Rijk et al., 

2002), para depois ser capaz de extrapolar os dados obtidos no modelo animal para os 

humanos (Malassiné et al., 2003). 

O álcool é comumente consumido por mulheres e se consumido durante a gestação pode ter 

efeitos deletérios sobre o feto (Ramsay, 2010). A transferência de etanol pela placenta é livre, 
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o que significa que o álcool é encontrado no sangue fetal na mesma concentração que no 

sangue materno (Idänpään-Heikkilã et al., 1972). Estima-se que 5 a 10% dos bebês com 

exposição in utero ao etanol desenvolvem lesões, mas esse valor provavelmente está 

subestimado (Ramsay, 2010) devido a dificuldade de diagnóstico clínico de muitas alterações 

(Fransquet et al., 2016). 

Sabe-se que o álcool é danoso ao feto ao longo de toda a gestação e a severidade dos danos 

depende do período gestacional, da dose consumida e da frequência de exposição (Ramsay, 

2010), sendo mais comum ocorrer efeito teratogênico quando a exposição ocorre na fase 

embrionária (Mandal et al., 2017). Ainda, o genoma dos pais contribui para a suscetibilidade 

dos fetos desenvolverem lesões. Por exemplo, mães que expressam maior quantidade de 

ADH apresentam menor concentração sanguínea de etanol e consequentemente a exposição 

fetal ao álcool é menor. Assim, exposições similares em indivíduos diferentes gera efeitos 

distintos devido a participação de componentes genéticos individuais, tanto fetais quanto 

maternos, na patogenia da FASD. Ainda, alterações epigenéticas induzidas no pai que 

consome álcool no período anterior à concepção são responsáveis por danos ao 

desenvolvimento fetal, apesar dos mecanismos exatos serem pouco conhecidos (Ramsay, 

2010). 

Apesar de todos os danos que o etanol pode causar na vida reprodutiva, existem poucos 

trabalhos abordando as implicações das mudanças fisiológicas e hormonais que ocorrem 

durante a gestação sobre a farmacocinética do etanol, ou sobre as mudanças no metabolismo 

materno induzidas pelo consumo crônico de etanol durante a gestação (Zelner e Koren, 

2013). Os dados disponíveis até o momento serão abordados a seguir. 

Qualquer mecanismo que altere a absorção gastrointestinal irá consequentemente interferir na 

absorção do etanol. Durante a gestação há aumento do nível de progesterona na corrente 

sanguínea e acredita-se que esse aumento resulte em redução da motilidade do trato 

gastrointestinal, com consequente aumento do tempo de esvaziamento gástrico e intestinal, 

resultando em absorção mais lenta do etanol (Lawson et al., 1985). Ainda, grávidas secretam 

cerca de 40% menos ácido gástrico e apresentam produção de muco aumentada, o que gera 

aumento do pH estomocal e reduz a capacidade digestiva. Além disso, é comum a ocorrência 

de vômitos principalmente durante o primeiro trimestre e isso contribui para reduzir a 

concentração sanguínea das drogas (Loebstein et al., 1997). 
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Mulheres possuem um pouco menos de água em sua composição corporal do que homens, o 

que faz com que o volume de distribuição do etanol seja menor e o pico de concentração 

sanguínea seja maior com a mesma dose alcoólica (Jones, 2011). Por outro lado, durante a 

gestação há expansão do volume plasmático em cerca de 50% (Soma-Pillay et al., 2016), e 

isso altera o volume de distribuição do etanol resultando em menor pico de concentração 

sanguínea. Esse aumento do volume plasmático gera uma hipoalbuminemia relativa, 

enquanto o aumento de progesterona e outros hormônios satura os sítios de ligação das 

proteínas plasmáticas existentes, fazendo com que aumente a quantidade de droga livre na 

circulação. Porém, como o etanol não precisa de proteína carreadora, esse efeito não é 

relevante clinicamente (Loebstein et al., 1997). 

O efeito da gestação sobre a metabolização de drogas depende do tipo de droga. Em alguns 

casos, a progesterona estimula a atividade de enzimas microssomais e isso resulta em 

aumento do metabolismo hepático, enquanto em outras situações tanto a progesterona quanto 

o estradiol podem reduzir a eliminação por inibição competitiva de enzimas (Loebstein et al., 

1997). Poucos estudos avaliaram a influência da gestação no metabolismo do álcool (Zelner e 

Koren, 2013), mas uma pesquisa realizada em ratas indica que aparentemente a 

metabolização é mais rápida e esse aumento não está relacionado à atividade da ADH 

hepática e nem do citocromo P450 2E1, sendo que esse último na verdade encontra-se 

diminuído. Porém, observa-se aumento da quantidade de mitocôndrias no fígado de gestantes 

e isso possivelmente aumenta a quantidade e consequentemente a atividade de ALDH. Além 

disso, é observado aumento de atividade de ADH4 gástrico, o que sugere aumento de 

metabolismo de primeira passagem. Esse aumento da metabolização gera aumento da taxa de 

eliminação, que resulta em menor tempo de exposição fetal ao etanol, fazendo com que esse 

talvez seja um mecanismo que justifique porque os ratos apresentam lesões menos severas de 

FASD do que humanos (Badger et al., 2005). 

Apesar da gestação aumentar o fluxo sanguíneo renal e consequentemente aumentar a taxa de 

filtração glomerular, o aumento da eliminação renal não é clinicamente relevante, então 

assume-se que a gestação não altera a eliminação de drogas por essa via (Loebstein et al., 

1997). 
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2.1.2 Farmacocinética do etanol no feto 

A necessidade de ligação a proteínas plasmáticas é um fator crucial para determinar quais 

drogas possuem maior potencial para alcançar o feto, pois apenas drogas livres atravessam a 

barreira placentária (Loebstein et al., 1997). Essa é uma informação importante, pois o etanol 

não necessita de carreador, apresenta-se livre na circulação e atravessa rapidamente a 

placenta, quando então atinge o compartimento fetal, resultando em concentração sanguínea 

fetal semelhante à concentração sanguínea materna (Zelner e Koren, 2013). Uma prova da 

transferência de etanol da mãe para o feto é a presença de álcool no líquido amniótico. Nava-

Ocampo et al. (2004) demonstraram que, aos quatro meses de gestação, a quantidade de 

etanol transferida para o líquido amniótico é 60% menor do que a quantidade presente na 

circulação sanguínea materna, e essa concentração máxima demora mais para acontecer, 

porém, o álcool fica mais tempo no líquido amniótico do que no sangue materno, pois sua 

eliminação é complexa e depende de mecanismos inerentes à mãe. Dessa forma, a placenta 

atua como um reservatório de etanol prolongando seu contato com o feto. 

Com relação ao sangue fetal, Idänpään-Heikkilã et al. (1972) verificaram que no momento do 

parto, as concentrações de álcool no sangue materno e no sangue fetal são praticamente 

iguais, e quatro horas após o nascimento, a taxa de eliminação do álcool no recém-nascido é 

cerca de metade da taxa de eliminação da mãe. Os autores acreditam que o retardo na 

eliminação ocorra em consequência da menor atividade enzimática associada à maior 

quantidade de água nos tecidos do neonato. Assim, não há dúvidas da transferência de etanol 

do sangue materno para os fluidos fetais (Idänpään-Heikkilã et al., 1972; Nava-Ocampo et 

al., 2004). 

Em humanos, a capacidade fetal de metabolizar o álcool é limitada e varia durante o 

desenvolvimento. No primeiro trimestre da gestação humana, a atividade da ADH é muito 

baixa, mas aumenta de forma progressiva à medida que a gestação avança. Ainda assim, no 

segundo trimestre da gestação, a atividade enzimática é mínima e não é fisiologicamente 

relevante (Nava-Ocampo et al., 2004). Mesmo dois meses após o nascimento, a atividade da 

ADH do neonato é apenas 25% da capacidade de um adulto, fazendo com que a concentração 

sanguínea seja maior devido a eliminação mais lenta (Haastrup et al., 2014). Com relação a 

atividade do citocromo P450 2E1, há grande variação individual, mas em alguns fetos é 

detectável com 16 semanas de gestação. Essa variação individual poderia ser uma explicação 

para alguns indivíduos serem mais suscetíveis ao desenvolvimento de FASD do que outros. 
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Ao nascimento, a taxa de eliminação do etanol no neonato é cerca da metade da capacidade 

de eliminação no adulto (Zelner e Koren, 2013). 

De modo semelhante ao que é observado em humanos, os fetos de ratos também possuem 

capacidade de metabolização reduzida, e a atividade de ADH só é detectável no final da 

gestação bem próximo ao parto. Ao nascimento, a atividade da ADH representa cerca de 20% 

da atividade de um adulto (Través et al., 1995). 

 

2.1.3 Farmacocinética do etanol durante a lactação 

Ao final da gestação, há aumento do volume e da atividade secretória da glândula mamária, 

que apresenta-se completamente ativa no dia do parto. Em ratas, ocorre aumento da atividade 

glandular até o dia 11 de lactação, quando então começa a declinar, e no dia 22 após o parto a 

glândula apresenta características de inatividade devido ao desmame dos filhotes. Jones e 

Stewart (1984) demonstraram que o consumo materno de etanol em modelo murino retarda a 

maturação da glândula mamária, evidenciado por lóbulos pouco delimitados, ácinos pequenos 

e secreção com aspecto granular no dia do parto. Porém, o tecido glandular aumenta sua 

atividade durante a lactação e no dia 22 após o parto, a mama apresenta características de 

plena atividade, que se mantém até o dia 72 após o parto. Apesar das alterações histológicas 

do tecido mamário, não houve diferença no crescimento dos filhotes durante o período 

analisado. Isso indica que o etanol afeta o desenvolvimento normal da glândula mamária 

durante a gestação e a lactação, sem que isso tenha efeito sobre o desenvolvimento dos 

filhotes. 

Em humanos, o etanol passa livremente para o leite materno e é encontrado na mesma 

concentração do sangue da mãe (Kesäniemi,1974). Diferentemente, em modelo murino a 

quantidade de álcool no leite depende da dose e também do tempo decorrido entre a ingestão 

e a coleta da amostra. Assim, a concentração de etanol no leite é maior do que no sangue 

materno poucas horas após a exposição aguda ao álcool, mas depois reduz para cerca de 65% 

da concentração sanguínea (Guerri e Sanchis, 1986). Alguns estudos avaliaram a 

possibilidade da atividade enzimática no próprio tecido mamário ser responsável pela 

redução da transferência de álcool do sangue materno para o leite, tendo em vista que há 

expressão de ADH na mama. Contudo, a metabolização por esse tecido é mínima (Guerri e 

Sanchis, 1986) e, na verdade, observa-se efeito contrário porque concentrações alcoólicas 
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acima de 10mM inibem a atividade enzimática de ADH do tecido mamário, sendo um 

indicativo de que o papel dessa enzima na glândula mamária provavelmente está limitado à 

metabolização de baixas quantidades de álcool produzidas apenas em processos fisiológicas, 

sem atividade em situações patológicas (Triano et al., 2003). 

Com relação ao metabólito acetaldeído, a concentração no leite de ratas é sempre menor do 

que no sangue, independente se a exposição é aguda ou crônica, atingindo proporções de 35-

45% da quantidade encontrada na circulação (Guerri e Sanchis, 1986). Um mecanismo 

proposto para a transferência de acetaldeído do sangue para o leite é a redução da atividade 

enzimática de ALDH durante a lactação associada a maior velocidade de oxidação do etanol, 

resultando em acúmulo do metabólito. Porém, a concentração fetal de acetaldeído é menor do 

que a concentração materna, indicando que há algum gradiente envolvido nas trocas entre 

sangue materno e fetal. Ainda assim, não é possível dizer que mesmo essa quantidade 

relativamente baixa de acetaldeído não seja capaz de gerar toxicidade (Gordon et al., 1985). 

Por outro lado, em humanos não há transferência de acetaldeído para o leite e isso sugere que 

a mama consegue eliminar esse metabólito altamente reativo, mas não se sabe como isso é 

realizado (Kesäniemi,1974). 

Aparentemente, a disponibilidade sistêmica do etanol durante a lactação é menor (Pepino et 

al., 2007) e isso pode ser em consequência de uma menor Cmax de etanol no sangue materno 

(Haastrup et al., 2014), associada ao retardo da absorção devido a redução da motilidade 

gastrointestinal (Pepino et al., 2007). A taxa de eliminação do etanol no leite materno segue a 

mesma proporção da eliminação no sangue, e isso indica que o leite não tem capacidade de 

armazenar etanol (Lawton, 1985). Porém, ainda existem controvérsias devido a distinção de 

resultados entre os trabalhos publicados (Pepino et al., 2007; Haastrup et al., 2014) e isso 

evidencia a necessidade de mais estudos sobre a forma como a lactação e todos os processos 

fisiológicos que acontecem durante esse período influenciam a farmacocinética do etanol 

(Pepino et al., 2007). Ainda assim, apesar da quantidade de etanol ingerida pelo filho através 

do leite ser pequena, os efeitos da exposição contínua são potencialmente danosos ao 

desenvolvimento (Haarstrup et al., 2014). 

Não há dúvidas de que a amamentação é extremamente benéfica ao bebê e à mãe, sendo 

associada ao menor risco de desenvolvimento de doenças no filho e menor risco de câncer de 

mama na mãe. Acredita-se que esses benefícios sejam resultado de alterações epigenéticas, 

apesar dos mecanismos exatos serem pouco conhecidos (Verduci et al., 2014). No entanto, a 
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amamentação também pode trazer prejuízos ao lactente por vias epigenéticas, uma vez que 

durante a lactação os órgãos e os tecidos do recém-nascido ainda estão em desenvolvimento, 

fazendo com que esse período tenha potencial para ser tão vulnerável aos efeitos nocivos do 

etanol quanto a gestação (Guerri e Sanchis, 1986). Nesse sentido, Fransquet et al. (2016) 

relataram que bebês alimentados com leite de mães que consomem pequenas a moderadas 

quantidades de álcool durante a lactação apresentam aumento do padrão de metilação do gene 

DRD4, responsável pela expressão de um dos principais receptores da dopamina. Apesar do 

aumento da metilação do gene não ter causado alteração clínica evidente nos neonatos, os 

autores sugerem que o consumo leve ou moderado de álcool durante a lactação, 

provavelmente é capaz de gerar danos que são difíceis de serem diagnosticados ao 

nascimento.  

 

3. SÍNDROME DO ALCOOLISMO FETAL 

O álcool é uma substância comprovadamente capaz de gerar danos a diferentes órgãos, entre 

eles os ossos. Em adultos, o consumo frequente de bebidas alcoólicas é apontado como causa 

de osteoporose (Guo et al., 2013) e de retardo na consolidação de fraturas (Roper et al., 

2016), por induzir menor diferenciação das células tronco mesenquimais em osteoblastos e 

antagonizar a via Wnt, necessária para a diferenciação das linhagens osteoprogenitoras. Além 

disso, a ingestão de etanol é apontada como fator predisponente para o desenvolvimento de 

osteoartrite, por estimular vias catabólicas que aumentam a produção de enzimas que 

degradam a matriz da cartilagem articular e por reduzir a expressão proteica de mediadores 

anti-inflamatórios nas articulações (Kc et al., 2015). Em crianças, a exposição pré-natal ao 

etanol resulta em um espectro de desordens alcoólicas fetais (fetal alcohol spectrum disorders 

– FASD) que se caracteriza por anormalidades faciais, retardo do crescimento e disfunções 

estruturais ou funcionais do sistema nervoso central (Dörrie et al., 2014). 

Mesmo com todos esses riscos reconhecidos, a ingestão de etanol por mulheres gestantes é 

bastante comum (Dörrie et al., 2014) e estima-se que, no Brasil, 1500 a 3000 novos casos de 

FASD sejam diagnosticados a cada ano (Centro de Informação Sobre Saúde e Etanol, 2017). 

Uma limitação dos estudos em humanos é a dificuldade em afirmar que as alterações 

observadas nos indivíduos que sofreram a exposição pré-natal ao etanol sejam decorrentes do 
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etanol, tendo em vista que fatores ambientais e o uso concomitante de outras drogas é 

frequente.  

Percebe-se que grande parte das mulheres que consomem etanol durante a gestação também 

são tabagistas e o cigarro por si só já seria capaz de causar danos ao feto (Dörrie et al., 2014). 

Assim, mesmo que o alcoolismo não ocorra espontaneamente em animais, trata-se de um 

problema de grande impacto social em humanos, sendo necessária a utilização de um modelo 

animal experimental, a fim de excluir outros fatores, comumente associados ao alcoolismo, a 

exemplo do tabagismo, permitindo esclarecer os mecanismos envolvidos na toxicidade do 

uso exclusivo de etanol (Maran et al., 2001).  

Vale ressaltar que os prejuízos causados pela PEE acompanharão o indivíduo ao longo da 

vida, possivelmente devido ao envolvimento de vias epigenéticas na patogênese das lesões 

causadas pelo etanol (Boschen et al., 2018). Isso aumenta as razões pelas quais a 

identificação dos mecanismos exatos envolvidos no FASD se torna tão importante 

(Ramadoss e Magness, 2012). O etanol causa alterações epigenéticas por mecanismos como 

aumento da relação NADH/NAD+ e formação de espécies reativas de oxigênico (Zakhari, 

2013). Mas, o estudo da epigenética na patogenia de FASD ainda é um campo emergente 

(Lussier et al., 2017). Não há atualmente nenhuma terapia que possa reverter os danos 

causados pela PEE e identificar precocemente os indivíduos acometidos é um grande desafio 

(Lussier et al., 2017). Além disso, o desenvolvimento neurológico tem sido o foco da maior 

parte dos trabalhos sobre PEE e FASD (Parkington et al., 2014), havendo necessidade de 

expandir os conhecimentos sobre a patogênese das lesões em outros órgãos, a exemplo do 

sistema esquelético (Ramadoss e Magness, 2012). 

Em crianças, a PEE causa anormalidades faciais, retardo do crescimento e disfunções 

estruturais e funcionais do sistema nervoso central (Dörrie et al., 2014). A metabolização do 

etanol aumenta o estresse oxidativo no organismo (Das e Vasudevan, 2007), e existem 

evidências de que esse é um dos mecanismos pelos quais o consumo materno de álcool 

prejudica o desenvolvimento neurológico fetal (Brocardo et al., 2011), mesmo em dose não 

teratogênica (Miller et al., 2013).  

Mas, há também alterações placentárias importantes que podem justificar, pelo menos em 

parte algumas das alterações evidenciadas na FASD. Ao considerar o efeito do etanol sobre o 

perfil angiogênico da placenta, Ventureira et al. (2015) revelaram que a exposição 
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perigestacional ao álcool inibe a vascularização inicial da decídua de ratas por desregular o 

sistema VEGF/Kdr, gerando redução na expressão de VEGF com restrição do crescimento 

feto-placentário. Além disso, Lazic et al. (2011) concluíram que fetos de ovelhas que 

consumiram etanol durante a gestação apresentam redução na expressão de VEGF, Flt-1, Flk-

1, HIF-1α e HIF-2α no tecido pulmonar, o que resultou em retardo do desenvolvimento dos 

pulmões, ao nascimento. No entanto, Gu et al. (2001) observaram aumento da expressão de 

VEGF nas culturas de células da artéria coronária de cães adultos tratadas com etanol. Os 

autores levantam a possibilidade de a hipóxia induzida pelo etanol ser a via de sinalização 

que direciona o aumento de VEGF.  

Apesar das alterações ósseas também fazerem parte do espectro de desordens alcoólicas 

fetais, há poucos estudos sobre o tema, principalmente sobre a patogênese dessas alterações. 

Sabe-se que a exposição pré-natal ao etanol é capaz de alterar 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 tardios do crescimento ósseo. Mas, 

Day et al. (2002) constataram que o retardo do crescimento ósseo se mantém ao longo da 

vida, sendo observado em crianças e adolescentes até 14 anos após o nascimento, 

especialmente se a mãe ingeriu bebida alcoólica no primeiro trimestre de gestação.  

Em outro estudo, ratos com PEE apresentam fêmur mais curto do que o normal, porém, esse 

resultado foi atribuído ao aumento nos níveis de glicocorticoides maternos e não ao efeito 

direto do etanol sobre o feto (Pan et al., 2016). Além disso, utilizando 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. Apesar de se saber que o etanol altera as cartilagens de 

crescimento, seus efeitos sobre os condrócitos, bem como a patogênese das alterações ósseas 

causadas por ele não são conhecidos. Em ratos adultos, ao considerar os efeitos do consumo 

de álcool sobre os constituintes da matriz extracelular de ossos, Iwaniec e Turner (2013) 

verificaram que não houve alteração nos níveis de mRNA de colágeno I. Mas a expressão de 

colágeno, Sox9, agrecan e outros fatores de transcrição, importantes durante a formação e o 

crescimento endocondral não têm sido investigadas em culturas de condrócitos extraídos das 

cartilagens de crescimento e expostos ao etanol in vitro, um dos objetivos deste estudo, a fim 
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de elucidar os mecanismos pelos quais o etanol atua diretamente sobre os condrócitos, sem a 

interferência das vias de metabolização e de outros fatores.  

 

4. EFEITOS DO ETANOL SOBRE COMPONENTES ÓSSEOS 

Há muito tempo é reconhecido que o consumo frequente de álcool causa alterações ósseas, 

entretanto, os mecanismos responsáveis pelos danos observados permanecem pouco 

esclarecidos. Ainda assim, é consenso que a ingestão de etanol resulta em redução da massa 

óssea, fazendo com que os indivíduos apresentem quadro de osteopenia (Maran et al., 2001). 

Apesar dos esforços para esclarecer os eventos envolvidos na toxicidade do etanol, os estudos 

são dificultados devido à impossibilidade de isolar apenas os efeitos tóxicos do etanol em 

humanos, tendo em vista a grande quantidade de fatores intrínsecos e extrínsecos que podem 

atuar de modo concomitante potencializando ou amenizando as alterações induzidas pelo 

álcool (Di Rocco et al., 2019). Assim, os estudos in vitro surgem como uma alternativa que 

possibilita a avaliação isolada dos efeitos diretos do etanol sobre as células e podem fornecer 

respostas importantes para entender o que ocorre no organismo (Ramadoss e Magness, 2012). 

O tecido ósseo é formado por três tipos celulares: osteoblastos, osteócitos e osteoclastos. Os 

osteoblastos são as células responsáveis por sintetizar a parte orgânica da matriz extracelular, 

enquanto os osteócitos são células que participam da síntese de moléculas importantes para a 

manutenção da matriz óssea.  Por outro lado, os osteoclastos são as células que realizam a 

reabsorção do osso para que seja substituído pelo tecido neoformado. Assim, pode-se afirmar 

que o osso é uma estrutura metabolicamente ativa que precisa de constante equilíbrio entre 

formação e reabsorção para manutenção da viabilidade e funcionalidade (Junqueira e 

Carneiro, 2013), de modo que não ocorra aumento e nem diminuição do tecido ósseo além 

dos parâmetros fisiológicos (Mackie et al., 2011). Assim, considerando a observação clínica 

de que o consumo de álcool causa redução da massa óssea, é natural que essas células tenham 

sido alvo de grande parte dos estudos in vitro sobre os efeitos tóxicos do etanol (Friday e 

Howard, 1991; Cheung et al., 1995; Maran et al., 2001). 

Para avaliar os efeitos diretos do etanol sobre formação e reabsorção óssea, Farley et al. 

(1985) cultivaram células extraídas da calvária de frangos em diferentes concentrações de 

etanol e observaram que a exposição ao meio de cultura contendo álcool resultou em aumento 

da proliferação celular sem, no entanto, aumentar o número de células maduras; aumento da 
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reabsorção óssea; e redução da responsividade das células à agentes que estimulam a 

formação óssea. Para os autores desse trabalho as alterações observadas poderiam estar 

relacionadas com alterações na fluidez de membrana celular, porém, não foi realizado 

nenhum ensaio específico para testar tal possibilidade. Alguns anos mais tarde, Cheung et al. 

(1995) cultivaram células extraídas de ossos longos de frangos em diferentes concentrações 

alcoólicas e observaram aumento dose-dependente da reabsorção osteoclástica; com isso, os 

autores presumiram que talvez o etanol afete precursores osteoclásticos, induzindo aumento 

da reabsorção.  

Ao considerar modelo experimental humano, Friday e Howard (1991) cultivaram células 

ósseas humanas provenientes de pacientes cirúrgicos com quadro de doença articular 

degenerativa, sem histórico de abuso de etanol, em diferentes concentrações alcoólicas. O 

resultado encontrado foi uma inibição dose-dependente da proliferação e da função celulares, 

constatadas através de redução na síntese de DNA e redução da atividade de fosfatase 

alcalina. Dessa fora, os autores concluíram que o etanol causa efeitos diretos sobre as células 

ósseas que resultam em redução da formação óssea, justificando assim o quadro de 

osteopenia que ocorre clinicamente em alcoólatras. Por outro lado, cultivo de osteoblastos 

humanos de linhagem fetal imortalizada submetidos a meios alcoólicos resultou em 

conclusões distintas, uma vez que nesse trabalho não foi observada alteração no crescimento 

celular. Porém, houve redução da atividade de FA e da expressão de Col1 de maneira dose-

dependente. Dessa forma, os autores constataram que o álcool afeta indicadores de 

diferenciação osteoblástica sem afetar o número de células, diferente do que é observado in 

vivo (Maran et al., 2001). Outra abordagem já realizada foi avaliação do efeito do etanol 

sobre linhagem de osteossarcoma humano. Observou-se que doses baixas de etanol 

inicialmente aumentaram o número de células da cultura, mas após 72 horas houve redução 

da quantidade de células em todas as concentrações estudadas. Não foi possível determinar se 

esse efeito ocorreu devido à menor taxa de mitose ou aumento de morte celular. Além disso, 

o etanol resultou em aumento inicial da atividade de fosfatase alcalina, mas redução da 

atividade após 72 horas de cultivo. Outro achado foi o aumento da atividade da enzima 

lactato desidrogenase. Em conjunto, esses dados levaram os autores a concluírem que doses 

baixas de etanol podem até não causar danos após exposição inicial, mas se aumentar o 

tempo de exposição os efeitos passam a ser perceptíveis em qualquer concentração. Esse 

achado destaca o fato de que o tempo de exposição ao álcool influencia no efeito sobre o 

organismo (Vignesh et al., 2006). 
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Além dos osteoblastos diferenciados, os precursores osteoblásticos também foram alvo de 

estudos, principalmente células tronco mesenquimais da medula óssea (CTM-MO). Giuliani 

et al. (1999) realizaram cultivo de CTM-MO extraídas tanto de camundongos quanto de 

humanos, em diferentes concentrações de álcool, e notaram que o etanol reduz a formação de 

unidades formadoras de colônias de células fibroblásticas (CFU-F), que são precursores de 

linhagens ósseas. Ainda, os autores cultivaram CTM-MO de humanos com e sem histórico de 

alcoolismo e verificaram que nos alcoólatras a formação de CFU-F é menor. Com isso, 

sugere-se que o etanol exerce efeito direto sobre a osteoblastogênese inicial por reduzir a 

quantidade de precursores provenientes da medula óssea. De modo semelhante, Gong e 

Wezeman (2004) cultivaram CTM-MO humanas em meios de diferenciação osteogênica 

contendo diferentes concentrações alcoólicas e o resultado foi menor proliferação e aumento 

de morte celular, ambos dose-dependente. Ainda, nesse trabalho foi avaliada a expressão de 

Runx2, mas esse fator não foi alterado pela presença de etanol no meio; e a atividade de 

fosfatase alcalina apresentou-se reduzida. Os autores do trabalho acreditam que o etanol não 

altera eventos necessários para o início da diferenciação osteogênica e provavelmente atua 

em etapas finais do processo, afetando a produção de MEC calcificada.  

Além da osteopenia observada em alcoólatras, a ingestão frequente de álcool está relacionada 

com suscetibilidade ao desenvolvimento de outras lesões no sistema musculoesquelético, tal 

como a osteoartrite (Ni et al., 2015). Assim, o interesse dos estudos se estendeu do tecido 

ósseo para outros tecidos que formam o esqueleto, como é o caso da cartilagem. Em estudos 

com condrócitos, Kulyk e Hoffman (1996) cultivaram células indiferenciadas, em sistema de 

monocamada, provenientes do broto da asa de embriões de galinhas e observaram que a 

administração de álcool no meio de cultura potencializa a capacidade de diferenciação 

condrogênica dessas células, uma vez que foram observados aumento da expressão de Col2 e 

de agregan, além de maior formação de cartilagem induzida pelo álcool. Entretanto, os 

autores não esclareceram se o álcool atuou sobre as células precursoras indiferenciadas 

potencializando a diferenciação condrogênica ou sobre células já diferenciadas 

potencializando a síntese dos componentes da MEC. Por outro lado, recentemente Qin et al. 

(2018) estabeleceram um modelo in vitro de cultivo de condrócitos humanos em 

monocamada para avaliação de necrose da cabeça do fêmur induzida por álcool no qual foi 

possível constatar que o etanol reduz a proliferação e a viabilidade celular, enquanto aumenta 

a diferenciação osteogênica da cartilagem articular. Tais dados foram revelados através da 

redução da expressão de Col2, agrecan e Sox9, e aumento de Runx2 e atividade de FA. Esses 
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resultados sugerem que o álcool acelera a degradação da cartilagem por induzir hipertrofia e 

ossificação. Vale ressaltar que os trabalhos envolvendo o tecido cartilaginoso são bem mais 

escassos do que aqueles envolvendo osteoblastos e as informações disponíveis apresentam 

resultados contraditórios que carecem de maiores dados para comprovar ou refutar possíveis 

mecanismos envolvidos na toxicidade do etanol sobre essas células. 

Os resultados divergentes entre os estudos na área evidenciam que há muito tempo se sabe 

que o álcool afeta o tecido ósseo, mas descobrir os mecanismos é uma tarefa desafiadora 

(Maran et al., 2001). Entre as dificuldades destacam-se a impossibilidade de isolar fatores e 

as questões éticas envolvendo estudos em humanos. Outro entrave encontra-se no fato de que 

estudos in vivo são capazes de demonstrar os efeitos do etanol sobre os ossos, mas não 

distinguem o efeito tóxico direto dos mecanismos indiretos. Dessa forma, o modelo 

experimental torna-se necessário (Ramadoss e Magness, 2012), mas deve-se sempre levar em 

consideração as distinções entre os modelos experimentais, a possibilidade de o álcool ser um 

agente que causa múltiplos danos simultâneos que resultam na alteração morfológica e 

funcional final, e variações individuais de suscetibilidade ou resistência ao álcool (Cheung et 

al., 1995; Maran et al., 2001). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animal da UFMG 

(CEUA/UFMG), sob o protocolo nº119/2016. 

 

Isolamento e cultivo de condrócitos 

Foram utilizados 10 filhotes de ratos neonatos Wistar com três dias de idade. Os animais 

foram submetidos à eutanásia utilizando sobredose (150 mg/kg) de Tiopental (Thiopentax, 

Cristália, Itapira, SP, Brasil), por via intraperitoneal. Foi realizada antissepsia com álcool 

70% e povidona-iodo na pele dos membros posteriores e em seguida os fêmures foram 

dissecados dos tecidos musculares e conectivos com instrumental estéril, dentro de fluxo 

laminar e lavados em tampão fosfato salino (PBS) 0,15M estéril. 

Secções de cartilagem foram imediatamente colhidas das extremidades distal e proximal do 

fêmur. Para o isolamento dos condrócitos, os fragmentos de cartilagem foram lavados, no 

fluxo laminar com PBS 0,15M. Posteriormente, a cartilagem foi digerida por um período de 

18 horas por meio de incubação com colagenase tipo 1 a 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) acrescida de Dulbeco’s Modified Eagle Medium baixa glicose (DMEM-Low 

glicose) (Gibco, Invitrogen, NY, USA) com 5% de soro fetal bovino (Invitrogen, NY, USA) 

(Chen et al, 2010; Hellingman et al., 2011). 

Após 12 horas, as suspensões de condrócitos foram centrifugadas por 10 minutos a 1400 g e 

lavadas com PBS a 0,15M. Após nova centrifugação, as células foram ressuspensas e 

cultivadas em garrafas T25 com meio condrogênico, constituído por DMEM baixa glicose, 

acrescido de 1% de soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen, NY, USA) e suplementado com 

ácido ascórbico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dexametasona (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA), insulina (Biobras, SP, Brasil), transferrina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), piruvato de sódio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e albumina sérica bovina 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em estufa a 37oC e 5% de CO2. Após 24 horas, as 

culturas foram lavadas com PBS 0,15M para remoção das células não aderidas.  

Após a segunda passagem, dependendo do tipo de ensaio, as células foram transferidas para 

placas de 24 poços (2x104 células/poço), 6 poços (1x105 células/poço), garrafas T25 (1x106 
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células/garrafa) ou para tubos cônicos de plástico com capacidade para 15 mL (1x106 

células/tubo), onde foram cultivadas em sistema bidimensional (2D) ou tridimensional (3D). 

Após dois dias de cultura, o meio condrogênico foi substituído por meio condrogênico 

contendo diferentes concentrações de etanol (Merck, Millipore Corporation, Alemanha): 

0,05%; 0,25%; 0,5%, semelhante ao protocolo estabelecido por Maran et al. (2001), 

mimetizando o consumo leve, moderado e intenso de etanol, respectivamente. Dessa forma, 

foram constituídos três grupos tratados com etanol e um grupo controle cultivado em meio 

condrogênico idêntico ao dos grupos tratados, porém isento de etanol. O meio de cultura foi 

trocado três vezes por semana. 

 

Ensaio do MTT 

Ao término de 7, 14 e 21 dias de cultivo, os condrócitos de todos os grupos, sob cultura 2D 

em placas de 24 poços, foram submetidos ao teste de conversão do 3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) em cristais de formazan. Esse é um método 

quantitativo de avaliação da atividade da enzima succinato desidrogenase em células viáveis, 

onde a enzima presente na mitocôndria converte o substrato MTT em cristais de formazan 

(Mosmann, 1983). O meio foi substituído por 210 µL de meio com soro fetal bovino 1% em 

cada poço e 170 µL de MTT (5mg/mL). A placa foi incubada por 2 horas em estufa a 37oC e 

5% de CO2. Os cristais de formazan foram observados ao microscópio e então foi realizado 

acréscimo de 210 µL de SDS-10% HCl que permaneceu overnight em estufa a 37oC e 5% de 

CO2. Posteriormente, as amostras foram analisadas na leitora de placas com comprimento de 

onda de 595nm. A média e o desvio padrão foram determinados em sextuplicata para cada 

grupo experimental. 

 

Atividade da fosfatase alcalina 

Ao término de 7, 14 e 21 dias de cultivo, os condrócitos de todos os grupos, sob cultura 2D 

em placas de 24 poços, foram lavadas com PBS 0,15M e em cada poço foram acrescentados 

200 µL de solução de BCIP/NBT (1 mL de tampão da fosfatase alcalina, 4,4 mL de NBT 

{nitro- blue tetrazolium chloride} e 3,3 mL de BCIP {5-bromo-4-chloro-3’-indolylphosphate 

p-toluidine salt}). As amostras permaneceram 2 horas em estufa a 37oC e 5% de CO2 . Em 
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seguida, adicionou-se 210 µL de solução detergente SDS 10% HCl para incubação overnight. 

Posteriormente, as amostras foram analisadas na leitora de placas com comprimento de onda 

de 595nm. A média e o desvio padrão foram determinados em sextuplicata para cada grupo 

experimental. 

 

Análise histoquímica e morfométrica dos pellets de condrócitos 

Ao término de 21 dias de cultivo, os pellets de condrócitos de todos os grupos, sob cultura 3D 

em tubos cônicos de 15 mL, foram lavados com PBS 0,15M e fixados com paraformaldeído 

4%. Em seguida, os pellets foram processados para inclusão em parafina (Assis et al., 2018) e 

posteriormente seccionados em micrótomo a 5µm. As secções histológicas foram colocadas 

sob lâminas de vidro gelatinizadas (Bloise et al., 2009) e coradas pelo ácido periódico de 

Schiff (PAS) para determinação da porcentagem de áreas de matriz cartilaginosa PAS+. 

Ainda, foi determinada a porcentagem de citoplasma e de núcleo de condrócitos e de áreas de 

cartilagem bem diferenciada, caracterizada por ninhos de condrócitos alojados dentro de 

lacunas e envoltos por grande quantidade de matriz, semelhante ao tecido da cartilagem 

articular. Essas análises foram realizadas com auxílio de uma gratícula com 121 pontos 

acoplada a ocular de um microscópio óptico, em aumento de 40x. Foi utilizada a média de 

dois campos distintos para obtenção dos valores finais para cada pellet. Também foi 

analisado o tamanho dos condrócitos pela medida do diâmetro médio. Imagens de cinco 

campos das secções histológicas de cada pellet, em objetiva de 100x, foram capturadas com 

auxílio de uma câmera fotográfica Leica ICC50, acoplada ao microscópio Leica DM500. As 

imagens foram analisadas em software LAS EZ 3.4. Foram medidos dois diâmetros de cada 

célula, de um total de 20 células por pellet. Os valores do diâmetro médio foram dados em 

micrômetros. Todas as variáveis morfométricas foram avaliadas em seis pellets por grupo. 

 

Avaliação da expressão relativa dos transcritos gênicos de agrecan, Sox9 e colágeno II 

por RT-qPCR 

A PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) foi realizada nas culturas de condrócitos de 

todos os grupos, aos 21 dias de cultivo em garrafas T25. Foi realizada a avaliação 

quantitativa da expressão de agrecan, Sox9 e de colágeno II.  
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Resumidamente, 1 µg de RNA foi utilizado para a síntese de cDNA utilizando o Kit 

SuperScript III Platinum Two-Step qPCR kit com SYBR Green (Invitrogen, NY, USA). A 

RT-qPCR foi realizada em um termociclador SmartCycler II (Cepheid, Carpinteria). A 

primeira etapa de amplificação 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 analisados para 

obtenção de valores CT. A expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-ΔΔCT, onde os 

valores das amostras foram calculados em relação a valores de GAPDH CT. Os iniciadores 

foram delineados com base na sequência do mRNA Rattus norvergicus (Tabela 2). A média e 

o desvio padrão foram determinados em sextuplica para cada grupo experimental. 

 

Tabela 2. Lista de transcritos gênicos e sequência de nucleotídeos dos iniciadores para RT-

qPCR. 

Gene Iniciadores (sequência 5’-3’) Nº de acesso 

GAPDH forward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA 

NM_002046 

Agrecan forward: CACACGCTACACACTGGACT 

reverse: TCACACTGGTGGAAGCCATC 

NM_022190.1 

Colágeno II forward: GTTCACGTACACTGCCCTGA 

reverse: AAGGCGTGAGGTCTTCTGTG 

NM_012929.1 

Sox9 forward: CCCGATCTGAAGAAGGAGAGC 

reverse: GTTCTTCACCGACTTCCTCCG 

NW_0473432 

 

Análise estatística 

O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variável foram determinados a média e 

o desvio padrão. Os dados foram submetidos ao teste estatístico t de Student utilizando o 

pacote computacional GraphPad®. Diferenças foram consideradas significativas se p<0,05. 
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RESULTADOS 

 

Ensaio do MTT e da atividade da fosfatase alcalina 

Não houve diferença significativa entre as médias de nenhum dos grupos tratados com etanol 

e o grupo controle com relação à atividade enzimática mitocondrial avaliada pelo ensaio do 

MTT (Fig. 9). No entanto, embora a adição de etanol na concentração de 0,05% não tenha 

alterado significativamente a atividade da fosfatase alcalina em nenhum dos tempos de 

cultivo, os condrócitos cultivados em meios contendo 0,25% ou 0,5% de etanol apresentaram 

redução significativa da atividade de FA aos 21 dias (Fig. 10).  

 

Figura 9. Conversão de MTT em formazan (média ± desvio padrão) em culturas 

bidimensionais de condrócitos articulares de ratos neonatos cultivados sem etanol (controle) e 

com diferentes concentrações de etanol (0,05%, 0,25% e 0,5%) aos 7, 14 e 21 dias de cultivo. 
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Figura 10. Atividade de fosfatase alcalina (média ± desvio padrão) em culturas 

bidimensionais de condrócitos articulares de ratos neonatos cultivados sem etanol (controle) e 

com diferentes concentrações de etanol (0,05%, 0,25% e 0,5%) aos 7, 14 e 21 dias de cultivo. 

*p<0,05 (Teste t de Student). Redução significativa da atividade da fosfatase alcalina aos 21 

dias nos grupos tratados com 0,5% e 0,25% de etanol em comparação ao controle. 

 

Análise histoquímica e morfométrica dos pellets de condrócitos 

Os pellets de condrócitos dos grupos tratados tinham tamanhos semelhantes ao do grupo 

controle (dados não demonstrados). Em todos os pellets, independente do grupo, havia áreas 

de aglomerados de condrócitos envoltos por pequena quantidade de matriz, bem como áreas 

bem diferenciadas de cartilagem semelhantes à do tecido articular, onde condrócitos se 

alojavam dentro de lacunas de tamanhos variados e estavam envoltos por grande quantidade 

de matriz condrogênica. Em todos os pellets, em porcentagens variadas de acordo com o 

grupo, havia áreas com marcação PAS+ e PAS-. Os pellets de condrócitos tratados com 0,5% 

de etanol apresentaram porcentagem significativamente menor de marcação PAS+ em 

comparação ao controle (Fig. 11).  
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Figura 11. A) Porcentagem de áreas PAS+ nos pellets de condrócitos articulares de ratos 

neonatos cultivados sem etanol (controle) e com diferentes concentrações de etanol (0,05%, 

0,25% e 0,5%) aos 21 dias de cultivo, sob cultivo tridimensional. *p<0,05 (Teste t de 

Student). B) Secções histológicas dos pellets de condrócitos articulares de ratos neonatos, sob 

cultivo tridimensional, aos 21 dias. Redução significativa da porcentagem de áreas PAS+ no 

grupo tratado com 0,5% de etanol em relação ao controle. 

 

Em relação aos percentuais de citoplasma, núcleo e áreas de cartilagem bem diferenciada, o 

grupo tratado com 0,5% de etanol apresentou porcentagem de matriz condrogênica bem 

diferenciada significativamente menor em comparação ao controle. Ainda, em relação aos 

percentuais de núcleo e citoplasma dos condrócitos, o grupo tratado com 0,5% de etanol 

apresentou percentuais significativamente maiores em comparação à porcentagem observada 
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nos pellets do grupo controle. No entanto, o tamanho médio dos condrócitos não diferiu 

significativamente entre grupos. Não houve diferença significativa entre a avaliação 

morfométrica dos pellets do grupo tratado com a menor concentração de etanol (0,05%) e o 

grupo controle (Fig. 12). 

 

Figura 12. Análise morfométrica nos pellets de condrócitos articulares de ratos neonatos 

cultivados sem etanol (controle) e com diferentes concentrações de etanol (0,05%, 0,25% e 

0,5%) aos 21 dias de cultivo, sob cultivo tridimensional. A) Grupo tratado com 0,5% de 

etanol com maior porcentagem de citoplasma de condrócitos em comparação ao controle e ao 

grupo leve. B) Grupo tratado com 0,5% de etanol com maior porcentagem de núcleo de 

condrócitos em comparação ao controle. C) Grupos tratados com 0,25% e 0,5% de etanol 

com menor porcentagem de matriz diferenciada em comparação ao controle. D) Diâmetro 

médio dos condrócitos semelhante entre grupos. *p<0,05 (Teste t de Student). 
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Expressão relativa dos transcritos gênicos de agrecan, Sox9 e colágeno II por RT-qPCR 

Quanto à análise da expressão dos transcritos gênicos para agrecan, Sox9 e colágeno II, 

realizada aos 21 dias de cultivo, somente os condrócitos tratados com a maior concentração 

de etanol (0,5%) apresentaram redução significativa da expressão de agrecan, em comparação 

ao grupo controle. Nenhuma das concentrações de etanol testadas alterou significativamente a 

expressão de Sox9 e de colágeno II (Fig. 13). 

 

 

Figura 13. Expressão dos transcritos gênicos (média ± desvio padrão) para agrecan, Sox9 e 

colágeno II pela técnica de RT-qPCR nos condrócitos articulares de ratos neonatos cultivados 

sem etanol (controle) e com diferentes concentrações de etanol (0,05%, 0,25% e 0,5%) aos 21 

dias de cultivo. A) Grupo tratado com 0,5% de etanol com redução significativa da expressão 

de agrecan em comparação ao controle.  B) Expressão de Sox9 sem diferença entre grupos. 

C) Expressão de colágeno II sem diferença entre grupos. *p<0,05, (Teste t de Student). 
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DISCUSSÃO 

Os resultados do presente estudo demonstram, pela primeira vez, que condrócitos articulares 

de neonatos cultivados em meio contendo 0,5% de etanol, apresentam redução significativa 

da atividade de fosfatase alcalina, das porcentagens de marcação PAS+ e de cartilagem bem 

diferenciada e da expressão de agrecan. Os resultados demonstram também que os efeitos são 

dependentes das concentrações de etanol, havendo na concentração intermediária de etanol 

(0,25%), somente redução da atividade da fosfatase alcalina e da porcentagem de cartilagem 

bem diferenciada e na menor concentração de etanol (0,05%), nenhuma alteração dos 

parâmetros avaliados. 

A redução da atividade da FA causada pelo efeito direto do etanol sobre os condrócitos é 

muito relevante para a ossificação endocondral, uma vez que, in vivo, na placa de 

crescimento de ratos, observa-se aumento progressivo da expressão da FA à medida que 

ocorre a maturação do condrócito, ou seja, da zona de repouso em direção à zona hipertrófica 

(Miao e Scutt, 2002). O aumento da atividade da FA em condrócitos hipertróficos, 

juntamente com aumento da produção de colágeno X, condrocalcina, osteopontina e 

osteonectina, indica que a maturação do tecido está chegando ao final (Staines et al., 2013), 

já que a FA é uma metaloenzima que promove a mineralização (Sharma et al., 2014). No 

presente estudo, foi observada redução da atividade enzimática aos 21 dias em condrócitos 

cultivados com 0,5% e 0,25% de etanol. Resultado semelhante foi observado em culturas de 

células tronco mesenquimais da medula óssea de humanos tratadas com concentrações 

semelhantes de etanol usadas aqui (Gong e Wezeman, 2004). Sendo assim, a redução da 

atividade da FA pode ser um indicativo de que o etanol impede ou retarda a maturação dos 

condrócitos, uma vez que a atividade aumentada dessa enzima indica estágio final de 

maturação celular.  

O etanol interfere na atividade de síntese dos condrócitos de modo dose-dependente. 

Enquanto baixas concentrações de etanol não alteram significativamente a síntese de matriz 

PAS+, pellets de condrócitos tratados com a maior concentração de etanol apresentaram 

menor porcentagem de marcação PAS+. A coloração de PAS foi escolhida por ser uma forma 

simples e eficaz de demonstrar a presença de glicoproteínas e proteoglicanos. Nosso estudo 

utilizou sistema de cultivo 3D, que tem a vantagem de manter o fenótipo cartilaginoso por 

várias semanas em meio apropriado (Bassleer et al., 1986). Uma possível justificativa para a 

menor produção de matriz extracelular pode ser a interferência do etanol na maturação dos 
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condrócitos. Além disso, Qin et al. (2018) encontraram evidências de que o consumo crônico 

de etanol induz diferenciação osteogênica nos condrócitos da cartilagem articular de humanos 

adultos. Além de promover dediferenciação, o etanol também reduziu a expressão gênica de 

TGF-β, importante para a diferenciação condrogênica. 

Verificou-se que a adição de 0,5% de etanol ao meio de cultura promoveu aumento no 

percentual de citoplasma dos condrócitos. Num primeiro momento, esse achado pode sugerir 

que o etanol induz hipertrofia celular. No entanto, essa suspeita foi afastada pela mensuração 

do diâmetro médio dos condrócitos, que permitiu concluir que não houve, entre grupos, 

diferença significativa no tamanho do condrócito. Sendo assim, é possível que o aumento da 

porcentagem de citoplasma e também de núcleo de condrócitos no grupo tratado com 0,5% 

de etanol tenha ocorrido, uma vez que a síntese de matriz cartilaginosa reduziu.  

Outro dado observado no nosso estudo foi a menor quantidade de áreas com cartilagem bem 

diferenciada nos pellets tratados com 0,25% e 0,5% de etanol, o que é compatível com os 

achados de que o etanol interfere com vias essenciais para a diferenciação cartilaginosa 

(Roper et al., 2016). Esse resultado permite sugerir que o etanol altera o fenótipo do 

condrócito evidenciado pela menor síntese de matriz extracelular (redução de áreas PAS 

positivas e menor expressão de agrecan) e pela redução da maturação dos condrócitos 

(redução nas áreas de cartilagem bem diferenciada). Em osteoblastos, Maran et al. (2001) 

encontraram redução na expressão de indicadores de diferenciação óssea como osteonectina e 

colágeno I causados pelo etanol. 

A técnica de RT-qPCR revelou que há menor expressão gênica de agrecan em condrócitos 

tratados com 0,5% de etanol. O agrecan é o principal proteoglicano estrutural da matriz 

extracelular e atua favorecendo interações célula-célula e célula-matriz, além de lubrificar e 

conferir resistência à articulação (Kiani et al., 2002). Assim, a redução da expressão do 

transcrito para agrecan compromete consideravelmente a função articular e pode ser um 

indicativo de perda das características fenotípicas próprias dos condrócitos (Stewart et al., 

2000), e isso pode predispor à osteoartrite (Qin et al., 2018). A redução da expressão de 

agrecan pode explicar a redução da porcentagem de matriz PAS+, e consequentemente de 

proteoglicanos, no grupo tratado com 0,5% de etanol. 

Por outro lado, o etanol não alterou significativamente a expressão do transcrito gênico para 

Sox9 e colágeno II, em nenhuma das concentrações estudadas. O Sox9 é um fator de 
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transcrição essencial para a diferenciação condrogênica inicial, para proliferação celular e 

para a transcrição de genes que induzem a expressão de colágeno II e de outros constituintes 

da matriz extracelular (Kronenberg, 2003). Na condrogênese fetal, as áreas de condensação 

mesenquimal, com expressão de Sox9, são os locais onde posteriormente haverá síntese de 

cartilagem, dando origem ao molde cartilaginoso que será substituído por osso (DeLise et al., 

2000). Assim, como a expressão gênica de Sox9 não diferiu significativamente entre grupos, 

sugere-se que o etanol atue diretamente sobre as etapas tardias da maturação dos condrócitos. 

Além disso, é possível que essa seja a razão pela qual o colágeno II também não tenha 

diferido entre grupos, uma vez que o Sox9 induz a expressão de colágeno II. 

Qin et al. (2018) encontraram redução na expressão gênica de Sox9 e de colágeno II em 

condrócitos extraídos de humanos com histórico de consumo diário de etanol por um período 

de 20 anos. Porém, a metodologia utilizada por Qin et al. (2018) é diferente da utilizada no 

presente estudo, uma vez que os condrócitos foram extraídos de indivíduos adultos que 

faziam uso de etanol, não tendo sido o etanol adicionado à cultura e os condrócitos articulares 

extraídos de neonatos, como no presente estudo. 
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CONCLUSÃO 

Conclui-se que o etanol atua diretamente sobre os condrócitos articulares de neonatos, 

alterando o fenótipo do condrócito e a sua atividade de síntese, com redução da atividade da 

fosfatase alcalina, redução da síntese de matriz diferenciada e de áreas PAS+, e redução da 

expressão de agrecan, sendo este efeito dose-dependente. 
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ANEXO C - Preparo do meio de cultivo indiferenciado (DMEM). 

 

- Diluir um “sachê” de Dulbeco’s Modified Eagle Medium baixa glicose (Gibco, Invitrogen, 

NY, USA) em 800 ml de água ultrapura + 2g de bicarbonato de sódio 7,5%. 

- Após homogeneizar a mistura, acertar o pH para 7,2. 

- Acrescentar 60mg de gentamicina. 

- Acrescentar 10 ml de PSA (penicilina 10.000 un/ml + estreptomicina 1.000 μg/ml + 

anfotericina 25 μg/ml). 

- Completar o volume final da solução para 1000 ml e filtrar em bomba a vácuo com 

membrana de 0,22 μm antes de armazenar em geladeira. 

 

 

 

ANEXO D - Preparo do meio de cultivo condrogênico (para 100 ml). 

 

- 99 ml de DMEM. 

- 1 ml de soro fetal bovino. 

- 0,0125g de albumina sérica bovina. 

- 1 μl de piruvato de sódio (100 μM). 

- 65 μl de transferrina (5 μg/ml). 

- 10 μl de dexametasona (4 mg/ml). 

- 200 μl de insulina (100 un/ml). 

- Homogeneizar tudo e filtrar em bomba a vácuo com membrana de 0,22 μm antes de 

armazenar em geladeira. 

- No dia do uso, acrescentar 4,3 μl de ácido ascórbico (50 mg/ml) e filtrar novamente antes de 

utilizar nas células. 

 

 

 

ANEXO E - Preparo do meio condrogênico contendo etanol (para 100 ml). 

 

- Foram utilizados: meio condrogênico descrito no Anexo 4 e etanol absoluto para análise 

(Merck, Millipore Corporation, Alemanha). 

- Grupo leve (0,05% v/v): 0,05 ml de etanol diluído em 99,95 ml de meio condrogênico. 

-Grupo moderado (0,25% v/v): 0,25 ml de etanol diluído em 99,75 ml de meio condrogênico. 

- Grupo intenso (0,5% v/v): 0,5 ml de etanol diluído em 99,5 ml de meio condrogênico. 

 

 

 

ANEXO F - Metodologia para processamento do pellet de condrócitos. 

 

Parafolmaldeído 4% ................................. 20 minutos 

Álcool 70% ................................. 1 hora 

Álcool 80% ................................. 1 hora 

Álcool 90% ................................. 1 hora 

Álcool absoluto ................................. 30 minutos 

Álcool absoluto ................................. 30 minutos 

Xilol ................................. 5 minutos 

Parafina ................................. Inclusão 
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ANEXO G - Protocolo para gelatinizar lâminas. 

 

Reagentes:  

10g de gelatina em pó (Gelatin – 48723, Sigma-Aldrich)  

1g de sulfato de crômio III e potássio  

2L de água destilada aquecida  

Modo de preparo:  

Aquecer a água e colocar gelatina até dissolver por completo (solução transparente)  

Adicionar sulfato de crômio III e potássio (solução esverdeada) e filtrar.  

Água destilada  ......................................  Mergulhar 2 x  

Solução de gelatina  ...................................... 30 minutos  

Secar ao ar livre em local livre de poeira por 24 horas. 

 

 

 

ANEXO H - Protocolo de coloração por PAS. 

 

Solução de ácido periódico 

Acido periódico  ..................................... 1g  

Água Destilada.  ..................................... 100mL  

 

Reagente de Schiff 

Fucsina básica  ......................................... 1 g  

Água destilada a 55oc  ......................................... 200 ml  

Bissulfato de sódio ou 

metabissulfito de potássio  

 

......................................... 

 

2g  

1 Normal de ácido clorídrico  ......................................... 10ml  

 

Obs.: O reativo de schiff deve ser transparente. Se estiver rosado é recomendado fazer um 

teste para avaliar a coloração. Caso não marque, o ideal é descartar, pois pode ter ocorrido 

contaminação. 

 

Estufa 60ºc  ...................................... 15 minutos  

Xilol I  ...................................... 10 minutos  

Xilol II  ...................................... 10 minutos  

Álcool Absoluto I  ...................................... 10 minutos  

Álcool Absoluto II  ...................................... 10 minutos  

Álcool Absoluto III  ...................................... 10 minutos  

Álcool 90%  ...................................... 10 minutos  

Álcool 80%  ...................................... 10 minutos  

Água Destilada  ...................................... 3 minutos  

Ácido periódico  ...................................... 10 minutos  

Água destilada  ...................................... 2 segundos  

Reativo de schiff  ...................................... 20 minutos  

Água corrente  ...................................... 10 minutos  

Hematoxilina  ...................................... 1 minutos  

Água corrente  ...................................... 10 minutos  

Álcool 95%  ...................................... 20 segundos  
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Álcool 95%  ...................................... 20 segundos  

Álcool Absoluto I  ...................................... 10 minutos  

Álcool Absoluto II  ...................................... 10 minutos  

Álcool Absoluto III  ...................................... 10 minutos  

Xilol I  ...................................... 2 minutos  

Xilol II  ...................................... 2 minutos  

Montar a lâmina com bálsamo. 

 

 

 

ANEXO I - Extração de RNA total com trizol. 

 

- Após lavar os tubos com solução tampão, adicionar 1 ml de Trizol, homogeneizar 

manualmente e incubar por 5 minutos em temperatura ambiente.  

- Transferir o conteúdo Trizol + células para microtubos de 1,5 ml. 

- Adicionar 200 μL de clorofórmio/microtubo, agitar vigorosamente, incubar por 3 minutos 

no gelo.  

- Centrifugar por 15 minutos a 12000 rpm (4ºC).  

- Transferir a fase aquosa para outro microtubo.  

- Adicionar 500 μL de isopropanol e incubar por 30 minutos a -80ºC.  

- Descongelar no gelo e centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm (4ºC).  

- Retirar o sobrenadante e colocar em outro microtubo. Acondicionar o pellet no gelo e 

centrifugar o sobrenadante por 10 minutos a 12000 rpm (4ºC).  

- Descartar o sobrenadante e lavar os pellets com 1 ml de etanol 75%.  

- Centrifugar por 5 minutos a 10500 rpm (4ºC).  

- Secar o pellet e dissolver em água DEPC (20 μL).  

- Colocar todos os tubos no termobloco a 56ºC durante 10 minutos.  

- Dosar o RNA em NanoVue™.  

 

 

 

ANEXO J - Síntese do cDNA. 

  

- Kit utilizado: Kit Super Script III Platinum Two-Step qPCR com SYBR Green (cat. n. 

11735-032).  

 

- Obs. 1: Antes de sintetizar o cDNA, fazer a dosagem do RNA em espectrofotômetro e 

calcular a quantidade de RNA que será necessária para fazer o MIX.  

 

- Obs. 2: Concentração de RNA - 1μg de RNA total.  

Ex.: a dosagem de um determinado RNA foi: 400 μg/1000 μL  

400 μg ________1000 μL  

1 μg ________ x  

x = 2,5 μL de RNA  

 

- Assim colocar 2,5 μL de RNA + 5,5 μL de água DEPC, pois o volume total (RNA + água) é 

de 8 μL.  
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Preparar o Master MIX : 

 

Master Mix 1x Ex.: 5x 

2x RT reaction MIX 10 μL 50 μL 

RT enzyme MIX 2 μL 10 μL 

RNA 2 μL --- 

Água DEPC 6 μL --- 

 

Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 12 μL de MIX em cada tudo e 

acrescentar 8 μL de RNA + água DEPEC (um por amostra).  

- Fazer um spin nos tubos e colocá-los no Termociclador programado da seguinte forma: 

25ºC por 10 minutos; 42ºC por 50 minutos; 85ºC por 5 minutos e hold a 4ºC  

- Colocar no gelo as amostras e adicionar 1 μL de RNase por tubo. Colocá-los no 

Termociclador novamente programado para 37ºC por 20 minutos e hold a 4ºC  

- Estocar o cDNA a -20ºC.  

 

 

 

ANEXO K - RT-qPCR tempo real. 

 

- Kit utilizado: kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix for RT-qPCR 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

- Recomendação do kit: volume final de reação de 50 μL, porém faz-se 25 μL de volume 

final, ou seja, 2,5 μL de cDNA para 25 μL de reação.  

 

-  Preparar o Mix:  

MIX  1x  Ex.: 6x  

SYBR Green  12,5 μL  75 μL  

Primer foward  1 μL  6 μL  

Primer reverse  1 μL  6 μL  

Rox  1 μL  6 μL  

cDNA  2,5 μL  -----  

Água DEPC  7,0 μL  42 μL  

 

 

Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 22,5 μL de MIX em cada poço e 

acrescentar 2,5 μl de cDNA (um por amostra) ou 2,5 μl de água DEPC (controle negativo).  

Diluição do Rox: 1μl do Rox concentrado para 9μL de água DEPC  

Preparar um MIX para cada primer, sendo que se coloca primeiro a água DEPC, segundo o 

SYBR Green, terceiro o Rox e depois os primers foward e reverse. 

  

 

Programação da máquina de RT-PCR:  

Etapa Repetições Temperatura Tempo 

Ativação da enzima 1 50°C 2 minutos 

 

PCR (ciclos) 

 

45 

95°C 15 segundos 

  

60°C 30 segundos 

 


