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Resumo

Contexto: A exposi¢ao pré-natal ao etanol pode produzir diversos efeitos adversos no desenvolvimento fetal denominados doenga espectral do alcoolismo fetal
(DEAF). A detecgao precoce de exposigao ao etanol permite que medidas preventivas sejam tomadas para minimizar os efeitos adversos da exposigao. Objetivos:
O presente trabalho teve como objetivo revisar os principais efeitos toxicos do etanol no neonato e os biomarcadores de exposigao ao alcool. Métodos: Foi realizada
uma pesquisa bibliografica na base de dados PubMed utilizando os descritores “effects maternal ethanol exposure” e “biomarkers ethanol prenatal exposure’, além
de referéncias cruzadas dos artigos selecionados. Resultados: Diversos efeitos adversos no desenvolvimento fetal tém sido descritos, especialmente os prejuizos
no sistema nervoso central. Os biomarcadores de exposi¢ao mais citados na literatura sao os etil ésteres de acidos graxos (EEAG), etil glicuronideo (EtG) e etil
sulfato (EtS) utilizando mecdnio e cabelo como matriz biolégica. Conclusao: A detecgdo precoce de exposigao ao alcool na vida intrauterina pode ser realizada
e é¢ um instrumento para prevenir efeitos secundarios, porque possibilita a intervengao farmacoldgica e educacional na crianga com DEAF.

Cassini C, Linden R / Rev Psiq Clin. 2011;38(3):116-21
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Abstract

Background: Prenatal exposure to ethanol can produce a complex set of effects on fetal development, which is denominated fetal alcohol spectrum disorder
(FASD). Early detection of ethanol exposure can allow the prevention of some relevant adverse effects associated to FASD. Objectives: The aim of this work
was to review the main toxic effects of ethanol on the neonate and the available biomarkers of prenatal alcohol exposure. Methods: A bibliographic search was
performed in PubMed employing the terms “effects maternal ethanol exposure” and “biomarkers ethanol prenatal exposure” and cross references. Results:
Many adverse effects on fetal development were described, especially deficits in the central nervous system. The biomarkers of ethanol exposure more widely
described were fatty acid ethyl esters (FAEEs), ethyl glucuronide (EtG) and ethyl sulphate (EtS), being meconium and hair the most common biological matrices
for laboratorial evaluation. Discussion: The early detection of alcohol exposure in intra-uterine life is useful to prevent the secondary effects of FASD through
pharmacologic and educational intervention in affected children.
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e “biomarkers ethanol prenatal exposure” e referéncias cruzadas dos ar-

Introducao
tigos selecionados, incluindo artigos publicados até novembro de 2010.

O consumo excessivo de dlcool durante a gravidez é perigoso ao
feto, podendo levar ao nascimento prematuro, retardo fisico e do
desenvolvimento mental e até a morte do neonato!. A intervengao
farmacologica e educacional da crianga exposta ao etanol in utero
pode ser mais eficiente se for possivel a identificagio precoce da
€Xposicao2.

Resultados e discussao

Efeitos da exposicdo pré-natal ao alcool

A busca bibliografica a respeito dos efeitos da exposi¢do pré-natal

A determinagdo e a quantificagdo de etil éster de acidos graxos
(EEAG), etil glicuronideo (EtG) e etil sulfato (EtS) tém sido utilizadas
para avaliar a exposi¢do intrauterina ao alcool por meio de diversos
métodos analiticos>+. A avaliacdo desses metabdlitos em matrizes
bioldgicas como o mecdnio e o cabelo do neonato reflete o uso cro-
nico de etanol no segundo e terceiro trimestre de gestagdoss. Outras
amostras, como a placenta, podem ser usadas para avaliagdo do uso
de drogas durante o primeiro trimestres. Dessa forma, o presente
trabalho tem como objetivo realizar uma andlise critica da literatura
sobre os efeitos da exposi¢do ao etanol em neonato (e no desenvol-
vimento pos-natal), as principais matrizes bioldgicas para avaliagao
desse tipo de exposi¢éo e os principais biomarcadores utilizados para
a detecgdo da exposigdo intrauterina ao etanol.

Métodos

Foi realizada uma pesquisa bibliografica na base de dados PubMed
utilizando os descritores de assunto “effects maternal ethanol exposure”

ao etanol mostrou um total de 913 estudos com humanos e animais
relatando diferentes efeitos toxicos ao etanol. Serdo abordados os
principais temas de toxicidade encontrados.

O excesso de ingestao de bebidas alcodlicas é um sério problema
de saude publica que acomete o mundo inteiro. Os problemas com al-
cool sdo gerados por muitos fatores como pessoais, sociais e de satide.
Os efeitos sobre a saude puiblica sdo mais preocupantes quando se trata
de mulheres e criangas. Estudos concordam que as mulheres sao mais
vulnerdveis aos efeitos do etanol por suas peculiaridades fisiologicas,
metabdlicas e hormonais”s. O uso de dlcool, associado a outros fatores
como gravidez indesejada, baixa renda, estresse e violéncia durante
o periodo gestacional, contribui para o aparecimento de doengas
psiquidtricas maternas como episodios de mania, depressao maior e
até risco de suicidio®-11. Criangas expostas ao alcool desde a concepgao
e durante o seu desenvolvimento podem sofrer efeitos dramaticos.
A exposi¢do pré-natal intensa ao etanol pode produzir significativos
e severos danos cerebrais e disfun¢des comportamentais, sendo esses
sintomas os principais critérios de diagnéstico da sindrome alcoélica
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fetal (SAF). Entretanto, nem sempre o neonato exposto nasce com
SAF e, apesar de alguns déficits neurocomportamentais serem fre-
quentemente relatados nessa sindrome (por exemplo, hiperatividade
e déficit de atengdo, déficit na coordenagio motora, dificuldade em
sociabilizar-se, déficits na cognicio, habilidade matematica, fluéncia
verbal e memoria espacial), ndo existe um consenso para o fen6tipo
especifico da SAF. Tem-se utilizado, portanto, outro termo - doenga
espectral do alcoolismo fetal (DEAF) —, que engloba todos os efeitos
do etanol, até mesmo de uma exposi¢ao moderada!12. O alcool é
teratogénico especialmente no primeiro trimestre de gravidez e os
seus efeitos sdo dose-dependentes. Apesar de os efeitos da exposi¢ao
se relacionarem com diversos outros fatores, ndo se conhece uma
dose segura na gestagio, sendo aconselhavel, dessa forma, realizar
abstinéncia alcodlica na gravidez!2.

Danos neuroteratogénicos

Prejuizo da memoria, atengio e aprendizado sao os efeitos mais
comuns da SAF, que é também a causa de retardo mental passivel de
prevengao mais comum!. O quociente de inteligéncia (QI) médio de
criangas com SAF ¢ estimado ser abaixo de 70, porém muitas delas
ndo apresentam retardo mental e o QI se apresenta numa escala de
20a 120. Disttrbio da hiperatividade e déficit de atengdo (ADHD) é a
comorbidade psiquidtrica mais frequente diagnosticada em criangas
expostas ao etanol. Além disso, disfungdo motora como tremores,
incoordenagdo dos olhos e maos também estao descritos e persistem
até a vida adulta em populagdes intensamente expostas!4. Os danos
cerebrais exercidos pelo etanol que levam a esse fenétipo provém de
diversos mecanismos. Em geral, ocorre a ativagdo de vias de indugéao
de morte celular pela formagao de moléculas téxicas e o prejuizo do
desenvolvimento neuronal por inibi¢do de fatores neurotréficos e
déficit de energia celular, que serdo abordados a seguir.

O élcool prejudica a energia celular por alterar o transporte
e a utilizagdo de glicose, provocando déficit no neurodesenvolvi-
mento!1516. A inibigdo da produgdo local de insulina e a redugéo
da produgao de transportador de glicose explicam esses achados!”.
O prejuizo do desenvolvimento cerebral intrauterino provocado
pelo etanol também pode ser evidenciado pelo volume diminuido
do cérebro/estruturas cerebrais e alteragdes na sua constituigao!6.s.
O gyrus dendatus, parte do hipocampo - regido cerebral crucial
para memoria, aprendizado e aten¢do -, tem o seu desenvolvimento
diminuido pelo dlcoolis.

O etanol também pode gerar estresse oxidativo, condi¢do de de-
sequilibrio entre espécies reativas e defesas antioxidantes, envolvido
em muitos efeitos toxicos. Isso ocorre diretamente pelo aumento
da formagdo de radicais superdxido e hidroxila via mitocdndria
pelas enzimas citocromo P450 2E1 (CYP2E1), durante a oxidagédo
do acetaldeido a acetato. Esses radicais livres, por serem altamente
reativos, atacam carboidratos, proteinas, lipideos e dcidos nucleicos,
provocando danos que poderdo levar a morte celular!l. O cérebro é
um alvo fécil dessas moléculas reativas, por conter alta concentra-
¢do de lipideos e consumir muito oxigénio. A ingestdo de etanol
diminui as defesas enddgenas antioxidantes como as enzimas supe-
roxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, responsaveis pela
detoxificagao do radical superdxido e hidroperdxidos. O papel do
estresse oxidativo nos efeitos deletérios do 4lcool foi demonstrado
num estudo com animais em que a suplementagdo com antioxidante
(5% de vitamina E) na dieta de ratas gravidas submetidas a ingesta
de etanol reduziu o estresse oxidativo e diminuiu significativamente
as malformagdes fetais quando comparadas com o grupo de ratas
que ndo recebeu o antioxidante2!.

Os déficits cognitivos associados & DEAF parecem ser conse-
quéncia de alteragdes moleculares que prejudicam a plasticidade
neuronal, que é a capacidade do cérebro de se moldar e estabelecer
conexdes essenciais para os processos de aprendizado e de memoria.
A exposicdo ao dlcool regula negativamente os receptores NMDA e
toda a cascata posterior (onde participam mensageiros como o calcio
e 0 AMP ciclico), que culmina na ativagdo da transcri¢io de genes
relacionados a plasticidade neuronal22.

O etanol também interfere na sinalizagdo celular favorecendo
a morte e prejudicando a proliferagdo. Fatores de crescimento sdo
moléculas sinalizadoras habeis em regular a sobrevivéncia, diferen-
ciagdo e conectividade de diferentes células. Exemplos de fatores de
crescimento cerebrais sdo: o fator de crescimento do nervo (NGE do
inglés nerve growth factor), o fator neurotréfico derivado de célula
glial (GDNE, do inglés glial cell line-derived neurotrophic factor), o
fator de crescimento semelhante a insulina (IGE do inglés insulin-like
growth factor)?. No sistema nervoso central, a insulina e os recep-
tores IGF-1, que sio mediadores criticos do crescimento neuronal,
viabilidade celular, fun¢do metabdlica e formagao de sinapses, estdo
expressos abundantemente e sdo alvos da toxicidade do etanol, que
leva a perda neuronal?t. Estudos em ratos e em cultura de células
neuronais cerebelares mostraram que o etanol diminui a produgéo
de IGF e toda a sinalizagao de sobrevivéncia mediada pela insulina,
levando a hipoplasia cerebelari724, Outros estudos em animais de-
monstraram que as células de Purkinje e os neuronios granulares do
cerebelo aparecem em popula¢io reduzida por causa da exposi¢ao
ao etanol durante o seu desenvolvimento?.

Os fatores de crescimento, que sio afetados pelo dlcool, sdo re-
guladores do ciclo celular, especialmente para a entrada da célula em
Gl1 e durante a fase S, quando ocorre a replicagdo do DNA. Tem sido
demonstrado que o etanol aumenta o tempo em G1, atrasando o ciclo
celular, e decresce o nimero de células proliferativas!!. O ciclo celular
é regulado por uma grande familia de proteinas cinases chamadas ci-
nases dependentes de ciclina (CDKs), que sdo positivamente reguladas
por ciclinas e negativamente reguladas por inibidores de ciclinas. As
CDKs ativadas catalisam a fosforilacio de alvos efetores, resultando
na progressao do ciclo celular. Li et al.»s mostraram, em cultura de
células de ratos de 3 anos de idade, que a duragéo da fase S foi signifi-
cativamente prolongada e que as CDK?2 tiveram atividade e expressao
diminuidas. Ja a apoptose foi evidenciada somente apds exposigao
cronica. O periodo de maior vulnerabilidade a agdo apoptogénica
do etanol coincide com o periodo de crescimento cerebral, que, em
camundongos e ratos, ocorre nas primeiras 2 semanas pos-natal, mas
em humanos se estende da metade da gestagdo até alguns anos apds
o nascimento. Recentemente, foi publicado um estudo com fetos de
primatas ndo humanos expostos ao etanol que mostrou um aumento
de 60 vezes na apoptose em regides cerebrais extra-hipocampais
(crtex posterior, nucleo taldmico anterior), que, como o hipocampo,
também estdo envolvidas na memoria e aprendizado2.

Danos hepatoteratogénicos

A concentragio sanguinea de adlcool depende da quantidade de dlcool
ingerida e absorvida pelo trato gastrointestinal, do volume de distri-
buigao no organismo e da razao de eliminagao. A maioria dos tecidos
do organismo contém enzimas capazes de metabolizar o etanol,
mas a atividade significativa dessas enzimas ocorre no figado e, em
menor extensio, no estdbmago. No figado, o etanol gera um excesso
de equivalentes de redugéo, especialmente o NADH, provocando
um disturbio no metabolismo e danos hepaticos?.

Em neonatos, o etanol também provoca danos hepaticos. O eta-
nol diminui a disposi¢ao de selénio, elemento-trago essencial para o
funcionamento do antioxidante glutationa (importante detoxificante
hepatico), provocando um desequilibrio no metabolismo redox he-
patico e levando a danos oxidativos?’. Fetos de ratas que receberam
etanol por quatro semanas apresentaram danos oxidativos em lipi-
deos, diminuigdo da disposigdo de glutationa reduzida em relagao a
oxidada e apoptose no figado2s. Além disso, a exposigdo gestacional
cronica intrauterina ao etanol induz a atividade da CYP2E1, materna
e fetal, que catalisa a oxidagao do etanol e forma espécies reativas de
oxigénio, aumentando o estresse oxidativo.

Outras consideragdes

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é altamente suscetivel
a programagao durante o desenvolvimento fetal, e situagoes como
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a exposi¢do ao dlcool podem reprogramar o eixo HPA, tornando-o
hiper-reativo. A super-regulacdo do eixo HPA leva ao aumento de
glicocorticoides. Estruturas cerebrais como o hipocampo, o hipo-
talamo e a pituitdria sdo sensiveis a altos niveis de glicocorticoides
e a exposicdo a esses hormonios altera o desenvolvimento dessas
estruturas. Entretanto, esse efeito ainda é controverso, pois a expo-
sicdo cronica ao etanol ndo mudou a fung¢ao do eixo HPA materno
e fetal, num estudo realizado com porcos®.

Diversos trabalhos relatam a interagdo entre a exposi¢ao ao
etanol com o estado nutricional. Shankar et al.3! observaram, em
estudo realizado com ratos, que o etanol e a ma nutrigéo tém efeitos
sinérgicos na toxicidade para o neonato. Uma das causas desse efeito
¢ que a ma nutri¢ao diminui o metabolismo do etanol por meio da
diminuigao da expressao da enzima aldeido desidrogenase hepatica,
aumentando a concentragdo sanguinea do alcool. Além disso, os
mesmos autores mostraram que o etanol e a ma nutri¢ao simultanea
diminuem em 50% os niveis do IGF-1 (que também é importante
para o desenvolvimento fetal e placentario).

Entre as estratégias farmacolodgicas de intervengdo para evitar o
desenvolvimento de SAF, estd o uso materno de agonistas serotoni-
nérgicos como a buspirona. Os receptores serotoninérgicos HT-1A
tém sido propostos serem efetores de sinal de transdu¢do para a
neurogénese e a diferenciagdo de neurdnios que expressam esses
receptores'!. A administragdo de peptideos neuroprotetores e de
outras moléculas com propriedades antioxidantes e antiapoptdticas
também foi descrita como estratégia para evitar a sindrome e doengas
secunddrias associadas a ela2!3132. Muito importante é que se fagam
treinamentos para o desenvolvimento da memdria, capacidade mo-
tora e educacdo especial nas criangas e programas para o tratamento
do abuso de alcool nas maes!L.

Deteccao da exposigdo pré-natal ao etanol

A detecgao precoce da exposicdo pré-natal ao dlcool, combinada com
o monitoramento continuo do progresso fisico e mental do neonato,
pode facilitar a intervengéo, potencializando o desenvolvimento da
crianga, e prevenir doencas secunddrias®. Dessa forma, é importante
que o biomarcador de exposi¢do pré-natal ao etanol seja especifico
e sensivel, util para identificar os neonatos com risco de DEAF34.

Etil ésteres de acidos graxos (EEAG)

EEAG sao produtos do metabolismo ndo oxidativo do etanol
formados por meio de reagdes de esterificagio com 4cidos graxos
livres por meio da agdo das enzimas dcido graxo sintase e etanol
O-aciltransferases. Diferente do etanol, eles persistem no sangue por
mais de 24h depois do consumo significativo de dlcool e sdo encon-
trados concentrados no tecido adiposo com meia-vida de 16,5h%.
Estudos indicam que os EEAG néo atravessam a placenta humana,
de forma que a detec¢do desses metabolitos em diversas matrizes
bioldgicas do neonato corresponde ao metabolismo exclusivamente
fetal do etanol, tornando os EEAG marcadores diretos de exposigao
ao etanol in utero3s3s,

Os EEAG consistem em mais de 20 compostos, dentre os quais
os mais estudados incluem: etil laurato (E12), etil miristato (E14),
etil palmitato (E16), etil palmitoleato (E16:1), etil estearato (E18),
etil oleato (E18:1), etil linoleato (E18:2), etil linoleneato (E18:3), etil
araquidonato (E20:4) e etil decosa-hexaenoato (E22:6)!. Entretanto,
ja foi relatado que alguns desses etil ésteres, como o etil laurato (E12)
e o etil miristato (E14), ndo possuem especificidade suficiente para
indicar exposi¢do gestacional ao dlcool, sendo encontrados também
em amostras de recém-nascidos nao expostos?. Em amostras de
meconio da populagio em geral, o nivel basal de EEAG cumulativo é
de 1,81 nmol/g e os EEAG de cadeia mais curtas sdo os prevalentes.
O valor de cutoff (valor predeterminado que delimita um resultado
negativo de um positivo) aceito internacionalmente é de 2 nmol de
sete EEAG cumulativo/g de meconio quando sdo excluidos o etil
laurato e miristato, com sensibilidade de 100% e especificidade de

98,4%36. Moore et al.3” descreveram que uma concentragao cumu-
lativa de seis EEAG (etil palmitoleato, etil palmitato, etil linoleato,
etil oleato, etil estearato e etil araquidonato) maior que 10.000 ng/g
pode indicar exposigao fetal significativa ao etanol.

As matrizes bioldgicas mais utilizadas para a detec¢do dos
EEAG sao o meconio e o cabelo do neonato e o cabelo materno.
A formacdo do mecénio inicia-se aproximadamente na 12* semana
de gestagao, quando o feto comega a engolir o liquido amnidtico«.
Os xenobidticos e seus metabdlitos se depositam no meconio por
meio da bile ou via ingestdo da urina fetal, que é excretada no liquido
amnidtico. O etanol, assim como a maioria das outras drogas, atra-
vessa a placenta por difusdo passiva. Esses fatores, somados a facil
coleta, fazem do meco6nio uma 6tima matriz para identificar expo-
si¢Oes intrauterinas3+3s. O cabelo tem sido considerado uma matriz
alternativa para avaliagdo de EEAG. Diferentemente do mecdnio,
que fica disponivel para a coleta durante os dois ou trés primeiros
dias de vida, a coleta do cabelo do neonato pode ser realizada até
trés meses depois do nascimentoss. O cabelo do neonato comega a
crescer aproximadamente na terceira ou quarta semana de vida fetal.
As substancias se depositam na camada cortical do cabelo por meio
da corrente sanguinea. Dessa forma, o cabelo é uma boa matriz para
o monitoramento de drogas e também como detec¢do retrospectiva
de consumo de diferentes substincias?. Um estudo comparando a in-
corporagdo de EEAG nos cabelos em porcos e humanos demonstrou
que os humanos tém maior produgio de EEAG e maior deposi¢ao
no cabelo, enquanto o catabolismo é mais lento comparado com os
porcos. Além disso, o etil oleato foi o éster que teve maior correlagao
com a exposi¢do sistémica ao etanol (determina¢io de etanol no
sangue materno)3s.

Estudos em diferentes populagdes do mundo tém analisado a
prevaléncia do consumo de alcool no periodo gestacional utilizando
a quantificagio de EEAG como biomarcador de exposi¢io23437.3-41,
conforme mostrado na tabela 1. A maioria dos autores utilizou sete
diferentes EEAG como marcadores de exposi¢do e relatou ser o etil
linoleato, o etil palmitato e o etil oleato os encontrados em maiores
concentragdes no meconio e que mostraram maior correlagao com o
nivel de exposi¢do ao dlcool, devendo esses serem incluidos nas ana-
lises. As diferencas de EEAG majoritdrios encontrados nos diferentes
trabalhos sdo explicadas pelo estado nutricional da mae. No cabelo,
tem sido demonstrado que os niveis de EEAG estdo aumentados
tanto nas maes quanto nos neonatos expostos ao etanol em relagao
a0s grupos nao expostos3s.

O método de extragdo de EEAG mais utilizado foi a extragao
primaria liquido-liquido com hexano para mecénio e heptano para
cabelo e subsequente extragdo ou microextra¢ao em fase solida. Os
métodos de detecgdo incluiram cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), cromatografia liquida acopla-
da a espectrometria de massas (CL-EM) em tandem, entre outros,
como mostra a tabela 1. Alertando quanto as desvantagens do uso
da extragdo liquida, que sdo os efeitos adversos dos solventes e a
grande quantidade de amostra necessaria, Hutson et al.40 publicaram
um método sensivel e reprodutivel, em que os EEAG sdo extraidos
por microextragdo em fase sélida (MEFS) em headspace utilizando
somente 50 mg de amostra de mecénio.

Observando a tabela 1, verifica-se que o estudo que apresentou
limite de detec¢ao (LDD) mais baixo foi o de Garcia-Algar et al.®,
que utilizou CL/EM em tandem (considerando a relagdo 2 nmol/g
= 600 ng/g, conforme Bakdash et al.1). Entretanto, todos os LDD
e limites de quantificagdo (LDQ) apresentados foram adequados.
Como a cromatografia gasosa (CG) apresenta resolugdo superior
a cromatografia liquida (CL), ela pode ser eleita como o método
cromatografico de escolha, embora ambos os métodos, associados
a espectrometria de massas, fornecam informagoes sobre a estrutura
da molécula. Em relagdo ao método de extragao, a MEFS poderia
ser preferida sobre outros tipos de extra¢do, porque possui diversas
vantagens como a de eliminar a necessidade de solvente, diminuir
o tempo de prepara¢do da amostra, possibilitar a andlise em outras
matrizes bioldgicas e necessitar de pouca amostra, podendo ser
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Autores Amostras (n)/ Matriz Biomarcador Método de extragcdo Método de Resultados e caracteristicas analiticas
local do estudo | biolégica estudado detecgdo (sensibilidade/especificidade/LDD/LDQ)
Moore et al. (2003)3 | 436/Havai Meconio E16:1, E16, Extracdo liquida com | CG/EM 16,7% positivas no primeiro grupo
289/EUA E18:1, E18:2, hexano/extracdo em 12,1% positivas no segundo grupo
E18, E20:4 fase sélida EEAG majoritario: linoleato
Ostrea et al. (2006)s | 124/EUA Meconio E12,E14,E16, | Extracdo hexanoe CG/EM 28% positivas
E18:1, E18:2, extragdo em fase Valor preditivo positivo de E18:2 e especificidade
E18:3, E:18, sélida >96% exposi¢do ao alcool
E20:4, E22:6 E18:3 e etildoco-hexonato especificos mas sem
concentragdes significativas
LDD: 0,05 ug/g a 9 ug/g
Gareri et al. (2008) | 682/Canada Meconio E16, E16:1, E18, | Extracdo liquido- CG e CG/EM 242 < que cutoff (2 nmol/g) mas > que LDQ
E18:1, E18:2. liquido e extragdo em LDD: 1 pg/mL
E18:3, E20:4 fase sélida 2,5% positivas
0,5% positivas pelo questionario
Garcia-Algar et al. 353/Espanha | Mecdnio E12, E18:3, E14, | Extracdo liquida com | CL/EM em LDQ: 0,12 a 0,2 nmol/g
(2008)s8 E20:4, E16:1, acetona e hexano tandem 45% igual ou superior ao cutoff(2 nmol/g)
E18:2, E16, E18 e | e extracdo em fase EEAGs
E18:1 sélida EEAG majoritrios: oleato e palmitoleato
Hutson et al. (2009)« | Nao informado | Mectnio E16, E18:1, Microextragdo em fase | CG/EM LDD: 0,05-0,16 nmol/g
E18:2, E18 solida em headspace LDQ: 0,13-0,32 nmol/g
Hutson et al. (2010)*" | 905/Uruguai Meconio E16, E16:1, E18, | Extracdo liquido- CG e CG/EM LDD: 0,16 a 0,22 nmol/g
E18:1, E18:2, liquido e extragdo em LDQ: 0,32 a 0,44nmol/g
E18:3, E20:4 fase sélida 37% relataram beber &lcool
14% positivas pelo questiondrio CAGE
44% positivas pela determinagdo de EEAG
Bakdash et al. (2010)" | 602/Alemanha | Mecdnio E14, E16, Microextragdo em CG/EM LDD: 50 ng/g para E18:1 e 15 ng/g para 0s
E18, E18:1, fase sélida em demais
E18:2, headspace LDQ: 150 ng/g para E18:1 e 50 ng/g para os
demais
7.1% positivas (acima do cutoff de 500 ng/g)
EEAG majoritérios: oleato, linoleato e
palmitoleato
Kulaga et al. (2009) | 324/Canada Cabelo E14, E16, E18:1, | Extracdo liquida com | CG/EM LDD: 0.01-0.04 ng/mg
E18 dimetilsulféxido LDQ: 0.04-0.12 ng/mg
e n-heptano e 33,3% positivas (> 0,5 ng/mg)
microextragao em EEAG majoritarios: oleato e palmitoleato
fase sélida em
headspace
Roeshig et al. (2010)2 | 63/Brasil Meconio E12, E14, E16, Microextragdo em CG/EM LDD < 100 ng/g
E16:1, E18, E18:, | fase sdlida em LDQ < 150 ng/g
E18:2, E20:4 headspace E20:4 detectado em amostras negativas
Pragst et al. (2010) 174/Alemanha | Cabelo E12, E16, E18:1, | Extracdo liquida com | CG/EM LDD: 0,01-0,04 ng/mg
E18 dimetilsulféxido 30 casos positivos (28 concordantes com EtG
e n-heptano e positivo)
microextragdo em
fase sélida em
headspace

CG: cromatografia gasosa; CL: cromatografia liquida; EM: espectrometria de massas; EEAG: etil éster de acido graxo; LDD: limite de detecgdo; LDQ: limite de quantificagdo.

adequada para a analise de outras drogas simultaneamente. Se nao
houver disponibilidade dessa tecnologia no laboratério, a escolha é
fazer a extragdo em duas etapas — extragdo liquido-liquido seguida
de extragdo em fase solida (EFS), conforme a maioria dos trabalhos
relata (Tabela 1).

Etil glicuronideo (EtG) e etil sulfato (EtS)

EtG também é um metabdlito do etanol, que é produzido em baixas
concentragdes (cerca de 0,02% a 0,06% do etanol ingerido) no reti-
culo endoplasmético do figado e, em menor extensdo, nos pulméoes
e mucosa intestinal. Foi recentemente proposto ser um marcador
de exposigdo alcodlica intrauterina em dois estudost42. Os autores
detectaram EtG em 155 amostras de meconio de um total de 177,
com concentragdes entre 5 e 6.300 ng/g. O EtS ¢ outro metabdlito do

etanol, produto de reagdo de sulfoconjugacio e foi encontrado em
individuos que ingeriram 4lcool, mas ndo em individuos saudaveis
sob abstinéncia alcodlica por dois dias#.

As matrizes bioldgicas mais utilizadas para a detecgdo de EtG e
EtS sdao também o mecdnio e o cabelo da mée e do recém-nascido,
mas o EtG pode ser encontrado também na urina e no suor. Entre-
tanto, o meconio pareceu ser amostra mais adequada quando com-
parado ao cabelo, num estudo realizado em 99 maes e respectivos
neonatos#. Enquanto todas as amostras de cabelo tiveram niveis
abaixo do limite de quantificagdo para o EtG (3 pg/mg), 82,3% das
amostras de mecdnio foram positivas para EtG e 19,2% para EtS.
Os autores explicaram que, provavelmente, a detecciao de EtG no
cabelo da gestante é mais adequada como marcador de exposigao
intensa didria ao etanol (que ndo foi relatado pelas participantes do
estudo), de pelo menos 30 g/dia, do que como marcador de expo-
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si¢do eventual. Em relagdo ao resultado negativo encontrado nos
cabelos dos neonatos, os autores nio descartam a possibilidade de
amostragem insuficiente (somente 4 a 12 mg), visto que o teste para
EEAG também ficou abaixo do limite de quantificagao®. Outros
trabalhos também sugerem que um resultado negativo para EtG
no cabelo nio exclui a possibilidade de ter ocorrido exposi¢ido ao
etanol, porque esse parametro pode aparecer negativo no cabelo de
individuos que ingerem dlcool socialmente#. Por outro lado, Pragst
et al.* mostraram que a determinagdo de EEAG e de EtG no cabelo
é eficaz para indicar uso abusivo cronico de dlcool. No estudo, eles
mostraram que os resultados para EEAG e EtG concordaram em 75%
dos casos, mas que néo existe proporcionalidade nas concentragdes
em funcéo das diferentes razdes de incorporagdo do metabdlito no
cabelo. O valor de cutoff estabelecido para EtG no cabelo é de 30
pg/mg para diferenciar consumo social do consumo excessivo de
alcoolt. Um estudo que comparou amostras de cabelos de alcoolistas,
individuos que bebem socialmente e abstémios mostrou que, apesar
de os resultados para EEAG e EtG ndo correlacionarem entre si, a de-
terminagéo desses dois biomarcadores nos cabelos é util para marcar
qualitativamente a exposi¢do ao etanol, de forma que EtG positivo
e/ou EEAG acima do valor de cutoff de 1 ng/mg indica comporta-
mento de ingestdo excessiva ao dlcool. A falta de correlagdo pode ser
resultado dos diferentes sitios de formacgdo dos metabdlitos e vias
de depositos nos cabelos e também pelas propriedades quimicas de
cada marcador, que resulta em diferentes padrées de remogdo por
tratamentos cosméticos#. Nesse sentido, salienta-se que, enquanto
os EEAG se depositam por meio das glandulas sebdceas, o EtG se
deposita no cabelo pelo suor#. Ambos os marcadores podem ter as
suas concentragdes diminuidas apos tratamentos capilares como
tinturas, relaxamentos, permanentes e clareamento, mas é possivel
detectd-los ainda. Entretanto, pode haver resultados falsos-positivos
apos a utilizagio topica de cosméticos contendo etanol+s. Além disso,
aandlise em diferentes segmentos do cabelo mostrou que os dois me-
tabolitos se incorporam em regides diferentes do fio, o que dificulta
ainterpretagdo do periodo em que houve exposigao. A concentragio
dos EEAG aumenta da regido proximal para a distal e depois decresce,
enquanto os EtG decrescem da proximal para a distal#.

EtG foi detectado em 16,3% de amostras de mecdnio num estudo
feito com 602 amostras!. Os autores compararam os resultados de
EtG com os obtidos para EEAG, que foi encontrado em concentra-
¢do acima do cutoffem 7,1% das amostras. Correlagdo entre os dois
marcadores foi observada quando considerado o valor de cutoff
para EtG de 274 ng/g. Em apenas um caso, o resultado foi positivo
em altas concentragdes para EEAG (150.000 ng/g) e negativo para
EtG, e os autores sugerem uma possivel contaminag¢ao da amostra.
Houve cinco casos em que foi encontrado EtG entre 274 e 850 ng/g
e nenhum trago de EEAG. Possivel explicagdo para tal achado é a
baixa razdo de formagiao de EEAG. Além disso, é possivel que o EtG
permanecga no meconio por menos tempo que o EEAG por causa de
sua maior hidrofilia. Dessa forma, o consumo de alcool nas ultimas
semanas antes da coleta poderia levar a alta concentragdo de EtG
sem ter ainda EEAG detectéavel!.

Outros marcadores

A determinagdo de etanol no sangue materno nio avalia exposi¢do
a longo prazo e muitas vezes é associada a questiondrios ou a ava-
liagdo de outros biomarcadores que sio indiretos’. Acetaldeido é
um produto do metabolismo oxidativo do etanol altamente reativo
e que se liga em vdrias proteinas como a albumina e hemoglobina.
Adultos de acetaldeido em hemoglobina tém sido encontrados em
altas concentracdes nos alcoolistas, sendo considerado um marcador
de exposi¢do. Outro marcador é a transferrina deficiente de carboi-
dratos. Essa proteina ligante de ferro é produzida no figado e tem sua
carga isoelétrica afetada em alcoolistas, o que leva a um decréscimo
no numero de cadeias de carboidratos. Isso somente acontece nos
casos de consumo muito intenso de etanol (cerca de 60 g por dia) e
permanece aumentado por sete dias. Outros marcadores classicos
sdo as dosagens das transaminases e gama glutamil-transferase e o

volume corpuscular médio, que sdo considerados marcadores de
efeito, e ndo de exposicdo, e sdo inespecificos, podendo ter os seus
niveis/atividade alterados também por causa de outros toxicos”.

Alguns questionarios sdo utilizados para distinguir entre o uso
ou néo do élcool, como o CAGE (Cut down, Annoyed by criticism,
Guilty and Eye-opener) e suas versdes modificadas TWEAK (Toler-
ance Worry Eye-opener Annoyed Cut-down), T-ACE (Tolerance CUT-
down, Annoyed Eye-opener), MAST (Michigan Alcoholism Screening
Test) e TLFB (Timeline Followbach calendar). O TWEAK e 0 T-ACE
demonstram sensibilidade e especificidade de até 70% e 79%. En-
tretanto, ambos podem ser considerados inadequados, porque eles
medem mais a dependéncia da méae pelo 4lcool, podendo falhar em
identificar a exposi¢do ao etanol quando a mée nio é dependente.
Foi proposto o uso de TLFB combinado com os outros questionarios
para aumentar a efetividade do screeningss. Porém, esse screening
nem sempre corresponde a realidade da exposi¢do3*+! e serve para
fornecer informages sobre o consumo de dlcool materno e sobre
uma possivel intervencao.

Os diferentes métodos de detec¢do da exposicdo precoce ao
etanol acarretam um custo, por exigirem equipamentos de boa
sensibilidade e especificidade. A avaliacdo dos biomarcadores de
exposic¢ao fetal ao etanol prové informagdes sobre a intensidade da
exposi¢do e contribui para o correto direcionamento dos casos em
que serd necessario o acompanhamento pés-natal por diversos pro-
fissionais, fase que possui um custo ainda maior. E nessa etapa que
serd estabelecido se a crianga desenvolvera de fato algum sintoma da
DEAEF. Dessa forma, a investigacdo da exposi¢do tem o seu beneficio
sobreposto ao custo.

Conclusao

O etanol é considerado um composto teratogénico e, dessa forma,
as mulheres que possam estar gravidas ou sabidamente estio devem
se abster do consumo. Esta revisdo mostra que existem meios de
detectar se houve exposi¢do intrauterina ao etanol, indicando que o
neonato pertence ao grupo de risco no desenvolvimento de DEAFE.
A detecgio precoce, por meio dos biomarcadores EEAG, EtG e EtS
no meconio e/ou cabelo, fornece informagdes a respeito da inten-
sidade da exposi¢ao e contribui para que sejam tomadas medidas
para assistir a crianca e a familia na educagdo e desenvolvimento
social. Além disso, esses marcadores também podem ser usados para
esclarecer a patogénese de SAE.
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