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RESUMO 

Efeito da exposição pré-natal ao álcool na expressão de genes 

relacionados à hipertrofia cardíaca em camundongos C57Bl/6. 

 

O impacto potencial da exposição pré-natal ao álcool varia consideravelmente 

entre os indivíduos, podendo levar à alterações morfológicas e genéticas 

sistêmicas. Entretanto, muitas dessas alterações ocorrem à nível celular, 

podendo, ao longo da vida, predispor o indivíduo às doenças crônicas. O impacto 

no sistema cardiovascular pode resultar em alterações como hipertrofia cardíaca 

e defeitos valvares, bem como alterações na expressão de genes relacionados 

à homeostase cardíaca. Assim, utilizando camundongos isogênicos C57Bl/6 

expostos ao álcool durante a gestação na proporção 10% (v/v) diluídos em água 

de consumo verificamos a expressão de genes diferencialmente expressos 

participantes das vias de transdução de sinal relacionadas à hipertrofia cardíaca 

em ventrículo esquerdo (LV), utilizando placas customizadas TaqMan® em 

equipamento de RT-qPCR. Além de alterações morfométricas como baixo peso 

ao nascimento, sobrepeso na idade adulta e leve hipertrofia do coração e VE, 

verificamos alterações na transcrição de 18 dos 20 genes analisados. Assim, em 

nosso modelo experimental, a exposição pré-natal ao álcool induziu alterações 

morfométricas e hipertrofia cardíaca, bem modulou a transcrição de genes 

relacionados a esta condição cardiovascular. Além disso, nossos dados sugerem 

que estas alterações são comparáveis às observadas em animais com 

disfunções cardíacas experimentais como o infarto do miocárdio. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Exposição pré-natal ao álcool, expressão gênica, coração, 

transdução de sinal, prole.  



 
 

ABSTRACT 

Effect of prenatal alcohol exposure on the expression of genes-related to 

cardiac hypertrophy in C57Bl/6 mice. 

 

The potential impact of prenatal alcohol exposure varies considerably between 

individuals, which can lead to systemic morphological and genetic changes. 

However, many of these changes occur at the cellular level, and may, throughout 

life, predispose the individual to chronic diseases. The impact on the 

cardiovascular system can result in changes such as cardiac hypertrophy and 

valve defects, as well as changes in the expression of genes related to cardiac 

homeostasis. Thus, using isogenic C57Bl/6 mice exposed to alcohol during 

pregnancy at a ratio of 10% (v / v) diluted in drinking water, we verified the 

expression of differentially expressed genes participating in the signal 

transduction pathways related to cardiac hypertrophy in the left ventricle (LV), 

using customized TaqMan® plates in RT-qPCR equipment. In addition to 

morphometric changes such as low birth weight, overweight in adulthood and 

mild hypertrophy of the heart and LV, we verified changes in the transcription of 

18 of the 20 genes analyzed. Thus, in our experimental model, prenatal alcohol 

exposure induced morphometric changes and cardiac hypertrophy, as well as 

modulated the transcription of genes related to this cardiovascular condition. In 

addition, our data suggest that these changes are comparable to those seen in 

animals with experimental cardiac dysfunctions such as myocardial infarction. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Fetal alcohol exposure, gene expression, heart, signal transduction, 

offspring. 
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1. Contextualização 

O álcool etílico ou etanol (EtOH), é uma substância orgânica de fórmula 

química C2H6O (CH3CH2OH), obtida através do processo de fermentação de 

açucares derivados de frutas ou sementes pela ação da levedura 

Saccharomyces cerevisiae. Possuindo densidade absoluta, numa pureza 

aproximada de 99,5% e temperatura de 20 ºC e, em comparação à água, de 

0,790 g, pode ser considerada a mais antiga droga recreativa utilizada pelo 

homem [1-3]. 

Dados publicados pela Organização Mundial de Saúde (OMS) em 2018 

referentes ao ano de 2016, estimaram que 43% da população mundial com idade 

igual ou acima de 15 anos tenham consumido álcool nos últimos 12 meses 

(consumidores ou bebedores atuais), totalizando um consumo médio per capita 

de 6,4 L de álcool puro (Figura 1). No Brasil, o consumo per capita foi de 7,8 L 

e representou 40% da população, ainda que abaixo da média americana (8 L), 

superou a média global [4,5]. Além disso, segundo DATASUS, houve aumento 

no uso abusivo de álcool por mulheres entre os anos de 2006 e 2018, subindo 

de 7,7% para 11% [6]. O uso prolongado (crônico) ou episódico (agudo) de álcool 

afeta diversos sistemas corpóreos, contribuindo para o desenvolvimento de 

patologias graves como, doença hepática, cardiomiopatias e pancreatite [7], 

evidenciando um grave problema de saúde pública. 

 

Figura 1. Consumo total de álcool per capita (APC) por região WHO (mais de 15 anos; em litros 
de álcool puro), 2016. Adaptado [4]. 
AFR – África; AMR – Américas; EMR – Mediterrâneo oriental; EUR – Europa; SEAR – Sudeste 
asiático; WPR – Pacífico ocidental. 
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Deve-se levar em consideração que os efeitos da exposição ao álcool 

ocorrem diferentemente em cada indivíduo, por serem dependentes da interação 

com fatores ambientais e genéticos, principalmente quando estão relacionados 

à gestante [8-10]. Além disso, é importante considerar que o sistema digestivo 

humano é capaz de produzir diariamente cerca de 3 g de etanol pela 

fermentação e, estudos recentes relacionam essa produção ao metabolismo de 

gorduras e açúcares pelas bactérias da flora intestinal [3]. 

Como o etanol é uma molécula hidrossolúvel e lipossolúvel que 

apresenta baixo peso molecular, possui absorção facilitada no estômago e 

intestino delgado. O estômago, é responsável pela absorção rápida de até 20% 

do volume ingerido, exceto na presença de alimentos, que pode reduzir esta 

absorção [3,11,12]. Já o intestino delgado pode absorver, de forma imediata e 

completa, independente da presença ou ausência de alimentos, até 80% do 

volume ingerido de etanol, fazendo deste o principal órgão de absorção do 

álcool. Após sua absorção, cerca de 90% do álcool vai para o fígado através da 

circulação, onde será metabolizado, podendo ocorrer por duas vias, oxidativa e 

não oxidativa (pouco ativada), o restante é eliminado pelos pulmões (o que 

permite a realização de testes de alcoolemia - bafômetro), pelo suor e pela urina 

[2,13,14].  

Na via oxidativa (Figura 2), principal via desse metabolismo, o álcool é 

oxidado em acetaldeído pela ação das Álcool Desidrogenases 2 (ADH) e 

consumo da forma oxidada da dinucleotídeo de nicotinamida-adenina (NAD+), 

via fosforilação oxidativa [2,7,15]. Em altas concentrações de álcool no 

organismo, ou quando o consumo é crônico, essas enzimas (ADH) não são 

capazes de metabolizá-lo sozinhas, fazendo com que sejam ativadas duas vias 

alternativas. A primeira é  o sistema de enzimas microssomais oxidativas 

(MEOS) no retículo endoplasmático liso (REL) dos hepatócitos, que ativando 

principalmente o citocromo P450 IIE1 (CYP2E1) converte o EtOH em acetaldeído 

utilizando moléculas de fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida-adenina 

hidrogenado (NADPH) e O2 com gasto de ATP (Figura 2) [2,12,16]. Outra via de 

metabolização é via das catalases nos peroxissomos, efetuando a conversão do 

álcool em acetaldeído utilizando moléculas de H2O2 endógenas [17]. 
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Assim, o acetaldeído é convertido em acetato pela ação das aldeído 

desidrogenases (ALDH), nas mitocôndrias, permitindo a sua conversão em 

acetil-coenzima A (Acetil-CoA) por enzimas como a Acil-CoA sintetase, sendo 

enviado para diversas partes do corpo pela circulação, podendo ser utilizado 

como combustível pelas células ou como base para moléculas funcionais ao 

participar do ciclo de Krebs, resultando em dióxido de carbono (CO2) e água 

[2,12]. 

 

Figura 2. Esquema das 3 vias oxidativas do metabolismo alcoólico. 
Via principal (ADH2) e as vias complementares ativadas pelo consumo crônico ou excessivo de 
etanol (via MEOS e catalase). MEOS – Sistema de enzimas microssomais oxidativas; NADPH – 
fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida-adenina hidrogenado; NADP+ – fosfato de dinucleotídeo 
de nicotinamida-adenina; CYP2E1 – citocromo P450 isoforma IIE1; ATP – tri-fosfato de adenosina; 
EROS – Espécies reativas de oxigênio; ADH – álcool desidrogenase; NAD+ - dinucleotídeo de 
nicotinamida-adenina; NADH - dinucleotídeo de nicotinamida-adenina hidrogenado; H2O2 – 
peróxido de hidrogênio; H2O – hidróxido de hidrogênio; Acetil-CoA – Acetil coenzima A; H+ – 
hídron (cátion de hidrogênio); O2 – Oxigênio; CO2 – dióxido de carbono. (arquivo pessoal). 

Qualquer uma dessas vias pode impedir o metabolismo de ácidos graxos 

e a síntese de proteínas, além de aumentar a peroxidação lipídica e a formação 

de EROs [2,12,16,17]. Outro aspecto a se considerar é que mulheres possuem 

uma produção menor de ALDH no estômago e no fígado, o que facilita o acúmulo 

de acetaldeído no organismo e aumenta o risco de comorbidades relacionadas 

ao consumo de álcool, principalmente durante a gestação, dado como o 

processo fisiológico mais importante do desenvolvimento humano [18-21]. No 

período embrionário, por exemplo, irão ocorrer eventos essenciais para este 

processo, pois as células podem sofrer modificações na forma, tamanho, 

posição, número e adesividade e, qualquer perturbação ocorrida durante essa 
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etapa (morfogênese), poderá induzir seu comportamento anormal 

(dismorfogênese), modificando o desenvolvimento fetal [19,22-24]. 

Deve-se considerar também que não é fácil padronizar a magnitude da 

exposição pré-natal ao álcool (P.A.E.), seu poder de interação ou doses seguras, 

por serem dependentes de fatores como tempo, nível de exposição e estado 

nutricional materno [8-10,23-26].  Além disso, cerca de 2% do EtOH consumido 

pela mãe durante o período de amamentação é transferido ao filho, percentual 

suficiente para prejudicar o desenvolvimento neuromotor, o sono e o 

aprendizado [27-31], fazendo deste, o principal agente teratogênico causador de 

defeitos congênitos evitáveis [10,32].  O álcool pode favorecer alterações 

moleculares, fisiológicas e comportamentais, muitas vezes irreversíveis [32-34], 

por meio de morte celular, possivelmente pelo desequilíbrio entre a produção de 

EROs e a habilidade das células fetais de se protegerem com antioxidantes 

endógenos [10,22,27,35,36]. 

Outro aspecto importante é que outros estudos indicam que gestantes 

em condições sociais desfavoráveis são mais propensas ao consumo de 

substâncias teratogênicas, como drogas e álcool [20,21,37,38] e, mulheres com 

mais de 30 anos, possuem um risco maior de desenvolverem problemas 

gestacionais e fetais ao consumir álcool durante a gestação [39], aumentando 

ainda mais o risco de diversos tipos de defeitos do nascimento (BDs) [4,6,40,41]. 

Relatada como uma das principais causas de óbitos durante as primeiras 

quatro semanas de vida em recém-nascidos no mundo, os BDs totalizam cerca 

de 303 mil casos anuais [4,6,40,41]. No Brasil, são considerados como a 

segunda maior causa de mortalidade infantil (11,2%), e representam 37% de 

todas as internações pediátricas [4,6,42-44]. Além disso, estudos recentes 

mostraram que as anomalias cardíacas ou do sistema circulatório foram as 

principais responsáveis por tais óbitos no Brasil [43,45], apresentando, segundo 

o DATASUS [44] 19.386 casos, no período de 2008 a 2017 (Tabela 1). 

Contudo, é possível estimar que uma alta parcela desses casos, mesmo 

que não relatados, podem estar relacionadas ao consumo de álcool. Ainda 

assim, o consumo considerado “baixo a moderado” entre gestantes aumenta 
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consideravelmente a cada ano, sendo a estimativa mundial da Organização 

Mundial de Saúde (OMS) para o ano de 2017 de 9,8% das gestantes [4,46] 

consumindo álcool. No Brasil, diversos estudos recentes tentaram mensurar 

esse consumo, apresentando estimativas que variam de 10 a 40% das gestantes 

participantes [27,47-51]. 

Tabela 1 quantidade de nascimentos por categoria de anomalias no Brasil de 2008 – 2017. 

 
Nascimentos 

Categoria de anomalia 2008-2012 2013-2017 2008-2017 

Espinha bífida 2.568 3.265 5.833 

Outras malformações congênitas do sistema nervoso 9.748 13.592 23.340 

Malformações congênitas do aparelho circulatório 7.261 12.125 19.386 

Fenda labial e fenda palatina 7.364 7.780 15.144 

Ausência, atresia e estenose do intestino delgado 220 258 478 

Outras malformações congênitas aparelho digestivo 4.571 5.238 9.809 

Testículo não-descido 1.459 2.112 3.571 

Outras malformações do aparelho geniturinário 8.642 9.325 17.967 

Deformidades congênitas do quadril 508 811 1.319 

Deformidades congênitas dos pés 14.415 13.516 27.931 

Outr. Malform. e deform. congênit. aparelho osteomusc. 30.072 31.637 61.709 

Outras malformações congênitas 13.561 15.932 29.493 

Anomalias cromossômicas NCOP 5.564 4.990 10.554 

Hemangioma e linfangioma 507 472 979 

Sem anomalia congênita/não informado 1.407 190 1.597 

TOTAL 107.879 12.1243 229.122 

Fonte: [44] MS/SVS/DASIS - Sistema de Informações sobre Nascidos Vivos – SINASC 10/2019. 
NCOP – Não classificados (as) em outras patologia – Classificação CID10.  

 

Entretanto, torna-se consenso que tais estimativas podem ser maiores 

do que a realidade, devido ao fato das gestantes apresentarem dificuldades em 

relatar com exatidão o uso, que pode estar relacionado ao consumo de outras 

drogas ou doenças psiquiátricas ou, simplesmente, pelo estigma social [4,6,46, 

,50,51-53].  

1.1. Consumo de álcool durante a gestação e o desenvolvimento de 

Transtornos do Espectro Alcoólico Fetal 

Dentre as alterações causadas pela exposição pré-natal ao álcool 

(P.A.E.), como a síndrome de abstinência neonatal, epilepsia, autismo, entre 

outras [20,50,55-57], pode-se concluir que os Transtornos do Espectro Alcoólico 
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Fetal (FASD) sejam os mais preocupantes para a saúde pública mundial, pois 

quando não fatais (abortos espontâneos e Síndrome da morte súbita do lactente 

- SIDS), demandam cuidados médicos por toda a vida do indivíduo 

[10,35,39,55,56,58]. 

Estas alterações foram relatadas pela primeira vez em 1834, em estudo 

que relacionava o álcool às deformações e distúrbios psicológicos apresentados 

por filhos de mulheres alcoólatras [59]. Em 1900, outro estudo evidenciou 

aumento de abortos e de natimortos em gestantes que beberam álcool [60,61].  

Porém, apenas em 1968, na Romênia, ocorreu o primeiro estudo 

científico relacionando o consumo do etanol a essas alterações, por meio da 

observação de porcos e galinhas expostas ao etanol na gestação [60,61]. Em 

1973, Jones & Smith [60], publicaram um relatório descrevendo alterações 

morfológicas através da observação de dois recém-nascidos e um bebê de 7 

meses de vida, denominando-as como “Síndrome Alcoólica Fetal” (FAS). 

Mesmo com o avanço das pesquisas e dos modelos experimentais, 

essas alterações somente foram melhor estudadas, categorizadas e  

denominadas como Transtornos do Espectro Alcoólico Fetal (FASD - Fetal 

Alcohol Spectrum Disorders) no ano de 1996 pelo Instituto de Medicina (IOM), 

com variações de leves a graves e classificados em: Fetal Alcohol Syndrome 

(FAS), considerada como a forma mais grave, e partial Fetal Alcohol Syndrome 

(pFAS) [10]. 

Estudos apontam que sua prevalência varia de 0,5 a 7,73 casos por 

1.000 nascidos vivos numa população normal (Figura 3), podendo chegar a até 

9,8 em grupos de risco [4,57,62-65]. Além disso, segundo a Organização Mundial 

de Saúde (WHO) a prevalência de FASDs (incluindo FAS) é maior nas divisões 

regionais Europa (160,8) e Américas (71,3) a cada 10.000 habitantes (Figura 3) 

[4]. No Brasil, correspondem ao surgimento de 1.500 a 3.000 novos casos anuais 

ou a ocorrência de 1 a cada 1.500 nascimentos [6,27,36,66], estimativas que 

ultrapassam outros BDs como Síndrome de Down e espinha bífida (Tabela 1) 

[44,67]. 
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Figura 3. Prevalência de FAS e FASD na população mundial por regiões administrativas WHO.  
FAS – Síndrome Alcoólica Fetal; FASD - Distúrbios do Espectro Alcoólico Fetal; AFR – África; 
AMR – Américas; EMR – Mediterrâneo oriental; EUR – Europa; SEAR – Sudeste asiático; WPR 
– Pacífico ocidental. (Adaptado) [4]. 

As alterações físicas (ptose palpebral, hemiface achatada, hirsutismo, 

lábio superior fino, restrição de crescimento intrauterino - RCIU, baixo peso ao 

nascer, distúrbios de crescimento e peso) e comportamentais (dificuldade de 

controle de impulsos, agressividade, dificuldade de memória e julgamento, de 

raciocínio e linguagem) decorrentes da FASD, constituem seu diagnóstico e, já 

foram amplamente identificadas pela literatura [22,33-36,54-57,60,61,68-72].  

Além dessas, é comum ocorrer microcefalia, agenesia do corpo caloso, 

anomalias renais e defeitos cardíacos. No entanto, os mecanismos genéticos e 

epigenéticos específicos por trás das anormalidades e, os mecanismos que 

levam o organismo ao aborto espontâneo desses fetos, mediados pelo álcool 

permanecem desconhecidos [9,23,24,34,72-76]. 

Contudo, a maioria dos indivíduos afetados pela P.A.E. não apresentam 

dismorfologias características da FASD, apresentando somente alterações 

celulares ou relacionadas à produção de substâncias endógenas, exigindo para 

diagnóstico a confirmação do consumo materno na gravidez, assim constituindo 

um desafio ao diagnóstico da FASD [32,36,64,77-80]. 
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1.2. Gestação Murina 

Diversos modelos animais podem ser utilizados para o estudo da 

exposição fetal ao álcool como, drosófilas, sapos, vermes e peixes [81]. O 

Zebrafish, por exemplo, possui sua “gestação” fora do organismo materno, com 

desenvolvimento larval que permite a observação das mudanças ocasionadas 

pela exposição ao álcool devido a sua menor opacidade corporal [57,82]. 

Contudo, com a importância da amamentação nessa exposição, os modelos 

mamíferos são mais amplamente utilizados, principalmente os roedores. 

Entretanto, nem todos os roedores consomem álcool espontaneamente, 

fazendo do camundongo isogênico C57Bl/6 o modelo mais indicado para esses 

estudos, por ser mais suscetível ao consumo de álcool, principalmente quando 

administrado com a adição de sacarina, tornando-o mais palatável [10,73,83]. 

Deve-se considerar também, que a utilização de camundongos para esse 

modelo é uma alternativa viável, pela facilidade de manuseio, baixo custo e 

disponibilidade de dados científicos e reagentes [7]. 

Outra particularidade importante é que as camundongos fêmeas atingem 

sua maturidade sexual de 40 a 80 dias após seu nascimento e, caso haja 

fecundação, o corpo lúteo se desenvolve (metaestro) para o processo de 

gestação, que varia de 19 a 21 dias. Caso não haja fecundação, ao contrário de 

muitas espécies de mamíferos, o corpo lúteo não será expelido, mas será 

regenerado (diestro) para o próximo ciclo reprodutivo [84-86] permitindo a 

obtenção de proles com maior facilidade. Entretanto, esse ciclo pode ser afetado 

pelas condições de manejo do animal, ocorrendo o anestro (ausência de ciclo 

estral), quando estas são alojadas em grupos maiores que 3 animais por gaiola 

ou em períodos de luz superiores a 12 h/dia [84,86]. 

Após o início da gestação (5º dia), ocorre a implantação dos embriões 

no endométrio, devido a formação de células deciduais e do 6º ao 8º dias essa 

implantação se estende para a região mesometrial do útero, ocorrendo  

remodelamento da matriz extracelular (MEC) do endométrio e vários processos 

denominados decidualização, que permitirão ao útero, através da modificação 

de células fibrosas, estocar energia para o desenvolvimento do zigoto. Nesse 
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período também são formadas duas estruturas, a decídua antimesometrial, que 

será involuída do 9º ao 14º e a decídua mesometrial, região materna da placenta 

que permanecerá até o final da gestação e terá como funções principais, o 

suporte estrutural e nutricional, funcionar como glândula endócrina provisória, 

fornecendo hormônios e fatores de crescimento e modular o sistema imune 

materno, sendo construída do 6º ao 8º dia de gestação [87,88]. 

Esses eventos permitirão a construção da placenta, que em 

camundongos é hemocorial, como em humanos, e ocorre pela modificação de 

células do blastócito do embrião e da decídua mesometrial, estando completa no 

13º dia de gestação. Após o processo de implantação inicia-se o período 

embrionário que será completado somente no 10º dia após o nascimento dos 

filhotes. Esse tipo de processo gestacional, mesmo que em menor tempo, pode 

ser comparado ao da gestação humana [10,36,54,81] permitindo mensurar o 

efeito da P.A.E. em humanos (Figura 4). 

O primeiro trimestre humano equivale no camundongo ao período 

gestacional ocorrente nos dias 0 a 10. Inicia no momento da concepção e inclui 

o período pré-implantação, período de implantação, gastrulação e o início da 

neurulação [84-86], como descritos acima e é nesse momento, por exemplo, que 

ocorre a formação do coração, tanto em humanos (a partir do 18º dia), como em 

camundongos (a partir do 6º dia) [70]. 

O segundo trimestre humano equivale aos dias gestacionais 11 a 20, 

iniciando-se durante a neurulação, incluindo a organogênese e terminando no 

nascimento, que ocorre entre os dias 19 a 21 na gestação de camundongos. Já 

o terceiro trimestre, é considerado o período correspondente do nascimento ao 

10º dia (meses 7 a 9 em humanos) e inclui eventos como, o amadurecimento 

dos pulmões [10,81]. 

Esse potencial de comparação permitiu a construção de estudos, que 

classificaram, muitas vezes em horas, o momento da formação de determinada 

estrutura, facilitando a criação de protocolos que estudam alterações especificas 

nos fetos ou em um órgão isolado, como coração, rins, fígado e cérebro durante 
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sua formação, bem como as causadas pela ingestão de álcool nesse período 

(Figura 4). 

 

Figura 4. Gestação murina versus humana. 
Linha do tempo evidenciando alguns dos eventos embrionários na gestação murina 
relacionando-os com a gestação humana a partir das informações encontradas nas literaturas. 
[7,9,10,17,22-24,29,31-34,38,47,52,56,60,61,68,70,73-77,81,85,89,90-101] (Arquivo pessoal). 

1.3. Alterações cardíacas e exposição pré-natal ao álcool 

As alterações cardíacas mediadas pela exposição pré-natal ao álcool 

podem ser divididas em diretas, causadas na estrutura e formação das células 

cardíacas (cardiomiócitos) e indiretas, relacionadas aos mecanismos e 

substâncias que atuam no funcionamento do sistema cardiovascular.  

As cardiopatias congênitas, por exemplo, ocorrem em 50% dos 

indivíduos nascidos com FAS e em 38% dos nascidos com FASD, variando entre 

defeitos do septo atrial ou ventricular, malformação aórtica e valvares, baixo peso 

cardíaco e atrofias [4,70,92,102], que contribuem para quadros severos durante 

a vida do indivíduo, inclusive levando-o a óbito. Outros dados sugerem que 80% 

das crianças nascidas com FASD não apresentam sintomas físicos aparentes, 

dificultando o diagnóstico de cardiopatias sutis [103]. 

O álcool pode interferir no processo de acoplamento de contração por 

excitação (E-C), agindo nos níveis de cálcio no citosol das células contráteis, 
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além de reduzir sua sensibilidade ao cátion [7]. A falha nesse mecanismo pode 

levar o coração a episódios de hipóxia e isquemia, resultando em defeitos 

cardíacos e abortos em fetos. Isso se repete na cardiopatia alcoólica 

(cardiomiopatia dilatada), uma doença degenerativa do miocárdio caracterizada 

pelo débito cardíaco deprimido, ou seja, a capacidade reduzida de 

bombeamento sanguíneo ocasionado pela redução na contração/dilatação das 

câmaras cardíacas [77]. 

Indiretamente o álcool pode agir em moléculas que modulam a função 

cardíaca, alterando sua composição, como no caso da epinefrina, dopamina e 

noradrenalina. No miocárdio é sabido que o álcool causa diminuição na síntese 

da proteína miofibrilar, impedindo sua função normal. Em ratos foi verificado 

diminuição na quantidade de miócitos e aumento do tamanho do ventrículo 

esquerdo [7]. Filhotes de camundongos expostos ao álcool durante a gestação 

apresentaram paredes ventriculares mais finas, defeitos valvares [97,99], além 

de pressão arterial elevada, resultante de uma função renal e vascular 

aumentadas [99-101,104]. 

Em outro estudo, Yuan et al. [105] mostraram que ocorre redução na 

expressão das proteínas SOD-1, UCP-2 e PCG-1α, importantes para a 

funcionalidade dos cardiomiócitos, após exposição pré-natal ao álcool em 

camundongos quando submetidos à dieta hiperlipídica, permitindo inferir que a 

exposição gestacional ao álcool promove um ambiente rico em estresse 

oxidativo no coração desde seu desenvolvimento. Esse ambiente pode modificar 

o desenvolvimento do coração de outras formas.  

Os fibroblastos, por exemplo, são sensíveis a estímulos nocivos [106] e 

são responsáveis pela produção MEC cardíaca, que está envolvida na fixação e 

organização dos cardiomiócitos [107-109] e, também, no controle da 

proliferação, migração e diferenciação celular [110]. Ao receber um estímulo 

nocivo, o fibroblasto modifica os componentes da MEC, como colágenos e 

fibronectina, que regulam o desenvolvimento dos cardiomiócitos. Estes por sua 

vez, se diferenciam em miofibroblastos, expressando actina do músculo liso α 

(Acta2) e aumentando a secreção de colágeno [111].  
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Ninh et al. [92], utilizando cultura de cardiomiócitos advindos de corações 

e os corações isolados de camundongos expostos ao álcool no período 

gestacional (6,75 a 7,25 dias), identificaram nesses cardiomiócitos a diminuição 

da expressão de RNA mensageiro (mRNA) de Col1a1 e aumento do mRNA de 

Col3a1, bem como a diminuição da expressão proteica de Col1a1 e aumento de 

Col3a1 no tecido cardíaco. 

Prioste et al. [112] verificaram que humano adultos expostos ao EtOH 

(aguardente de cana-de-açúcar) apresentaram alterações epigenéticas no ciclo 

metionina-homocisteína, por reduzir a absorção de folato devido à carência de 

vitamina B6, componente chave nesse ciclo. A metionina (Met) é um aminoácido 

essencial, convertida no organismo para S-adenosilmetionina (AdoMet) via 

metionina-adenosiltransferase (MAT), posteriormente hidrolisada em 

homocisteína (Hcy) e adenosina [119], ciclo fundamental na função celular 

normal, principalmente na síntese de proteínas [113-116].  

Sprince et al. [117] demonstraram que a cisteína (Cys) diminui os efeitos 

da exposição de álcool em ratos, principalmente ao fígado, participando da 

cadeia do acetaldeído.  Porém, quando há desequilíbrio na cadeia metionina-

homocisteína, o aumento de homocisteína no organismo (hiper-

homocisteinemia), se torna fator de risco para patologias cardiovasculares como, 

aterosclerose, derrame, trombose e lesões vasoclusivas, culminando em 

obstrução e rompimento dos vasos e consequente isquemia [115,118-120]. 

Entretanto, os estudos relacionados à FASD e doenças cardíacas se 

restringem ao período de desenvolvimento do coração e pouco se sabe como 

este coração responderia a uma cardiopatia na vida adulta. É sabido que o 

desenvolvimento do coração inicia entre o sexto e sétimo dia de gestação com 

a diferenciação e migração de células progenitoras e, que a exposição ao álcool 

nesse período é crucial para as modificações genéticas e estruturais [92]. 

Turcotte et al., em 2002 verificaram após exposição pré-natal crônica ao 

álcool no período gestacional (6,36% v/v) elevação na pressão arterial média 

(PAM) e diminuição do relaxamento dependente do endotélio aórtico na prole de 

ratos às 25 semanas de idade [104]. Um estudo semelhante (6% v/v álcool) 
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mostrou evidências de hipertrofia ventricular esquerda e fibrose cardíaca em 

filhotes de ratos de ambos os sexos aos 8 meses de idade [121].  

Walton et al. [122] relataram que a exposição baixo-crônica ao EtOH 

durante a gravidez está associada à pressão arterial reduzida e a uma resposta 

pressora atenuada ao estresse em fêmeas, mas não em machos,  após 12 

meses de vida (equivalente a meia idade humana) em ratos Sprague-Dawley, 

sugerindo um possível dimorfismo sexual e efeitos duradouros na saúde 

cardiovascular mediados pelo álcool.  

1.4. Biomarcadores 

O genoma é o armazenamento das informações biológicas de um 

indivíduo, mas sozinho é incapaz de liberar essas informações para a célula. 

Para que isso ocorra, é requerida a atividade coordenada de enzimas e outras 

proteínas, que participam de uma rede de complexas reações bioquímicas 

denominadas expressão do genoma. Com isso, surge o termo transcriptoma, 

para designar o conjunto de moléculas de RNA derivadas desses genes 

codificadores de proteínas, que permitirão levar essa informação a célula em um 

determinado momento, direcionando o proteoma, produto final da expressão 

genômica. Esse processo permitirá especificar as reações bioquímicas que cada 

célula será capaz de realizar [123-125]. 

Inicialmente, esse termo compreendia somente ao conjunto de 

moléculas de RNA, denominadas RNAs mensageiros (mRNAs), sintetizadas a 

partir do DNA desses genes e que participam como codificadores na síntese de 

proteínas. Após traduzidos esses ácidos ribonucleicos são degradados nos 

últimos estágios da expressão do genoma e correspondem a menos de 4% do 

RNA total de uma célula [124]. Com o avanço do entendimento desses 

processos, verificou-se a participação de outros conjuntos de RNAs não 

codificantes, como os transportadores (tRNAs) e os ribossômicos (rRNAs) [125-

127]. 

Usando esses achados como ponto de partida, a ciência procura 

entender as estruturas moleculares das proteínas, as interações entre elas e com 

as demais moléculas biológicas (carboidratos, lipídios, DNA, etc.). Com esse 
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esforço, surge a busca por biomarcadores que auxiliem os pesquisadores a 

identificar processos deficientes ou incomuns dentro de uma via metabólica, 

gerando informações em forma de dados computacionais e demandando a 

constante melhoria das tecnologias e da informática [128,129].  

Os biomarcadores ou marcadores biológicos são denominados como, 

características que podem ser medidas experimentalmente permitindo indicar a 

ocorrência de determinada função normal ou patológica em um organismo ou 

resultado de uma intervenção terapêutica [130]. Sua classificação já demonstra 

seu potencial para estimar estados de doença, compreender alterações ou mau 

funcionamento nos processos fisiológicos orientando pesquisas que visam o 

desenvolvimento de terapias, mais eficazes, com menor efeito colateral e não-

invasivas. Com isso, a procura por novos biomarcadores, com o auxílio de 

diferentes tipos de dados “OMICS” (Genômica, Transcriptômica, Proteômica e 

Metabolômica) se tornou o principal objetivo das pesquisas translacionais [130].  

Atingir esse objetivo somente é possível através da comparação de 

estados fisiológicos ou alterações ocasionadas por doenças [131], verificando 

diferenças que se refletem na atividade diferencial molecular do um gene ou na 

expressão de uma determinada proteína, bem como nos perfis metabólicos e 

seus padrões de sinalização. A partir disso, as espécies moleculares (genes, 

proteínas, SNPs, miRNAs etc.), que representem as mudanças mais 

significativas observadas podem ser definidas como "marcadores" potenciais de 

doença [131].  

Esse processo gera uma grande quantidade de dados computacionais 

como, listas, equações e gráficos, necessitando de aplicações que permitam  a 

integração preditiva da informação ou seja, a construção de modelos preditivos 

de doença ou de resposta terapêutica utilizando os dados quantitativos obtidos 

de diferentes fontes de dados, fazendo da bioinformática uma importante aliada 

[131,132]. 

Essas novas fontes de dados advindas das abordagens “omics” como,  

variação genética e expressão de mRNA, permitem a descoberta de 

biomarcadores cardiovasculares de formas menos sistemáticas e tendenciosas, 
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por incluir uma infinidade de assinaturas diagnósticas e/ou prognósticas usando 

dados de expressão gênica em larga escala para classificação de pacientes e 

de respostas terapêuticas [132]. 

1.5. Justificativa e relevância 

A doença cardiovascular é a principal causa de óbito e incapacidade em 

todo o mundo. No entanto, muitos dos mecanismos etiológicos subjacentes 

permanecem pouco compreendidos. Vários estudos recentes demonstraram que 

grande parte das doenças cardiovasculares podem ter origem no início da vida, 

como resultado de adaptações feitas pelo feto em desenvolvimento em resposta 

a perturbações no útero [121,133]. 

A exposição prolongada a altas doses de álcool in útero pode ocasionar 

enrijecimento vascular [25] e alterações renais [77,134] além de perturbar o 

desenvolvimento do coração, levando a defeitos cardíacos congênitos 

[70,92,97,110,135]. Como o rim e a vasculatura em desenvolvimento, 

fundamentais na regulação da pressão arterial ao longo da vida, parecem 

particularmente suscetíveis a insultos in útero [92,142-144], a exposição pré-

natal ao álcool, poderia elevar o risco de disfunção cardiovascular e hipertrofia 

na fase adulta.  

Entretanto, estudos sobre o impacto de uma exposição baixo-moderada 

no sistema cardiovascular permanecem escassos, principalmente sobre os 

efeitos dessa exposição à nível celular e molecular, fazendo dos biomarcadores 

um aliado para o entendimento destes mecanismos. 

Assim, a partir da análise da expressão de genes pertencentes às vias 

de transdução de sinais (VTS) relacionada à hipertrofia cardíaca, pretendeu-se 

verificar se uma exposição pré-natal, considerada baixa-moderada, seria 

suficiente para modificar essa expressão e auxiliar no entendimento das 

comorbidades cardíacas mediadas pela P.A.E.   
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2. Objetivos 

2.1. Geral 

Analisar o efeito da exposição pré-natal ao álcool na expressão de genes 

de biomarcadores relacionados à hipertrofia cardíaca em camundongos C57Bl/6. 

2.2. Específicos 

Verificar o peso do coração e do ventrículo esquerdo dos animais após 

exposição pré-natal ao álcool; 

Verificar a expressão miocárdica de genes relacionados à hipertrofia 

cardíaca após exposição pré-natal ao álcool; 
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3. Método 

3.1. Modelo animal e desenho do estudo 

Para a obtenção da prole, objeto de estudo deste projeto, foram 

utilizados 20 camundongos isogênicos (15 fêmeas e 5 machos) da linhagem 

C57Bl/6. O experimento foi conduzido em duas etapas. Na primeira etapa foram 

utilizados 10 camundongos fêmeas com 49 dias de vida e 18 (± 3) gramas e 3 

machos com mesma idade e pesos de 20 (± 2) gramas. Na segunda etapa foram 

utilizados 5 camundongos fêmeas com 88 dias de vida e peso de 20 (± 2) gramas 

e 2 machos com mesma idade e peso de 23 (± 3) gramas.  

Os animais foram obtidos no Biotério Central da Universidade Nove de 

Julho, Campus Vergueiro, e foram mantidos em mesmo local, confinados em 

caixas plásticas apropriadas com maravalha, ciclo de luz (ciclo claro/ escuro de 

12h/12h) e temperatura (21 ± 2 °C) e umidade controlados, bem como 

alimentação e água ad libitum [73,90]. Todos os procedimentos foram 

conduzidos em conformidade com o “Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals (NRC, 8ª Ed., 2011)” contando com aprovação da Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/ UNINOVE) sob 

número CEUA nº 9355120319 (ID 000115) de 19/03/2019. 

As fêmeas foram randomizadas em dois grupos: grupo Controle – CT (n 

= 4) e grupo de Exposição pré-natal ao álcool – P.A.E. (n = 11), enquanto os 

machos foram utilizados apenas como reprodutores, não se permitindo 

cruzamentos consanguíneos e, principalmente, cruzamentos entre machos 

utilizados no grupo controle com fêmeas do grupo P.A.E. e machos P.A.E. com 

fêmeas Controle. [136]. 

Os progenitores não foram utilizados para as demais análises, sendo 

eutanasiados após o desmame dos filhotes (PN30), por excesso de anestésicos, 

ou seja, doses 3 vezes maiores que a usada para anestesia (cetamina 300 mg/kg 

e xilazina 90 mg/kg). O descarte das carcaças foi realizado em sacos plásticos 

apropriados, armazenados em freezer e, posteriormente, encaminhados à 

empresa especializada [137]. 
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3.1.1. Protocolo grupo Controle 

As fêmeas do grupo Controle (n = 4), foram acondicionadas 

unitariamente em caixas plásticas com maravalha e com livre acesso à ração e 

água e tiveram seus pesos e consumos de água aferidos diariamente até o final 

do protocolo (PN30).  

Antes do acasalamento deu-se o período de sensibilização, totalizando 

15 dias (I1 a I15). Nesse intervalo, dos dias I1 a I7, cada fêmea teve acesso a 

250 ml de água, trocados a cada dois dias. Do dia I8 a I15 houve a troca da água 

por solução composta de 250 ml de solução H2O + 0,1% de sacarina sódica – 

P.A. (Sac) (C7H5O3NS · 2H2O) (PolyStar, São Paulo, Lote: 18071801), 

novamente com troca realizada a cada dois dias (Figura 5).  

Após o período de sensibilização, o macho foi colocado junto a fêmea 

para o período de cópula. Com a confirmação da gestação, por meio de análise 

de tampão vaginal, o macho foi retirado e iniciou-se a contagem do período de 

gestação. Durante o acasalamento, todo o período de gestação (PG1 a PG19-

PG21) e até o 10º dia após o nascimento da prole (PN1 – PN10) cada fêmea 

recebeu a solução composta de 250 ml de H2O + 0,1% de sacarina sódica. Do 

PN11 ao desmame (PN30), as fêmeas voltaram a receber somente água filtrada 

(Figura 5). Durante o acasalamento, o consumo da fêmea foi monitorado através 

da equação (“consumo total” - “média de consumo do macho durante os 15 

dias”). 

 

Figura 5. Protocolo grupo Controle. 
I – período introdutório; PG – Período gestacional; PN – Período pós-gestacional. Observa-se a 
linha do tempo evidenciando o tipo de solução disponibilizada em cada etapa do protocolo. 
(arquivo pessoal). 
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A escolha pela sacarina sódica como edulcorante deu-se pela 

comprovação de que sua adição aumenta o consumo de água em roedores e, 

também, ao fato de que menos de 12% da quantidade ingerida é metabolizada 

pelo organismo sendo, o restante, excretada inalterada pela urina 

[10,73,83,138].  

Além disso, não existem indícios de que a sacarina seja teratogênica em 

animais, permitindo evitar qualquer alteração nos marcadores analisados pela 

adição e consumo dessa substância [139,140]. Registre-se que a troca da 

solução a cada 2 dias deu-se para evitar o amargor decorrente da degradação 

da sacarina. 

3.1.2. Protocolo grupo Etanol 

De forma semelhante ao protocolo do grupo controle, as fêmeas do 

grupo Exposição pré-natal ao álcool – P.A.E. (n = 11) foram acondicionadas em 

caixas individuais e tiveram seus pesos e consumos mensurados diariamente 

durante todo o protocolo. A solução alcoólica utilizada neste grupo respeitou a 

seguinte equação: H2O + (X% EtOH) + 0,1% Sac. = 250 ml, com concentração 

alcoólica aumentando gradualmente até a proporção final de 10% da solução 

total (2%, 5% e 10%) [90]. 

O processo de sensibilização (I1 a I15) ocorreu diferentemente do 

descrito no grupo Controle. Nos primeiros 4 dias (I1 a I4), cada fêmea recebeu 

250 ml da solução de sacarina (250 ml H2O + 0,1% Sac) com troca a cada dois 

dias. Em seguida foi iniciada a etapa de sensibilização alcoólica, aumentando-

se gradualmente a porcentagem alcoólica da solução de sacarina.  

Nos 2 dias seguintes, I5 e I6, cada fêmea recebeu 250 ml de solução a 

2% de EtOH, nos dias I7 e I8, 250 ml de solução a 5% de EtOH e após esse 

período, sete dias (I9 a I15) de solução a 10% EtOH, preparadas no volume de 

1000 ml com adição de 0,1% de Sac [90], de acordo com a Tabela 2. 
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Tabela 2. Cálculo de diluição para obtenção de 1L da solução de EtOH em relação a 
porcentagem desejada. 

Concentração 
Inicial (%) 

Concentração 
final (%) 

Volume de 
soluto (ml) 

Volume de 
Solvente (ml) 

Volume Final 
(ml) 

99,5 2 20,1005 979,8995 1000 

99,5 5 50,2513 949,7487 1000 

99,5 10 100,5025 899,4975 1000 

Observações: utilização de álcool etílico 99,5% (P.A.). 0,1% de sacarina sódica correspondeu a 
adição de 1g no volume final da solução, não sendo considerado para cálculo de diluição. 

 

Após finalização do protocolo de sensibilização (solução de EtOH a 

10%), o macho foi acondicionado com a fêmea para acasalamento, e retirado 

após a confirmação da gestação. Durante o período de cópula ambos 

compartilharam a solução alcoólica à 10% EtOH e o consumo da fêmea foi 

monitorado por meio da equação descrita no grupo Controle.  

Do período Gestacional (PG1 – PG19/21) até o 10° dia após o 

nascimento da prole (PN10) cada fêmea recebeu a solução alcoólica na 

concentração 10% EtOH com troca realizada a cada dois dias.  

A partir do dia PN11, iniciou-se o protocolo de dessensibilização 

alcoólica. Nesse dia, foi disponibilizado para cada fêmea 250 ml de solução a 

5% de EtOH, no dia PN13, houve redução para solução a 2% de EtOH e, do dia 

PN15 a PN21, receberam a solução sacarina (H2O + 0,1% Sac.), sempre com 

troca a cada dois dias. Finalmente, do dia PN22 até o desmame (PN30) as 

fêmeas receberam somente água filtrada [73,90]. 

 

Figura 6. Protocolo grupo Exposição pré-natal ao álcool (P.A.E.). 
I – período introdutório; PG – Período gestacional; PN – Período pós-gestacional. Observa-se a 
linha do tempo evidenciando o tipo de solução disponibilizada em cada etapa do protocolo. 
(arquivo pessoal) 
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O modelo de administração de álcool por meio de água potável ao invés 

da canulação ou injeção gástrica oferece diversas vantagens, como redução de 

estresse para gestantes e filhotes [9,73,83]. Além disso, a adoção do protocolo 

de sensibilização evita a ocorrência do consumo excessivo e consequente 

desnutrição materna, devido a inserção direta da solução e permite a construção 

da média de consumo diário de cada fêmea [90].  

Após o parto da prole, o processo de dessensibilização alcoólica, obtida 

através da diminuição gradual nas concentrações de etanol na solução de 

sacarina evita a exibição de sinais de abstinência de etanol na mãe e elimina a 

necessidade de criação cruzada dos filhotes [90]. 

3.2. Ganho de peso gestacional 

Para determinar se houve ganho de peso gestacional pelo consumo pré-

natal de álcool e se este estaria relacionado à alguma alteração do 

desenvolvimento da prole, efetuamos o acompanhamento diário de peso nas 

fêmeas progenitoras desde o período de sensibilização. Caso a adição de etanol 

a dieta liquida refletisse em alguma alteração de peso durante o período pré-

gestacional, quaisquer flutuações durante o período gestacional seriam 

desconsideradas.  

O ganho de peso gestacional foi observado através da aferição diária do 

peso em cada fêmea e foi dividido em ganho de peso gestacional total (Ggt) e 

ganho de peso gestacional diário (Ggd), respeitando as seguintes equações: 

     Ggt: Peso gestacional final - Peso gestacional inicial = X g 

     Ggd: Peso gestacional final - Peso gestacional inicial = X g/ dia 

             X Dias de gestação 

3.3. Coleta dos materiais biológicos 

Após o desmame, os filhotes foram acondicionados em caixas, 

separados por gênero, recebendo água filtrada e ração ad libitum. Trinta dias 

após o desmame (PN60), os filhotes de ambos os grupos foram anestesiados 

com Isoflurano por inalação (<20 seg.) e decapitados [58] (Figura 7). Esse 

método de eutanásia se fez necessário em função das demais técnicas 
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induzirem aumento de estresse oxidativo pela ação de anestésicos 

administrados por vias, intravenosa (i.v.), intragástrica (i.g.) ou intraperitoneal 

(i.p.), por exemplo [141-143]. 

Os corações excisados foram brevemente lavados em solução 

fisiológica, para retirada do excesso de sangue, e pesados. Em seguida, o 

ventrículo direito (VD) e os átrios esquerdo (AE) e direito (AD), foram extraídos 

e descartados. Prontamente, cada ventrículo esquerdo (VE) foi acondicionado 

em frasco tipo Eppendorf de 1,5 ml, pesado novamente e imerso em nitrogênio 

líquido, para congelamento e, armazenados a -80 ºC até o momento das análises 

(Figura 7). 

 
Figura 7. Protocolo de coleta e tratamento das amostras em ambos os grupos (arquivo pessoal). 

3.3.1. Análise do peso ventricular e cardíaco 

Os pesos ventricular e cardíaco foram calculados pelo coeficiente entre 

o peso do tecido e comprimento da tíbia (CT/Tíbia e VE/Tíbia). Após a retirada 

das amostras de VE, as carcaças foram identificadas e separadas. Em seguida, 

a tíbia esquerda de cada animal foi exposta e seu tamanho aferido com o 

paquímetro, tomando como referência o maléolo e o côndilo mediais (Figura 7). 
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Em seguida, foi calculada a relação entre o peso do coração e do 

ventrículo esquerdo, em miligramas, e o comprimento da tíbia esquerda, em 

milímetros. Os resultados foram divididos por sexo, dada a diferença entre as 

estruturas corporais de machos e fêmeas. Este método torna-se eficaz pois, as 

flutuações no peso corporal que ocorrem com o envelhecimento, o tornam uma 

referência não confiável para normalizar o peso do coração e do ventrículo [144].  

3.2.2. Expressão gênica – Biomarcadores 

Um total de 20 genes, previamente selecionados de acordo com sua 

participação nas vias de transdução de sinais (VTS) relacionadas à hipertrofia 

cardíaca, em trabalho de nosso grupo de pesquisa [145], foram utilizados como 

referência (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Genes selecionados para análises moleculares da VTS de Hipertrofia (Custom 
TaqMan® Array Plates) 

Nº Código Nome do Gene 

g1 Ace Enzima conversora de Angiotensina 

g2 Ace2 Enzima conversora de Angiotensina 2 

g3 Agtr1a Receptor de Angiotensina II tipo 1a 

g4 Cabin1 Proteína 1 de ligação à Calcineurina 

g5 Chp2 Proteína 2 semelhante à Calcineurina B 

g6 Col1a1 Cadeia α 1 do colágeno tipo I 

g7 Col3a1 Cadeia α 1 do colágeno tipo III 

g8 Edn-1 Endotelina 1 

g9 Igf-1 Fator de crescimento semelhante à insulina 1 

g10 Map3k2 Proteína Quinase, Quinase, Quinase, 2 ativada por Mitogênio 

g11 Mmp9 Matriz Metaloproteinase 9 

g12 Myh6 Cadeia pesada de miosina α 

g13 Myh7 Cadeia pesada de miosina β 

g14 Nfatc3 Fator nuclear de células T, citoplasmático, dependente de Calcineurina 3 

g15 Nppa Peptídeo Natriurético A 

g16 Nppb Peptídeo Natriurético B 

g17 Prkca Proteína Quinase C α 

g18 Prkcb Proteína Quinase C β 

g19 Prkcg Proteína Quinase C γ 

g20 Tgfb-1 Fator de crescimento transformador beta 1 
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3.2.3. Expressão gênica – Procedimentos – PCR “Array” 

Foi utilizada a técnica de PCR em tempo real combinada com “array”, 

que permite quantificar a expressão de múltiplos genes simultaneamente 

(Custom TaqMan® Array Plates – Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Ao se 

comparar tal técnica com o PCR em tempo real (qPCR) convencional, verifica-

se a possibilidade de determinação simultânea, em larga escala, da expressão 

gênica, diminuindo o custo do estudo e o tempo com a experimentação, 

permitindo também, a customização das placas de acordo com os genes 

selecionados pelo pesquisador. 

a. Extração do DNA 

As amostras de ventrículo esquerdo (VE) de ambos os grupos, pesando 

95,46 mg (± 0,78), foram homogeneizadas em 1 ml de Trizol®
 

Reagent (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA) à 15 ºC e incubados por 5 min. em 

temperatura ambiente para a dissociação completa dos complexos 

nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 µL de clorofórmio 

refrigerado aos homogenatos, agitados em vórtex por 15 seg. e incubados em 

temperatura ambiente por 10 min. Após o período de incubação, as amostras 

foram centrifugadas por 15 min. (12000 xg a 4 °C).  

A fase aquosa resultante de cada amostra foi retirada e transferida para 

tubos Eppendorf de 1,5 ml estéril, adicionados 500 µL de isopropanol refrigerado, 

para a precipitação do RNA, mantidas em temperatura ambiente por 10 min, e 

novamente centrifugadas (12000 xg/ 4 °C/ 10 min.). Em seguida, o sobrenadante 

foi descartado e os pellets de RNA lavados com 1 ml de etanol 75% refrigerado 

(preparado com água tratada com Dietilpirocarbonato – DEPC, 0,01%). As 

amostras foram novamente centrifugadas (7500 xg/ 4 °C/ 5 min.) e o 

sobrenadante descartado. Por fim, os pellets secaram ao ar livre, foram 

ressuspendidos com 15 µL de água DNAse I/ RNase Free – (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) e armazenados a -80 °C até a realização da Transcrição 

Reversa. 
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b. Tratamento do RNA total e Integridade das amostras 

As quantificações de RNA total foram obtidas utilizando o 

espectrofotômetro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE, 

USA), sendo que 1U A260 corresponde a 40 µg de RNA/ mL. Foram utilizadas 

apenas amostras livres de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteínas 

(A260/A280 = 1,8 – 2,0). Para eliminação da contaminação de DNA genômico 

das amostras, 1 µg de RNA total (8 µL) foi incubado com 1 unidade (1 µL) de 

DNAse I/RNase Free – (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), na presença 1 µL de 

solução composta de 20 mM Tris-HCl, pH 8.4 e 2 mM MgCl2 por 15 min. a 37 °C, 

seguido de incubação a 65 ºC durante 10 minutos para inativação da DNAse I. 

Após o tratamento acima descrito, as amostras foram normalizadas para 

2.000 ng/ µL, utilizando-se como solvente DNAse I/RNase Free – (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA), e armazenadas a -20 ºC até o início da reação de 

transcrição reversa (RTqPCR), para síntese do cDNA.  

c. Síntese de cDNA – Transcrição reversa 

Nesse processo foi utilizado o Kit SuperScript® IV Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, 10 µL de RNA de 

cada amostra foi transferido para Eppendorf de 100 µL e adicionada a esta 3 µL 

de solução contendo, 1 µL de 50 µm Oligo d(T)20 Primer, 1 µL 10 mM dNTP mix 

e 1 µL de DNAse I/ RNase Free (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).  

Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador por 5 min a 

65 ºC, incubadas em gelo por 1 minuto e, adicionados 7 µL de solução contendo, 

1 µL de Ribonuclease Inhibitor, 1 µL de SuperScript® IV Reverse Transcriptase 

(200 U/ µL ), 1 µL 100 mM DTT e 4 µL de 5x SSIV Buffer (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA). 

A solução resultante foi submetida a dois ciclos de incubação: 10 

minutos a 55º C e 10 min 80ºC. adicionado 1 µL de E. coli RNAse H (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) e novamente incubada por 20 minutos a 37 ºC, para a 

remoção do RNA residual. Após a reação, as amostras de cDNA foram mantidas 

a -20 °C até a realização da qPCR. 
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d. Reação de Polimerização em Cadeia (PCR) em tempo real – qPCR 

A amplificação e aquisição dos dados foi realizada com a sonda TaqMan 

em equipamento Quantstudio™ 5 System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 

EUA) como descrito previamente. Nesse processo de excitação a captação de 

fluorescência é realizada em cada ciclo de amplificação do PCR, fornecendo 

uma quantificação em tempo real das sequências dos genes de interesse [146]. 

Para a reação de qPCR foi efetuado o seguinte protocolo: em 15 µL de 

cDNA, foram adicionados 250 µL de Solução Taqman® Universal Fast Master 

Mix 2X (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e 235 µL de água DNAse I/ 

RNase Free – (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)  por amostra, permitindo o volume 

de 10 µL de reação em cada poço da placa com 96 poços. As amostras foram 

aplicadas em duplicata e incubadas a 95 °C por 20 seg., e passaram por 40 

ciclos térmicos a 95 °C por 3 seg. e 60 °C por 30 seg. 

Todas as reações foram submetidas às mesmas condições de análise e 

normalizadas pelo sinal do corante de referência passiva ROX para correção de 

flutuações na leitura decorrentes de variações de volume e evaporação ao longo 

da reação. O resultado, expresso em valor de Ct, se referiu ao número de ciclos 

de PCR necessários para que o sinal fluorescente atingisse o limiar de detecção. 

Os genes diferencialmente expressos foram normalizados pela 

expressão do gene housekeeping subunidade 18S do RNA ribossomal, cuja 

expressão mostrou-se inalterada nas condições experimentais. O “software” 

QuantStudio™ Design & Analysis versão 1.3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA, EUA) foi utilizado para o processamento dos dados.  

Os valores de ΔCt das amostras foram determinados pela subtração do 

valor de Ct médio do mRNA do gene alvo a partir do valor médio de Ct do gene 

housekeeping. O parâmetro 2-ΔΔCt foi utilizado para representar os dados de 

expressão relativos.  
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3.3. Análise estatística 

Os dados morfométricos das fêmeas e da prole e resultantes das 

análises de expressão gênica, foram tabulados e classificados. Os cálculos 

estatísticos foram realizados utilizando a aplicação IBM Corp. IBM SPSS 

Statistics for Windows, Version 25.0. (Armonk, NY: IBM Corp., 2017). O teste de 

Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade e variâncias de erro. 

As medidas morfométricas das fêmeas (Consumo médio, ganho de peso 

gestacional e número de filhotes) e da prole (peso, comprimento, peso do 

coração, peso do ventrículo esquerdo e relações CT/Tíbia – VE/ Tíbia), foram 

representadas, quando paramétricas por média ± erro padrão da média (EPM) 

e, quando não, por Mediana (Mq) e intervalos interquartis 25-75%.  

Para comparação entre grupos foi realizado o Teste t de Student para 

amostras independentes e, quando necessário, Teste de Mann-Whitney (U), 

sendo considerado em ambos os testes a significância p ≤ 0,05. A curva de 

sobrevivência/ mortalidade foi obtida através do teste de Mantel-Cox e 

representada graficamente. 

Para a comparação da expressão dos genes entre o grupo Controle e 

grupo P.A.E. foi realizado Teste t de Student para amostras independentes e, 

quando necessário, complementado com o teste de correção de Welch. Um valor 

de p ≤ 0,05 foi considerado significativo e os resultados são expressos como 

média (MED) ± erro padrão da média (EPM). Todos os gráficos foram 

confeccionados utilizando a aplicação GraphPad Prism versão 8.0.1 for 

Windows, GraphPad Software (San Diego, CA. USA). 
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4. Resultados 

Na comparação entre a média de consumo diário (ml/ dia) das fêmeas 

progenitoras do grupo P.A.E. (9,74 ± 0,33 ml/ dia) e do grupo Controle (10,63 ± 

0,13 ml/ dia), não observamos diferença significativa (p = 0,121).  O consumo de 

álcool nas fêmeas P.A.E. possibilitou atingir concentrações médias de álcool no 

sangue de aproximadamente 1,5 mg/ dL.  

Nas análises efetuadas não foram encontradas diferenças significativas 

em relação ao número filhotes, tamanho médio das ninhadas, quantidade de 

óbitos por ninhadas e óbito total, quando comparado o grupo P.A.E. com o grupo 

Controle (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Dados morfométricos das fêmeas progenitoras. 

 Grupo 

 Controle P.A.E.  

Dados maternos   Valor p 

Consumo diário (ml/dia) 10,63 ± 0,13 9,74 ± 0,33 0,121 

Número de ninhadas 10 16  

Número de filhotes 78 113  

Tamanho médio da ninhada 7,8 ± 0,25 7,1 ± 0,46 0,245 

Óbito total 24 61  

Óbito por ninhada 2,4 ± 0,64 3,8 ± 0,80 0,223 

(MED ± EPM). * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para amostras 
independentes. 

 

Em relação ao ganho de peso gestacional, foram efetuadas duas 

medições, ganho de peso gestacional total (Ggt) e diário (Ggd). Foi possível 

verificar que as fêmeas do grupo P.A.E. apresentaram Ggd significativamente 

menor (0,70 ± 0,02 g/ dia; p = 0,0005) quando comparadas ao grupo Controle 

(0,83 ± 0,02 g/ dia) (Figura 8 A). Estes dados foram totalizados e contabilizados 

ao Ggt quando comparados o grupo P.A.E. (14,0 ± 0,5 g; p = 0,012) e Controle 

(16,1 ± 0,4 g) (Figura 8 B).  
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Figura 8. Ganho de peso gestacional total e diário nos grupos amostrais. 
A. Ganho de peso gestacional total (Ggt) em gramas (g); B. Ganho de peso gestacional diário 
(Ggd) em gramas por dia (g/ dia). Observa-se redução significativa no grupo P.A.E., em relação 
ao grupo Controle em ambos os critérios analisados. (MED ± EPM). * p ≤ 0,05 versus grupo 
Controle, determinado por Teste t para amostras independentes. 

Em contrapartida, não observamos diferenças no ganho de peso pré-

gestacional (I) nas fêmeas P.A.E. (p = 0,086) quando comparadas ao grupo 

controle (Figura 9).  
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Figura 9. Flutuação de peso pré-gestacional nos grupos amostrais.  
(MED ± EPM). * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para amostras 
independentes. 

Como observamos na curva de sobrevivência/mortalidade, não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos experimentais após teste 

de Mantel-Cox (p = 0,1723) (Figura 10). 

O número total de filhotes utilizados neste projeto foi de 91 animais sendo 

48 no grupo P.A.E. (24 fêmeas e 24 machos) e 43 no grupo Controle (16 fêmeas 

e 27 machos). 
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Figura 10. Curva de mortalidade/sobrevivência entre os grupos amostrais. 
Não se observa diferença estatisticamente significativa entre os grupos Controle e P.A.E. Obtido 
através do teste de Mantel-Cox. * p ≤ 0,05 versus grupo Controle. 

4.1. Dados morfométricos da prole 

Em relação aos pesos corporais foram realizadas pesagens em dois 

tempos, PN2 e PN60. Em comparação entre o peso ao nascimento (PN2) do 

grupo P.A.E. (1,13 mg ± 0,05) com o grupo Controle (1,29 mg ± 0,04), 

observamos diferença significativa entre os pesos (p = 0,03, Figura 11 A). 

Entretanto, não foram encontradas diferenças relevantes na comparação (PN60) 

nos animais do grupo P.A.E., de ambos os sexos (Fêmeas – 15,53 mg ± 0,21; 

Machos – 19,83 mg ± 0,42), quando comparados ao grupo Controle (Fêmeas – 

15,20 mg ± 0,31; Machos – 20,43 mg ± 0,30) (Figura 11 B e C). 
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Figura 11. Pesos corporais ao nascimento e PN60 nos grupos amostrais. 
Valores em miligramas (mg). A. Peso ao nascimento (PN2); B. Peso corporal (PN60) – Fêmeas; 
C. Peso corporal (PN60) – Machos; Observamos diminuição significativa no grupo P.A.E. em 
PN2, em comparação com o grupo Controle. Não se observa diferença em PN60 em ambos os 
sexos, quando comparados ao grupo controle. (MED ± EPM). * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, 
determinado por Teste t para amostras independentes. 

Em relação ao tamanho dos animais, foram comparados os 

comprimentos a partir da coroa craniana até a base da cauda em PN60. 

Interessantemente,  o grupo P.A.E. apresentou diminuição no comprimento das 

fêmeas 7,03 cm (6,48-7,19; p < 0,0001) e aumento nos machos 7,89 cm (7,38-

8,37; p = 0,022) quando comparados com os animais do grupo Controle de 

mesmo sexo; Fêmeas – 7,89 cm (7,40-8,35); Machos – 7,45 cm (6,52-8,11) 

(Figura 12 A e B).  
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Figura 12. Comprimento corporal (PN60) nos grupos amostrais. 
Valores expressos em centímetros (cm); A. Comprimento PN60 – Fêmeas; B. Comprimento 
PN60 – Machos. Constata-se diminuição no comprimento nas fêmeas do grupo P.A.E. e aumento 
nos machos, estatisticamente significativo quando comparado com o grupo Controle. (Md, I.Q 25-
75%). * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste de Mann-Whitney (U). 

A partir desse achado foi calculada a relação entre o peso corporal e o 

comprimento do animal e foi observado que fêmeas do grupo P.A.E. apresentam 

aumento expressivo da relação P/C (0,36 g/ cm ± 0,01; p = 0,003) quando 

comparadas com o grupo Controle (0,30 g/ cm ± 0,01) (Figura 13 A). Da mesma 

maneira, os machos do grupo P.A.E. apresentaram aumento expressivo da 

relação P/C (0,44 g/ cm ± 0,01; p = 0,0009) quando comparados aos machos do 

grupo Controle (0,37 g/ cm ± 0,01) (Figura 13 B). 
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Figura 13. Relação Peso/ Comprimento (P/C) nos grupos amostrais. 
Valores expressos em gramas por centímetro (g/ cm). A. Relação Peso/ Comprimento – Fêmeas; 
B. Relação Peso/ Comprimento – Machos. Observa-se aumento relevante em ambos os sexos 
no grupo P.A.E. em relação ao grupo Controle. (MED ± EPM). * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, 
determinado por Teste t para amostras independentes. 

Os pesos absolutos do coração e do ventrículo esquerdo de ambos os 

grupos foram mensurados para verificar o efeito da exposição pré-natal ao álcool 

nessas estruturas. Os animais do grupo P.A.E. apresentaram diferenças tanto 

no peso total do coração, quando do ventrículo esquerdo (p < 0,0001) quando 

comparados aos animais do grupo Controle de mesmo sexo. O peso total do 

coração foi de 137 mg (128,5-139,5) nas fêmeas e 139,5 mg (136-148) nos 

machos, no grupo P.A.E. e 123 mg (122-125,5) e 134 mg (128-137), no grupo 

Controle, respectivamente (Figura 14 A e B). De maneira semelhante, o peso 

absoluto do VE, no grupo P.A.E., foi de 99,5 mg (96-108) nas fêmeas e 99,5 mg 

(96-108) nos machos. No grupo Controle, o peso foi de 86 mg (85-88,5) nas 

fêmeas e de 96 mg (90-99) nos machos (Figura 14 C e D). 
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Figura 14. Pesos absolutos do coração e ventrículo esquerdo (VE) nos grupos amostrais. 
Valores em miligramas (mg). A. Peso total do coração – Fêmeas; B. Peso total do coração – 
Machos; C. Peso do VE – Fêmeas; D. Peso do VE – Machos. Observa-se aumento 
estatisticamente relevante no grupo P.A.E. em todos os parâmetros observados, em comparação 
com o grupo Controle. (Md, I.Q. 25%-75%). * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por 
Teste de Mann-Whitney (U). 

Ao utilizar a correlação de peso do coração e ventricular com a tíbia (CT/ 

Tíbia e VE/ Tíbia), os animais expostos ao álcool durante o período gestacional 

(grupo P.A.E.) apresentaram diferenças estatisticamente significativas nos dois 

parâmetros analisados. A relação Coração Total/ Tíbia nesse grupo foi de 1,04 

mg/ mm (0,98-1,06) nas fêmeas e 1,05 mg/ mm (1,02-1,11) nos machos, quando 

comparados aos animais do grupo Controle de mesmo sexo, 0,77 mg/ mm (0,76-

0,78) e 0,83 mg/ mm (0,79-0,84), respectivamente (Figura 15 A e C, nessa 

ordem). A relação VE/ Tíbia seguiu a mesma tendência, apresentando, no grupo 

P.A.E., valores de 0,74 mg/ mm (0,68-0,76) nas fêmeas e de 0,75 mg/ mm (0,72-

0,81) nos machos quando comparados aos animais do grupo Controle de mesmo 

sexo, 0,54 mg/ mm (0,53-0,55) e 0,60 mg/ mm (0,55-0,61), nessa ordem (Figura 

15 B e D, respectivamente). 



52 
 

CT P.A.E.

0.0

0.5

1.0

1.5

C
o
ra

ç
ã
o

/T
íb

ia

(m
g
/m

m
)

*

A

  
CT P.A.E.

0.0

0.5

1.0

V
e
/T

íb
ia

(m
g
/m

m
)

*

B

 

CT P.A.E.

0.0

0.5

1.0

1.5

C
o
ra

çã
o

/T
íb

ia

(m
g
/m

m
)

*

C

  
CT P.A.E.

0.0

0.5

1.0

V
e/

T
íb

ia

(m
g/

m
m

)

*

D

 
Figura 15. Relação entre os pesos das estruturas cardíacas corrigida pelo comprimento da tíbia 
(mg/ mm) nos grupos amostrais. 
A. Relação Coração Total/ Tíbia – Fêmeas; B. Relação Ventrículo esquerdo/ Tíbia – Fêmeas; C. 
Relação Coração Total/ Tíbia – Machos; D. Relação Ventrículo esquerdo/ Tíbia – Machos. 
Constata-se aumento estatisticamente significativo no grupo P.A.E. em todos os parâmetros 
observados, em comparação com o grupo Controle. (Md – 25% - 75%). * p ≤ 0,05 versus grupo 
Controle, determinado por Teste de Mann-Whitney (U). 

 Ao compararmos esses índices intragrupo, foi observado que machos 

P.A.E. apresentaram maior relação coração/ tíbia (p = 0,029) e VE/ tíbia (p = 

0,024), quando comparados às fêmeas de mesmo grupo (Figura 16 A e B, 

respectivamente). 
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Figura 16. Relação entre os pesos das estruturas cardíacas corrigida pelo comprimento da tíbia 
(mg/ mm) no grupo P.A.E. 
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Observa-se maior relação em ambas as estruturas em machos P.A.E quando comparados a 
fêmeas de mesmo grupo (MED ± EPM). * p ≤ 0,05 versus fêmeas P.A.E., determinado por Teste 
t para amostras independentes. 

 

4.2. Análise da Expressão gênica 

Após a extração de RNA a partir de amostras do ventrículo esquerdo, 

estes foram quantificados por espectrofotometria e foram escolhidas 20 

amostras, de acordo com sua concentração em mRNA (ng/ µL) e pureza, 

conforme descrito na Tabela 5. 

Tabela 5. Quantificação de RNA extraído das amostras de tecidos cardíacos dos animais dos 
grupos Controle e P.A.E. 

Grupo Amostra Concentração (ng/ µL)  Pureza 260/280 nm  

CONTROLE 

CT2H1 4284,10 2,08 

CT2H7 2904,00 2,06 

CT2H8 736,70 1,95 

CT2H11 1144,90 2,04 

CT3H4 1199,70 2,03 

CT3H6 4129,90 2,06 

CT3H11 4979,90 2,07 

CT4H6 504,40 1,93 

CT4H7 2370,50 2,08 

CT4H12 898,50 2,03 

P.A.E. 

ET1H2 2187,90 2,03 

ET1H6 1808,90 2,03 

ET4H1 4799,90 2,08 

ET5H1 1731,10 2,06 

ET5H4 1681,10 2,02 

ET5H9 4090,00 2,06 

ET6H4 1880,30 2,06 

ET6H5 4428,40 2,00 

ET11H3 1047,80 1,99 

O efeito da exposição pré-natal ao álcool na transcrição dos genes foi 

analisado utilizando PCR em tempo real. Os resultados da expressão gênica dos 

grupos experimentais foram dados pelo número de vezes (fold change) que 

apresentaram expressão aumentada (up regulated) ou diminuída (down 

regulated) quando comparados ao grupo Controle. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6. Expressão relativa mRNA, grupo P.A.E. em relação ao grupo Controle. 

 Grupo Controle Grupo P.A.E.  
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Gene n Expressão n Expressão p value 

Ace 10 1,00 10 0,45 ± 0,00* <0,001 

Ace2 10 1,00 10 0,22 ± 0,02* <0,001 

Agtr1a 10 1,00 9 0,21 ± 0,02* <0,001 

Cabin1 10 1,00 10 2,64 ± 0,17* <0,001 

Chp2 10 1,00 10 0,23 ± 0,05* <0,001 

Col1a1 10 1,00 10 2,70 ± 0,11* <0,001 

Col3a1 10 1,00 10 1,08 ± 0,07 0,369 

Edn1 10 1,00 10 0,97 ± 0,01 0,511 

Igf1 10 1,00 10 2,22 ± 0,07* <0,001 

Map3k2 10 1,00 10 1,79 ± 0,04* <0,001 

Mmp9 10 1,00 10 3,84 ± 0,21* 0,028 

Myh6 10 1,00 10 0,32 ± 0,00* <0,001 

Myh7 10 1,00 10 2,26 ± 0,12* <0,001 

Nfatc3 10 1,00 10 2,60 ± 0,05* <0,001 

Nppa 10 1,00 10 3,60 ± 0,28* <0,001 

Nppb 10 1,00 10 4,21 ± 0,16* <0,001 

Prkca 10 1,00 10 3,83 ± 0,19* <0,001 

Prkcb 10 1,00 10 4,14 ± 0,23* <0,001 

Prkcg 10 1,00 10 2,33 ± 0,09* <0,001 

Tgfb1 10 1,00 10 3,84 ± 0,21* <0,001 

* p ≤0,05 versus grupo Controle. Os valores de p foram determinados por Teste t para amostras 
independentes com correção de Welch, quando necessário. n = 20, sendo 5 machos e 5 fêmeas 
por grupo amostral. 

A seguir, apresentamos os dados referentes à expressão de RNA 

mensageiro dos genes pertencentes à via de transdução de sinais relacionada à 

hipertrofia cardíaca. 

4.2.1. VTS da Hipertrofia Cardíaca 

Nesta via foram analisadas a expressão relativa de 20 genes (Ace, Ace2, 

Agtr1a, Cabin1, Chp2, Col1a1, Col3a1, Edn1, Igf1, Map3k2, Mmp9, Myh6, Myh7, 

Nfatc3, Nppa, Nppb, Prkca, Prkcb, Prkcg e Tgfb1).  

O gene da endotelina 1 (Edn1) apresentou expressão inalterada entre 

os grupos experimentais (Figura 17 A). A expressão de RNAm dos genes da 

enzima conversora de angiotensina (Ace) e enzima conversora de angiotensina 

II (Ace2) apresentaram, no grupo P.A.E., redução de 55,50% e 78,97%, 

respectivamente, quando comparado ao Controle (Figura 17 B e C). Os genes 

do receptor de angiotensina II tipo 1A (Agtr1a), proteína 2 semelhante à 

Calcineurina B (Chp2) e cadeia pesada de miosina α (Myh6), apresentaram 
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reduções de expressão gênica de 79,44%, 79,68%, 68,48%, nessa ordem, 

quando comparados ao grupo Controle (Figura 17 D, E e F, respectivamente). 
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Figura 17. Expressão relativa (2-ΔΔCt) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardíaca nos 
grupos amostrais – 1. 
A. Endotelina 1 (Edn1); B. Enzima Conversora de Angiotensina (Ace); C. Enzima Conversora de 
Angiotensina II (Ace2); D. Receptor de angiotensina II tipo 1a (Agtr1a); E. Proteína 2 semelhante 
à Calcineurina B (Chp2); F. Cadeia pesada de miosina α (Myh6); Constata-se diminuição 
significativa na expressão dos genes Ace, Ace2, Chp2, Myh6 e Agtr1a, bem como, inalteração 
da expressão de Edn1 no grupo P.A.E. em relação ao grupo Controle.  (MED ± EPM). (u.a.) – 
unidades arbitrárias; * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para amostras 
independentes, com correção de Welch quando necessário. 

Contrapondo-se aos resultados de Myh6 e Chp2, os genes da cadeia 

pesada de miosina β (Myh7) e da proteína 1 de ligação à Calcineurina (Cabin1), 

apresentaram, no grupo P.A.E., aumentos de 226,28% e 269,08% em sua 
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expressão, respectivamente, quando comparado ao grupo Controle (Figura 18 

A e B). As expressões de RNAm de fator nuclear de células T ativadas, 

citoplasmático, dependente de Calcineurina 3 (Nfatc3), fator de crescimento 

semelhante à insulina 1 (Igf-1) e proteína Quinase, Quinase, Quinase, 2 ativada 

por Mitogênio (Map3k2), apresentaram aumentos de 259,45%, 221,94% e 

178,55%, nessa ordem, quando comparado ao grupo Controle (Figura 18 C, D, 

e E, respectivamente). 
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Figura 18. Expressão relativa (2-ΔΔCt) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardíaca nos 
grupos amostrais – 2. 
A. Cadeia pesada de miosina β (Myh7); B. Proteína 1 de ligação à Calcineurina (Cabin1); C. 
Fator nuclear de células T ativadas, citoplasmático, dependente de Calcineurina 3 (Nfatc3); D. 
Fator de crescimento semelhante à insulina 1 (Igf1); E. Proteína Quinase, Quinase, Quinase, 2 
ativada por Mitogênio (Map3k2); Observa-se no grupo P.A.E., aumento significativo na 
expressão dos genes de todos apresentados, em relação ao grupo Controle.  (MED ± EPM). 
(u.a.) – unidades arbitrárias; * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para 
amostras independentes, com correção de Welch quando necessário. 

Os genes codificadores dos peptídeos natriuréticos e das proteínas 

Quinases C apresentaram, no grupo P.A.E., os maiores aumentos de expressão 

de RNAm quando comparados ao grupo Controle. O gene peptídeo natriurético 

B (Nppb) apresentou a maior expressão relativa, 405,92%, nesse protocolo, 
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quando comparado ao grupo Controle (Figura 19 A). Já os genes do peptídeo 

Natriurético A (Nppa), proteína Quinase C α (Prkca), β (Prkcb) e γ (Prkcg) 

apresentaram aumentos de expressão de RNAm de 353,82%, 378,62%, 

399,50% e 230,54%, respectivamente (Figura 19 B, C, D, e E, nessa ordem).  
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Figura 19. Expressão relativa (2-ΔΔCt) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardíaca nos 
grupos amostrais – 3. 
A. Peptídeo Natriurético B (Nppb); B. Peptídeo Natriurético A (Nppa); C. Proteína Quinase C α 
(Prkca),; D. Proteína Quinase C β (Prkcb) E. Proteína Quinase C γ (Prkcg); Constata-se no grupo 
P.A.E., aumento significativo na expressão de todos os genes apresentados, em relação ao 
grupo Controle.  (MED ± EPM). (u.a.) – unidades arbitrárias; * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, 
determinado por Teste t para amostras independentes, com correção de Welch quando 
necessário. 

Consequentemente, as alterações nos genes da matriz extracelular 

(MEC) podem desencadear uma série de perturbações estruturais e funcionais 

ao coração e estão envolvidos no processo de hipertrofia cardíaca. Para avaliar 

o efeito da P.A.E. em uma possível alteração na composição e dinâmica da 

matriz extracelular cardíaca, foram avaliadas as expressões de RNAm de 

Col1a1, Col3a1, Tgfb1 e Mmp9. No grupo P.A.E. foi possível observar o aumento 

significativo de 378,33% na expressão do gene fator de crescimento 
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transformador β 1 (Tgfb-1) , de 268,92% no gene da cadeia α 1 do colágeno tipo 

I (Col1a1) e 378,34% na expressão do gene Matriz Metaloproteinase 9 (Mmp-9) 

(Figura 20 A, B e C, respectivamente). Entretanto, não foram observadas 

alterações na expressão do gene da cadeia α 1 do colágeno tipo III (Col3a1) 

(Figura 20 D) em relação ao grupo controle. 
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Figura 20. Expressão relativa (2-ΔΔCt) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardíaca nos 
grupos amostrais – 4. 
A. Fator de crescimento transformador β 1 (Tgfb1); B. Cadeia α 1 do colágeno tipo I (Col1a1); C. 
Matriz Metaloproteinase 9 (Mmp9); D. Cadeia α 1 do colágeno tipo III (Col3a1); Observa-se 
aumento significativo na expressão dos genes Tgfb1, Col1a1 e Mmp9. O gene Col3a1 manteve-
se inalterado no grupo P.A.E. em relação ao grupo Controle.  (MED ± EPM). (u.a.) – unidades 
arbitrárias; * p ≤ 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para amostras 
independentes, com correção de Welch quando necessário. 

O Grupo P.A.E., em comparação com o grupo Controle, apresentou 13 

genes (65%) com expressão up regulated, 5 (25%) down regulated e 2 genes 

com expressão inalterada (10%). Os equivalentes em porcentagem para a 

expressão são apresentados na Figura 21. 
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Figura 21. Expressão dos genes no grupo P.A.E. em comparação ao grupo Controle. 
Valores em porcentagem (%), (MED ± EPM) valores expressos na diferença de expressão em 
relação a expressão do grupo Controle. 
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5. Discussão 

Os efeitos tóxicos do álcool no desenvolvimento do embrião são bem 

conhecidos. O álcool atravessa facilmente as barreiras placentária e 

hematoencefálica e pode, portanto, afetar o desenvolvimento de células. Sabe-

se que o álcool atua e/ou modula muitas moléculas diferentes [49,147]. Assim, 

múltiplos mecanismos podem ser ativados em diferentes estágios do 

desenvolvimento, variando de acordo com os diferentes limiares de dose e 

tempo de exposição, contribuindo para os diversos fenótipos observados na 

FASD, por exemplo [10,148]. Entretanto, estas alterações podem ocorrem de 

forma silenciosa, como observamos nos resultados obtidos em nosso estudo. 

Em relação a processo de sensibilização alcoólica, verificamos que, 

como descrito na literatura [90,73], o aumento gradual da quantidade de álcool 

diluído em água de consumo impediu a ocorrência de consumo excessivo, dado 

ao fato de que não houve diferença na média de consumo diário entre fêmeas 

Controle e P.A.E. progenitoras. Nosso protocolo estimulou o comportamento de 

beber nas fêmeas antes da fecundação, levando ao estabelecimento de padrões 

estáveis de consumo de álcool antes do início da gestação. Acreditamos que 

isso representa mais de perto os padrões humanos de consumo alcoólico do que 

os protocolos nos quais o consumo de álcool é iniciado depois que a gestação 

foi estabelecida. 

A partir do acompanhamento do peso das fêmeas progenitoras durante 

esse período, foi possível verificar que as alterações morfométricas ocorridas 

nas proles, deram-se exclusivamente durante o período gestacional e refletem, 

de forma consistente, os efeitos deletérios causados pela exposição pré-natal, 

corroborando estudos que indicam que o consumo de álcool não interfere do 

peso pré-gestacional [90]. 

Além disso, não encontramos alterações na taxa de mortalidade dos 

filhotes, o que está em consonância com estudos anteriores que relataram não 

ocorrer alterações na mortalidade com doses alcoólicas baixo-moderadas [90]. 

Além disso, os óbitos e/ou reabsorções podem estar relacionadas à espécie 

utilizada, que pode levar ao canibalismo das proles [84-86]. 
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5.1. Exposição pré-natal ao álcool e alterações morfométricas na prole 

A partir da análise dos dados relacionados ao peso dos filhotes em PN2 

foi possível evidenciar que doses consideradas de álcool baixo-moderadas são 

suficientes para levar à restrição de crescimento intrauterino (RCIU), 

corroborando diversos estudos [7,22,55,60,68-71,73,122,149,150,151], inclusive 

em humanos [71,152], que evidenciam o baixo peso ao nascimento. Outros 

estudos sugerem que essa diminuição e/ou restrição de crescimento gestacional 

está associada ao desenvolvimento de doença arterial coronariana, hipertensão, 

diabetes tipo II e asma [83,133,153].  

Nykjaer et al. [154], em um estudo de coorte relacionando P.A.E. e baixo 

peso ao nascimento em humanos, verificaram que o primeiro trimestre 

gestacional é o mais sensível às alterações causadas pelo consumo de álcool 

materno, mesmo em quantidades consideradas baixo-modera (duas unidades/ 

semana). Em nosso protocolo, a ingestão de álcool foi contínua durante todo o 

período gestacional, porém, considerando a dose alcoólica oferecida, é possível 

corroborar estes achados, tendo em vista que tais modificações também formam 

observadas, mesmo que em menor significância, nos demais períodos 

gestacionais, no estudo citado. 

Em nosso estudo, ao analisarmos o peso dos animais 60 dias após o 

nascimento não encontramos diferenças na comparação entre os grupos 

experimentais, corroborando estudos que evidenciaram que tal evidência está 

relacionada ao crescimento acelerado de recuperação no início da puberdade 

[122,150,155,156]. Entretanto, a partir do cálculo da relação entre peso e 

comprimento corporal (P/C), verificamos que os animais do grupo P.A.E. 

apresentam maior peso em relação ao comprimento (sobrepeso) quando 

comparados ao grupo Controle.  

Apesar de não termos encontrado estudos mostrando sobrepeso em 

adultos expostos a P.A.E., estudos relacionados ao consumo de álcool em 

adultos, indicam que o álcool é capaz de impedir a transformação de ácidos 

graxos em energia, pelo recrutamento de enzimas hepáticas chaves nesse 

processo [157], podendo levar a um quadro de hipertrigliceridemia [158] e 

sobrepeso [2]. Isso nos permite supor que, a exposição pré-natal ao álcool, 
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possa ter ocasionado uma alteração no metabolismo dos ácidos graxos levando 

ao sobrepeso na vida adulta nesses animais [159]. 

Em relação ao comprimento corporal, a observação de que as fêmeas 

P.A.E. são menores e os machos maiores que seus respectivos comparativos 

no grupo Controle corrobora estudos que evidenciam o efeito dimórfico da 

exposição pré-natal ao álcool nas alterações ocorridas no metabolismo e 

crescimento, sendo mais comumente observados em fêmeas [122,160]. 

Esses achados, podem estar relacionados também, a uma má nutrição 

fetal durante a gestação, dado ao fato que fêmeas progenitoras P.A.E [7]. 

apresentaram menor ganho de peso durante a gestação, quando comparadas 

ao grupo Controle. Como não encontramos diferenças nos pesos entre grupos 

durante o período de sensibilização, é possível sugerir que o álcool possa 

interferir no fluxo sanguíneo e transporte de nutrientes, ocasionando baixo peso 

ao nascimento, discutido anteriormente [7,39,90,159].   

A hipertrofia cardíaca proveniente da exposição pré-natal ao álcool é 

relatada em diversos estudos animais e humanos. Walton et al. [122], utilizando 

uma dose alcoólica de 6,36% v/v, verificaram que ratos Sprague-Dawley fêmeas 

com 120 dias apresentaram hipertrofia ventricular esquerda e fibrose, mas não 

em PN30. Corroborando estas informações, observamos que em PN60, os 

pesos do coração e do ventrículo esquerdo nos animais do grupo P.A.E. foram 

maiores em ambos os sexos, quando comparados ao grupo Controle, mesmo 

após correção pela tíbia esquerda, indicando uma leve hipertrofia cardíaca. 

Podemos observar também, que essa hipertrofia é mais acentuada em machos, 

como observado por Nguyen et al. [121] em PN30.  

Esse achado, em PN60, permite inferir que a exposição pré-natal ao 

álcool, mesmo em doses baixo-moderadas, é suficiente para modificar a 

estrutura do coração e levar a um quadro hipertrófico, mesmo no início da idade 

adulta, como relatado em literatura [122,161], inclusive em humanos [162]. Esse 

achado possui grande relevância clínica, pois a hipertrofia cardíaca, 

especialmente a ventricular esquerda, é relatada como a mais forte preditora de 

eventos cardiovasculares adversos, independentemente da idade, sexo e 

pressão arterial [121,163,164]. 
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Além disso, como as doenças cardiovasculares e as lesões renais 

associadas são mais frequentemente observadas no final da idade adulta e início 

da idade senil, é possível sugerir que as alterações causadas pela exposição 

pré-natal ao álcool desencadeiam um processo contínuo de compensação no 

sistema cardiovascular que, com o passar do tempo, possa predispor tais 

animais a doenças cardiovasculares [121,122,165]. 

Outro aspecto importante é a discrepância de resultados encontrados na 

literatura relacionados à grande diversidade de protocolos utilizados e/ou 

carência de informações, como sexo e método de medição [104,121,122,155].  

Muitos estudos utilizam somente o peso corporal como fator de correção para o 

peso do coração e VE. Como sugerido em diversos estudos, tal método 

apresenta baixa confiabilidade, principalmente quando se leva em consideração 

o achado em relação ao sobrepeso, encontrado em nosso protocolo [144]. 

5.2. Exposição pré-natal ao álcool e VTS da Hipertrofia Cardíaca 

O processo de remodelamento cardíaca é caracterizado por alterações 

na geometria, volume, peso e constituição do coração em resposta a uma 

agressão tecidual, que pode ser física ou química. A hipertrofia miocárdica, 

importante componente desse processo, permite ao coração manter suas 

funções básicas em vigência do aumento das condições de carga. Em longo 

prazo, entretanto, tal mecanismo de compensação representa um fator de risco 

para morbidade e mortalidade de indivíduos acometidos por doenças cardíacas 

[166,167].  

A regulação positiva da expressão de mRNA de marcadores 

hipertróficos no miocárdio após exposição pré-natal ao álcool e o peso do 

ventrículo esquerdo destes animais, sugerem a ocorrência de um discreto 

alargamento das câmaras do coração, como uma estratégia para compensar o 

efeito deletério do álcool durante o desenvolvimento fetal. Portanto, pode ser 

sugerido, que a forte alteração da expressão observada destes genes possa ser 

indicativa de gravidade do estímulo estressor do álcool.  

O aumento da expressão de marcadores hipertróficos, tais como os 

peptídeos natriuréticos, foi de especial interesse. Estes representam o padrão 
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ouro para biomarcadores na insuficiência cardíaca (IC), além de 

desempenharem um papel crucial na homeostase da pressão arterial (PA) e do 

volume sanguíneo (VB) [168]. Com isso, o entendimento sobre a sua biogênese 

e seu uso clínico tem crescido exponencialmente desde a sua descoberta. 

Classificados como hormônios pleiotróficos, peptídeos natriuréticos são 

geneticamente distintos, mas estrutural e funcionalmente relacionados para a 

regulação da homeostase circulatória em vertebrados e inclui o peptídeo 

natriurético atrial (ANP), a urodilantina (uma isoforma do ANP), o peptídeo 

natriurético do tipo B ou cerebral (BNP), o peptídeo natriurético do tipo C (CNP) 

e o peptídeo natriurético Dendroaspis (DNP) [169-172].   

Em nosso protocolo verificamos a expressão dos genes codificadores de 

ANP (Nppa) e BNP (Nppb), dado ao fato que, são transcritos e produzidos 

principalmente nos miócitos dos átrios e ventrículos, respectivamente [173]. 

Porém, ambos passam a ser produzidos nos ventrículos em resposta ao 

estiramento do miocárdio, devido à sobrecarga de pressão ou volume 

[168,174,175], condições comumente encontradas na Insuficiência cardíaca 

(IC).  

Após síntese, o ANP atua em diversos mecanismos de compensação 

como aumento da natriurese e da diurese e indução de hipovolemia, diminuindo 

a PA. Além disso, muitos estudos indicam sua relação na inibição da hipertrofia 

cardíaca e da fibrose, induzindo a apoptose de cardiomiócitos e inibindo o 

crescimento de fibroblastos [168,176-178].  

Além da natriurese, diurese e vasodilatação, o BNP também tem efeitos 

diretos no coração [179] podendo fornecer proteção compensatória, pela inibição 

da apoptose do miocárdio e necrose, redução da hipertrofia cardíaca e 

diminuição de fibrose, pela inibição da proliferação de fibroblastos cardíacos 

[180]. O BNP também pode modular a reação imune e inflamatória à lesão 

cardíaca, aumentar a expressão de metaloproteinase-9 após o infarto do 

miocárdio (IM) e ter efeitos diretos no remodelamento da MEC [168,181]. 

Não encontramos na literatura estudos relacionando os peptídeos 

natriuréticos e a exposição pré-natal ao álcool mas, porém, é possível supor que, 

o aumento da expressão de mRNA destes dois peptídeos adiciona mais um fator 
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hipertrófico no perfil de expressão gênica observado em nosso estudo e, pode 

indicar, um esforço do organismo em diminuir o quadro hipertrófico ocasionado 

pela exposição pré-natal ao álcool. 

O hormônio Endotelina-1, potente vasoconstritor e pró-inflamatório, age 

diretamente nos músculos lisos das artérias, estimulando a liberação de ANP e 

BNP no coração. Tirapelli et al. [182], não identificaram alterações significativas 

na expressão e concentração sérica de endotelina 1 na artéria carótida, mesmo 

após 10 semanas, em ratos Wistar adultos expostos ao volume alcoólico de 20% 

(v/v). Em nosso protocolo, também não observamos alterações na expressão 

gênica de Edn1. 

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é responsável pelo 

controle da pressão sanguínea, por meio do controle da vasodilatação e 

vasoconstrição. Nesse sistema, a enzima conversora de angiotensina converte 

a Angiotensina I em Angiotensina II (Ang II) causando vasoconstrição e, 

consequentemente, elevando a pressão sanguínea [183].  

A síntese de Ang II pode ocorrer tanto em miócitos como em fibroblastos 

e miofibroblastos [184]. Os efeitos biológicos da Ang II são controlados pelos 

receptores de membrana AT1 e AT2. Ao interagir com o receptor AT1, associado 

à proteína G, ocorre estimulação da fosfolipase C, esta induz a formação de 

trifosfato de inositol, bem como, de diacilglicerol (DMA), provocando aumento da 

concentração citoplasmática de Ca+2. Essa cascata leva à ativação das proteínas 

quinases C (PKCs) e da adenilatociclase [184]. Simultaneamente, essa via 

também é capaz de induzir uma cascata de ativação via tirosinas-quinases [185], 

reguladoras de vias efetoras intracelulares, como das MAPKs, que ativam vários 

fatores de transcrição de proteínas nos cardiomiócitos. A enzima conversora de 

angiotensina, também degrada bradicinina [186] e estimula a produção de 

superóxido, reduzindo a produção de óxido nítrico pelas células endoteliais 

[187,188] 

Tan et al. [189] evidenciaram que a morte celular cardíaca induzida por 

álcool pode ser desencadeada por estresse nitrativo gerado a partir de uma via 

dependente de PKCβ1 e NOX, ativada por Ang II, através de estudos in vitro e 

in vivo. Entretanto, verificaram que a inibição de AT1 impediu o dano nitrativo 
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cardíaco, morte celular, remodelação e a disfunção. Nossos dados em relação a 

expressão dos genes Ace, Ace II e Agtr1a permitem supor que que possa haver 

uma tentativa do organismo em compensar o desenvolvimento do quadro 

hipertrófico observado.  

O fator de crescimento semelhante à insulina 1 é codificado pelo gene 

Igf-1 e é secretado, principalmente, pelo fígado em resposta ao hormônio do 

crescimento (GH), desempenhando papel importante na proliferação celular e 

inibição de apoptose, bem como, no desenvolvimento e manutenção do coração,  

participando no amadurecimento dos cardiomiócitos durante o desenvolvimento 

embrionário [190,191]. Recentemente, de Souza et al. [192] verificaram que o 

aumento da expressão de Igf-1 está relacionado ao desenvolvimento de 

hipertrofia cardíaca fisiológica, principalmente após exercício, considerada como 

uma alteração positiva para o organismo. Em contrapartida, DeLaughter et al. 

[190] relataram que o aumento da expressão de Igf-1 em um modelo transgênico, 

induziu inicialmente um análogo da hipertrofia fisiológica, caracterizada por 

aumento da massa cardíaca e melhora do desempenho sistólico. No entanto, 

essa hipertrofia progrediu para uma condição patológica caracterizada por 

diminuição do desempenho sistólico e aumento da fibrose intersticial. 

Estudos referentes à exposição pré-natal ao álcool atribuem ao Igf-1 um 

papel cardioprotetor. Chen et al. [193], utilizando cardiomiócitos fetais isolados 

de ratos tratados com 0,2% de EtOH, relacionaram o aumento de expressão de 

Igf-1 à supressão parcial da indução de Bax, da ativação de caspase 3 e da 

fragmentação do DNA, levando à diminuição da apoptose e, consequentemente, 

protegendo essas células da morte celular induzida pelo álcool. Goh et al. [194] 

demonstraram que essa regulação positiva induziu uma maturação acelerada e, 

consequentemente, aumento no tamanho dos cardiomiócitos fetais isolados de 

ovelhas expostos ao álcool durante o período gestacional, impedindo a apoptose 

nessas células. Além disso, a suprarregulação compensatória da expressão do 

gene Igf-1 já foi descrita em outros tecidos em apoptose [195,196]. 

Assim, podemos supor que o aumento observado na expressão de 

RNAm de Igf-1 em nosso estudo possa ser uma resposta compensatória do 

miocárdio ao aumento da apoptose causada pela exposição ao álcool, 



67 
 

adicionando mais um fator ao quadro hipertrófico observado. Além disso, alguns 

estudos observaram que o aumento na expressão de Igf-1 pós exposição pré-

natal ao álcool está diretamente relacionado à expressão de proteínas C 

quinases (PKC), principalmente PKC-α [197].  

As proteínas C quinases pertencem a uma família de proteínas quinases 

dependentes de serina e treonina, que podem ser ativadas pela fosfatidilserina, 

pelo cálcio (Ca2+) e pelo diacilglicerol (PMA). São conhecidas por fosforilar uma 

ampla variedade de alvos proteicos e por estarem envolvidas em diversas vias 

de sinalização celular. Cada membro da família PKC tem um perfil de expressão 

específico e acredita-se que desempenhem papeis distintos nas células 

[198,199]. 

A isoforma α (gene Prkca) está envolvida na regulação positiva e 

negativa da proliferação celular, apoptose, diferenciação, migração e adesão 

celular, tumorigênese e inflamação. PKC-β, codificada pelo gene Prkcb, participa 

na sinalização de insulina, apoptose por estresse oxidativo, proliferação de 

células endoteliais e regulação da ativação de NFκ-β [198-200]. A isoforma γ, 

codificada pelo gene Prkcg, é raramente expressa em corações normais, sendo 

altamente expressa no SNC, principalmente no córtex e cerebelo, 

desempenhando diversos papéis em células neuronais e tecidos oculares. Além 

disso, está envolvida na sensibilidade e tolerância inicial ao etanol, mediando os 

efeitos comportamentais e, também, os efeitos desta droga nos receptores 

GABAA [201,202]. 

Os cardiomiócitos saudáveis coexpressam múltiplas isoformas de 

Proteínas C quinases, sendo que vários estudos buscaram entender sua 

participação no metabolismo do coração e nas doenças cardiovasculares [197-

203] (hipertrofia e insuficiência cardíaca), com especial interesse pelas isoformas 

clássicas (cPKC) α, βI, βII e δ. Em muitos modelos de lesão ou hipertrofia 

cardíaca, a expressão e/ou atividade de PKC-α foi aumentada, sendo relatada 

como prejudicial para o coração [198-200]. Entretanto não há um consenso na 

literatura se sua atividade está diretamente relacionada a hipertrofia cardíaca ou 

à regulação da contração cardíaca [198,199,204-207]. Outro aspecto importante 

é que Braz et al. [204] demonstraram que essa isoforma é extremamente 
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importante para o desenvolvimento dos cardiomiócitos durante o período 

gestacional. 

A expressão e a atividade de PKC-β é aumentada na insuficiência 

cardíaca humana em estágio final [198]. Além disso, foi relatado que 

camundongos transgênicos que superexpressam PKC-β desenvolvem um 

fenótipo cardiomiopático mais grave, caracterizado por fibrose multifocal e 

calcificação distrófica, além de apresentarem contratilidade deprimida dos 

cardiomiócitos [199]. Em contraste, níveis médios de expressão de PKC-β em 

cardiomiócitos adultos levam a uma hipertrofia ventricular leve/progressiva e 

relaxamento diastólico prejudicado [208]. Ainda assim, é consenso que sua 

ativação está ligeiramente relacionada a um efeito cardioprotetor e como medida 

de adequação do coração à apoptose [200]. 

Não encontramos estudos relacionando a expressão das proteínas C 

quinases no coração e a exposição pré-natal ao álcool, mas estudos recentes 

mostraram que uma baixa exposição pré-natal ao álcool (5% v/v) foi capaz de 

aumentar significativamente a expressão gênica de PKC-α e PKC-γ no cérebro 

de camundongos. [202]. Além disso, aparentemente, as proteínas C quinases 

sofrem uma “ativação indireta” pelo álcool, que pode ser explicada pelo aumento 

de DMA, um dos seus substratos, após P.A.E. [209]. 

Esses dados permitem sugerir que o aumento na expressão dos genes 

Prkca e Prkcb nos animais P.A.E. seja uma tentativa do organismo para regular 

a contratilidade e o influxo de cálcio. Vale ressaltar, que o aumento na expressão 

gênica de PKC-α possa ser uma medida compensatória do organismo para 

controlar o quadro hipertrófico ativado pela superexpressão de Igf-1, dado ao 

fato que esta PKC é antagonista a ele [197].   

Outra família importante no desenvolvimento do coração e nas doenças 

cardíacas é a superfamília das proteínas quinases ativadas por mitógenos 

(MAPKs), que desempenham um papel crítico na transdução e regulação do 

sinal intracelular [210,211]. Estudos recentes demonstraram uma nova via de 

MAPK iniciada pela proteína quinase, quinase, quinase 2 ativada por mitógeno, 

como um contribuinte para hipertrofia cardíaca, desenvolvimento pulmonar e 

respostas inflamatórias e como um mediador chave na hipertensão pulmonar 
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[212,213]. Codificada pelo gene Map3k2, regula a entrada de diversos estímulos, 

incluindo fatores de crescimento e estressores físico-químicos, além de sua 

participação na modulação das respostas inflamatórias em diversas células 

[214]. A partir do entendimento de sua função e participação na hipertrofia 

cardíaca, podemos supor que o aumento de expressão observado em nosso 

protocolo deste gene esteja possivelmente relacionado ao controle da via 

inflamatória na modulação da hipertrofia cardíaca.  

As fibras miofilamentares também são importantes marcadores de 

hipertrofia. A isoforma alfa da miosina (MHCα) mostrou-se regulada 

negativamente após exposição pré-natal ao álcool. A grande mudança na 

distribuição das isoformas de miosina ocorre durante a hipertrofia patológica 

mediada por sobrecarga de pressão e volume [215]. Esta hipertrofia está 

associada com a indução de MHCβ à custa de MHCα. Esta mudança do fenótipo 

de α- para MHCβ é uma indicação de hipertrofia patológica, que é mais intensa 

na hipertrofia de sobrecarga de pressão que na de sobrecarga de volume [215].  

A diminuição na expressão da cadeia pesada de miosina alfa (MHCα) e 

o aumento na expressão da cadeia pesada de miosina beta (MHCβ) prejudicam 

diretamente a capacidade contrátil do miocárdio após o IM [216,217]. Essas duas 

isoformas da miosina são componentes contráteis do miócito. A MHC-α possui 

atividade ATPásica mais alta, o que gera uma contração cardíaca mais eficiente. 

Por outro lado, a MHC- β possui atividade ATPásica mais lenta, contribuindo 

para uma contração menos eficiente [218]. Assim, nossos dados de expressão 

gênica destas duas proteínas corroboram o perfil hipertrófico do ventrículo 

esquerdo de animais expostos ao álcool durante o desenvolvimento fetal. 

Os componentes da MEC são responsáveis pelo suporte mecânico e 

funcionamento correto do sistema cardiovascular. Assim, uma alteração de 

expressão de componentes da MEC pode, ao longo do tempo, resultar 

diretamente em mudanças em propriedades mecânicas e comprometimento 

funcional.  

A exposição ao álcool foi capaz de aumentar a expressão de RNAm de 

colágeno I no ventrículo esquerdo, sendo que a expressão do RNAm de 

colágeno III manteve-se inalterada. Este fato é corroborado por relatos de vários 
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pesquisadores que apontaram, em diversas condições clínicas, o aumento 

significativo na expressão das fibras de colágeno tipo I como produto final 

quando o tecido está reparado. Este evento é observado, por exemplo, durante 

a insuficiência cardíaca em modelos animais e em pacientes humanos [160,219], 

enquanto o colágeno III é rapidamente sintetizado e gradualmente substituído 

por fibras colágeno I. 

Observamos também, aumento na expressão do gene da 

Metaloproteinase-9 de matriz (Mmp-9). Estas, são capazes de degradar 

componentes proteicos da MEC, participando em diversos processos fisiológicos 

como angiogênese, reparação tecidual, morfogênese, mobilização de células 

tronco e cicatrização de feridas [220-223]. 

Na falência cardíaca, o colágeno é degradado e substituído por fibras de 

colágenas com baixa capacidade de interação, pela ação das MMPs, levando à 

dilatação dos ventrículos [224]. Além disso, a quebra da MEC libera moléculas 

com potente efeito na síntese de matriz, tais como fatores de crescimento de 

ligação à matriz e as matriquinas, que são peptídeos de matriz fragmentados 

com atividade biológica na regulação da atividade das células do tecido 

conjuntivo, levando, muitas vezes, a um aumento das MMPs e da fibrose [220]. 

Além disso, o aumento de MMP 9 está associado à maturação do colágeno I e 

III em indivíduos com IC, indicando a importância dessas enzimas na 

configuração, ativação e deposição do colágeno no processo de fibrose [223]. 

Apesar de não termos analisado histologicamente, há indícios que possa 

ter havido uma ativação da transcrição de genes relacionados ao reparo 

provocado pelo insulto do álcool. A elevada expressão de TGF-β1, um estímulo 

persistente na fase de reparação em hipertrofia e uma citocina pró-fibrótica 

chave corrobora esta especulação. Em caso de terapia anti-TGF-β1 há uma 

atenuação do remodelamento cardíaco, afetando a dinâmica fibrose/infarto nos 

tecidos cardíacos [225]. 

Assim, as proteínas da MEC, especialmente em relação aos resultados 

de expressão de RNAm de colágeno I, TGF e metaloproteinase de matriz 9 

sugerem um possível início de mecanismo de transdução de sinais moleculares 

fundamentais para o processo de reparação cardíaca [226]. 
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Este trabalho evidenciou que o consumo de álcool durante a gestação, 

mesmo em concentrações baixas a moderada pode trazer repercussões 

cardíacas que se manifestam morfologicamente com uma discreta hipertrofia e 

com inúmeras alterações moleculares semelhantes às observadas em animais 

infartados experimentalmente [145]. A ativação da transcrição de genes 

específicos e uma possível repercussão da tradução destas mensagens 

evidenciam o efeito deletério silencioso do álcool na homeostase e 

suscetibilidade às doenças cardíacas. Esses efeitos adversos sobre o miocárdio 

podem não afetar a função cardíaca em curto prazo, mas podem ser aumentar 

a vulnerabilidade cardíaca em longo prazo [194].  
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6. Considerações finais 

Em nosso modelo experimental, a exposição pré-natal ao álcool resultou 

em modificações morfométricas e na alteração da expressão de diversos genes 

relacionados à hipertrofia cardíaca. Nossos dados sugerem que estas mudanças 

evidenciam o início de alterações do milieu miocárdico relacionadas à lesão e 

remodelamento cardíaco.  
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