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RESUMO

Efeito da exposicdo pré-natal ao alcool na expressdo de genes
relacionados a hipertrofia cardiaca em camundongos C57BI/6.

O impacto potencial da exposicéo pré-natal ao alcool varia consideravelmente
entre os individuos, podendo levar a alteragbes morfoldégicas e genéticas
sistémicas. Entretanto, muitas dessas alteragcBes ocorrem a nivel celular,
podendo, ao longo da vida, predispor o individuo as doencas crénicas. O impacto
no sistema cardiovascular pode resultar em alteragcdes como hipertrofia cardiaca
e defeitos valvares, bem como alteracfes na expressdo de genes relacionados
a homeostase cardiaca. Assim, utilizando camundongos isogénicos C57BI/6
expostos ao alcool durante a gestacdo na proporcao 10% (v/v) diluidos em agua
de consumo verificamos a expressdo de genes diferencialmente expressos
participantes das vias de transducao de sinal relacionadas a hipertrofia cardiaca
em ventriculo esquerdo (LV), utilizando placas customizadas TagMan® em
equipamento de RT-gPCR. Além de alteracdes morfométricas como baixo peso
ao nascimento, sobrepeso na idade adulta e leve hipertrofia do coracéo e VE,
verificamos alteracdes na transcricdo de 18 dos 20 genes analisados. Assim, em
nosso modelo experimental, a exposi¢cao pré-natal ao alcool induziu alteracdes
morfométricas e hipertrofia cardiaca, bem modulou a transcricdo de genes
relacionados a esta condi¢éo cardiovascular. Além disso, nossos dados sugerem
que estas alteracbes sdo comparaveis as observadas em animais com

disfuncdes cardiacas experimentais como o infarto do miocérdio.

Palavras-chave: Exposicdo pré-natal ao alcool, expressdo génica, coracao,

transducéo de sinal, prole.



ABSTRACT

Effect of prenatal alcohol exposure on the expression of genes-related to
cardiac hypertrophy in C57BI/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 C57BI/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 TagMan® plates in RT-gPCR 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.



INDICE

1. ConteXtUAliZAGCAO .......ccoeveeiiiiiie e 19

1.1. Consumo de alcool durante a gestacdo e o0 desenvolvimento de

Transtornos do Espectro Alcodlico Fetal ............cccoeeeeiiii, 23
1.2, GESIAGAOD MUFN@L. ... .ttt 26
1.3. AlteracgOes cardiacas e exposicao pré-natal ao alcool ..............ccoeuenneee 28
1.4, BIOMAICAUOIES. .. .uuuuiiiiiiiiiiiieiiiite e 31
1.5. Justificativa € rel@VANCIA ............uviiiiiieiiiiie e 33
P © 1] 11 117/ 1= RPN 34
2.1 GBIAL ... 34
2.2, ESPECITICOS. . i 34
I S /1< (oo [0 OO T TP PP PPPPPPPPPRTPTN 35
3.1. Modelo animal e desenho do eStUdO ...........cccuviiiiiiiiee i 35
3.1.1. Protocolo grupo CoNntrole .............ceeiiieeiiiiiiiiiii e 36
3.1.2.  Protocolo grupo Etanol.............cooooiiii 37
3.2. Ganho de peso gestacCional .........ccoooeeiieiiii e 39
3.3. Coleta dos materiais biolOQICOS .........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 39
3.3.1. Analise do peso ventricular e cardiaco............ccccceeeeeeeeeii e 40
3.2.2. Expressao génica — Biomarcadores...........cccooeeeiiiiie 41
3.2.3. Expresséo génica — Procedimentos — PCR “Array” ........ccccceveveevvennnns 42
a.  EXtrac80 dODNA ... .o 42
b. Tratamento do RNA total e Integridade das amostras...............cccceeeeee.. 43
c. Sintese de CDNA — TranSCriCA0 FEVEISA..........uuvuuiiieeeeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeenanns 43
d. Reacéo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) em tempo real — gPCR...... 44
3.3, ANALISE EStAtISHICA ... . .uveeeiiiiieeeiiiieei e 45
4. RESUIAUOS......ccoiiiiiiiiiiiiiii 46
4.1. Dados morfomeétricos da pProle..........cccooviviiiiiiiiiie e, 48

4.2. Andlise da EXPresSsa0o g8NICaA.........ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 53



4.2.1.

5.

5.1.

5.2.

VTS da Hipertrofia Cardiaca ...........ccoovvvuviiiiiiiei i 54
DISCUSSEIO ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e 60
Exposicao pré-natal ao alcool e alteracbes morfométricas na prole........ 61
Exposicao pré-natal ao alcool e VTS da Hipertrofia Cardiaca................. 63
ConSIderacBes fINAIS..........covivviiiiiii e 72
Referéncias bibliograficas ... 73
APBNAICE ... 89

YN A1) 1= 97



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 quantidade de nascimentos por categoria de anomalias no Brasil de
2008 — 2007, eeeiieiieeee e e e e e e e e e e a i ——raaaaaaaaaan 23
Tabela 2. Célculo de diluicdo para obtencdo de 1L da solucdo de EtOH em
relacdo a porcentagem deSEJada. .......cccvvveeririiiiiieeeee e 38
Tabela 3. Genes selecionados para analises moleculares da VTS de Hipertrofia
(Custom TagMan® Array Plates) ........ccooviiiiiiiiiiie et 41
Tabela 4. Dados morfométricos das fémeas progenitoras..............ccceevvvvvvnnnnn. 46
Tabela 5. Quantificacdo de RNA extraido das amostras de tecidos cardiacos dos
animais dos grupos Controle @ P.AE. ... 53
Tabela 6. Expresséo relativa mRNA, grupo P.A.E. em relagéo ao grupo Controle.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Consumo total de alcool per capita (APC) por regido WHO (mais de 15
anos; em litros de alcool puro), 2016. Adaptado [4]. .....cceeeeeeriiiiiiiiiiiiiieeeeees 19
Figura 2. Esquema das 3 vias oxidativas do metabolismo alcodlico. .............. 21

Figura 3. Prevaléncia de FAS e FASD na populacdo mundial por regides

admINISTrativVas WHO.........ooeiiiiiiee e e e e e e eeenes 25
Figura 4. Gestagcdo murina Versus NUMANA. ............uuuuueueemmmmimiiiiiiiiiiiiinieennennees 28
Figura 5. Protocolo grupo Controle............ooevueiiiiiii i 36
Figura 6. Protocolo grupo Exposicéo pré-natal ao alcool (P.A.E.)......ccccc........ 38

Figura 7. Protocolo de coleta e tratamento das amostras em ambos 0s grupos
(BrQUIVO PESSO@I). ...ttt 40
Figura 8. Ganho de peso gestacional total e diario nos grupos amostrais. ..... a7
Figura 9. Flutuacdo de peso pré-gestacional nos grupos amostrais. .............. a7
Figura 10. Curva de mortalidade/sobrevivéncia entre os grupos amostrais. ... 48
Figura 11. Pesos corporais ao nascimento e PN60 nos grupos amostrais. .... 49
Figura 12. Comprimento corporal (PN60) nos grupos amostrais..................... 50
Figura 13. Relacdo Peso/ Comprimento (P/C) nos grupos amostrais. ............ 50
Figura 14. Pesos absolutos do coracao e ventriculo esquerdo (VE) nos grupos
=10 010 1] = USRI 51
Figura 15. Relacdo entre os pesos das estruturas cardiacas corrigida pelo
comprimento da tibia (mg/ mm) NOS grupos amostrais. .........ccccccvveeeeeeeeeeeeennns 52
Figura 16. Relacdo entre os pesos das estruturas cardiacas corrigida pelo
comprimento da tibia (mg/ mm) No grupo P.AE. ......ceeeiiiiiieiiiiiiieeeeeee e 52
Figura 17. Expressdo relativa (222°Y) dos genes pertencentes a VTS da
Hipertrofia cardiaca nos grupos amostrais — L.........ccoovvvviiiiiieieeeeeeeeiiicee e, 55
Figura 18. Expressdo relativa (222CY) dos genes pertencentes a VTS da
Hipertrofia cardiaca noS grupos amostrais — 2. ........cceeeeeriiiiiiiiiieieeeeee e 56
Figura 19. Expressdo relativa (222°Y) dos genes pertencentes a VTS da
Hipertrofia cardiaca nos grupos amostrais — 3.........ccoovvvviiiiieeeeeeeeeeeveee e, 57
Figura 20. Expressdo relativa (222°Y) dos genes pertencentes a VTS da
Hipertrofia cardiaca Nos grupos amosStraiS — 4. .........euuveueirimimmiieiiiiiiiiiiiiiinnnnanns 58
Figura 21. Expressdo dos genes no grupo P.A.E. em comparacdo ao grupo
(0] 011 1] = PP SUPPPPRRTTN 59



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

°C — grau(s) Celsius

Mg — micrograma(s)

ML — microlitro(s)

UM — micrometro(s)

A260/A230 — Razéo de absorbancia ribonucleico
A260/A280 — Razao de absorbancia proteica

Ace — Gene da enzima conversora de Angiotensina
Ace2 — Gene da enzima conversora de angiotensina 2
Acetil-CoA — Proteina Acetilcoenzima A

Acta2 - Actina do musculo liso alfa

ad libitum — & vontade

AD — Atrio direito

ADH/ ADH2 — Alcool desidrogenase 2

AdoMet — S-adenosilmetionina

AE — Atrio esquerdo

Agtrla — Gene do receptor de angiotensina Il tipo 1A
Ang Il — Angiotensina Il

APC — Alcool per capita

ALDH - Aldeido desidrogenase

ANP — Peptideo natriurético atrial

AT1 — Receptor de angiotensina Il tipo 1

AT2 — Receptor de angiotensina Il tipo 2

ATP — Trifosfato de Adenosina

Bax — Proteina X associada a bcl-2

BDs — Birth Defects/ Defeitos do nascimento

BNP — Peptideo natriurético do tipo B ou cerebral
C57Bl/6 — Camundongo isogénico C57 Black Six
C7Hs03NS — Imida o-sulfobenzéica/ Sacarina sédica
Cabinl — Gene da proteina 1 de ligacdo a Calcineurina
cDNA — Acido desoxirribonucleico complementar
CEUA — Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Chp2 — Gene da proteina 2 semelhante a calcineurina B
CID10 - Classificacao Internacional de Doencas 10
CNP — Peptideo natriurético do tipo C

CO2 — Didxido de carbono

Collal — Gene da cadeia a 1 do colageno tipo |
Col3al — Gene da cadeia a 1 do colageno tipo I
cPKC — Proteinas C quinases classicas

Ct — Cycle Thredshold

CT - Coracgao total

CYP?El — Citocromo P450 isoforma IIE1

Cys — Aminoécido cisteina (Acido (R) -2-amino-3-sulfanil-propanoico)



DASIS — Diretoria de Apoio Administrativo ao Sistema de Saude do Brasil
DATASUS — Departamento de Informatica do Sistema Unico de Sautde
DEPC - Dietilpirocarbonato

dL — decilitro(s)

DMA — Diacilglicerol

DNA — Acido desoxirribonucleico

DNAse — Desoxirribonuclease

DNP — Peptideo natriurético Dendroaspis

dNTP - Desoxirribonucleotideos fosfatados

E-C — Acoplamento de contracdo por excitacao

Ednl — Gene da endotelina 1

EPM — Erro padrdo da média

EROs — Espécies reativas de oxigénio

Et al. — et alii

EtOH — Alcool etilico/ Etanol

FAS — Fetal Alcohol Syndrome/ Sindrome Alcodlica Fetal

FASD - Fetal Alcohol Spectrum Disorders / Transtornos do Espectro Alcoodlico
Fetal

g — grama(s)

g/ cm — grama(s) por centimetro

g/ dia — grama(s) por dia

GABAa — Receptor do &cido gama-aminobutirico

Ggd — Ganho de peso gestacional diario

Ggt — Ganho de peso gestacional total

GH — Human Growth Hormone/ Horménio do crescimento

H* — Hidrogénio

H202 — Hidréxido de hidrogénio/ Agua Oxigenada

h/dia — hora(s) por dia

HCI — Acido cloridrico

Hcy — Aminoacido homocisteina (Acido 2-amino-4-mercaptobutanoico)
| — Periodo de sensibilizacédo

IC — Insuficiéncia cardiaca

i.g. — administracao intragastrica

i.p. — administracdo intraperitoneal

i.v. — administracdo intravenosa

Igf-1 — Gene do fator de crescimento semelhante a insulina 1

IM — Infarto do miocardio

in Utero — no utero

IOM — Instituto de Medicina dos Estados Unidos da América

L — litro(s)

Map3k2 — Gene da proteina quinase, quinase, quinase, 2 ativada por mitdbgeno
MAPK — Proteinas quinases ativas por mitdgeno

MAT — Enzima metionina-adenosiltransferase

MEC — Matriz extracelular



MED — Média

MEOS - Sistema de enzimas microssomais oxidativas

Met — Aminoéacido metionina (Acido (S)-2-amino-4-(metilsulfanil)-butanoico)
MgCl2 — Cloreto de Magnésio

MHCa — isoforma alfa da miosina

MHCp — isoforma beta da miosina

min — minuto(s)

miRNA — Micro &cido ribonucleico

ml — mililitro(s)

ml/ dia — mililitro(s) por dia

mg — miligrama(s)

mg/ mm — miligrama(s) por milimetro

MMP — Metaloproteinase(s) de matriz

Mmp9 — Gene da matriz metaloproteinase 9

Mg — Mediana

mRNA — Acido ribonucleico mensageiro

MS — Ministério da Saude

Myh6 — Gene da cadeia pesada de miosina alfa

Myh7 — Gene da cadeia pesada de miosina beta

NAD™* — Dinucleotideo de nicotinamida-adenina oxidada

NADH — Dinucleotideo de nicotinamida-adenina reduzida ou hidrogenada
NADP* — Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida-adenina

NADPH — Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida-adenina hidrogenado
NCOP — Nao classificados (as) em outras patologias

Nfatc3 — Gene do fator nuclear de células T ativadas, citoplasmatico,
dependente de calcineurina 3

NFk-B - Factor nuclear kappa B

ng — nanograma(s)

ng/ UL — nanogramag(s) por microlitro

nm — nandmetro(s)

NOX — NADPH oxidase

Nppa — Gene do peptideo Natriurético A

Nppb — Gene do peptideo Natriurético B

O2 — Oxigénio

OMICS - Expresséo gendmica, transcriptdmica, protedmica e metabolémica
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

P/C — peso divido por comprimento corporal

P.A. — pro analyse (Para analise/ reagente com alto grau de pureza)

PA — pressao arterial

P.A.E. — Exposigéo pré-natal ao alcool

PAM — Presséao arterial média

PCG-1a — coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase



pFAS — partial Fetal Alcohol Syndrome/ Sindrome Alcodlica Fetal parcial
PG — Periodo gestacional

pH — Potencial Hidrogenibnico

PKC - Proteina C quinase

PKC-a — Proteina C quinase alfa

PKC-B — Proteina C quinase beta

PKCB1 — Proteina C quinase beta 1

PKC-y — Proteina C quinase gamma

PN — Periodo po6s-natal

Prkca — Gene da proteina quinase C alfa

Prkcb — Gene da proteina quinase C beta

Prkcg — Gene da proteina quinase C gamma

gPCR — Reacgdo em cadeia da polimerase em tempo real
RCIU — Restricao de crescimento intrauterino

REL — Reticulo endoplasmatico liso

RNA — Acido ribonucleico

RNAse — Ribonuclease

ROX - Fluoréforo de referéncia passiva

rpm — Rotagdes por minuto

rRNA — Acido ribonucleico ribossémico

RTgPCR — Reacdao de transcriptase reversa por PCR em tempo real
Sac — Sacarina Sédica (Imida o-sulfobenzéica)

seg. — segundos

SIDS - Sindrome da morte subita do lactente

SINASC - Sistema de Informacéo de Nascidos Vivos do Brasil
SNC - Sistema nervoso central

SNP — Polimorfismo de nucleotideo Gnico

SOD-1 - Enzima superoxido dismutase

SRAA — Sistema renina-angiotensina-aldosterona

SSIV Buffer — solugao tampé&o SuperScript™ |V

SVS — Secretaria de Vigilancia em Saude do Brasil
Tgfb-1 — Gene do fator de crescimento transformador beta 1
Tris — 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol
Tris-HCI — Solugéo tampao

tRNA — Acido ribonucleico transportador

u.a. — Unidades arbitrarias

UCP-2 — Proteina desacopladora 2

v/v — Relagéo de volume entre soluto e solvente

VB — Volume sanguineo

VD - Ventriculo direito

VE — Ventriculo esquerdo

VTS - Via de Transducao de Sinais

xg — Forga g (9,806 65 m/s?)

WHO — World Health Organization



19

1. Contextualizacéao

O alcool etilico ou etanol (EtOH), é uma substancia organica de férmula
quimica C2HsO (CH3CH20H), obtida através do processo de fermentacdo de
acucares derivados de frutas ou sementes pela acdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Possuindo densidade absoluta, numa pureza
aproximada de 99,5% e temperatura de 20 °C e, em comparacao a agua, de
0,790 g, pode ser considerada a mais antiga droga recreativa utilizada pelo
homem [1-3].

Dados publicados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2018
referentes ao ano de 2016, estimaram que 43% da populacdo mundial com idade
igual ou acima de 15 anos tenham consumido &lcool nos udltimos 12 meses
(consumidores ou bebedores atuais), totalizando um consumo médio per capita
de 6,4 L de alcool puro (Figura 1). No Brasil, o consumo per capita foi de 7,8 L
e representou 40% da populacéo, ainda que abaixo da média americana (8 L),
superou a média global [4,5]. Além disso, segundo DATASUS, houve aumento
no uso abusivo de &lcool por mulheres entre os anos de 2006 e 2018, subindo
de 7,7% para 11% [6]. O uso prolongado (crénico) ou episodico (agudo) de alcool
afeta diversos sistemas corporeos, contribuindo para o desenvolvimento de
patologias graves como, doenca hepética, cardiomiopatias e pancreatite [7],
evidenciando um grave problema de saude publica.

H Total Somente bebedores

~ 25 -
E 21,2
2 20~ 184 17,2
oo 15,1 15,1
‘S 15 A 21 13,8
©
o
o 10 -
o
o
<

0 |

AFR SEAR WPR Mundo

Figura 1. Consumo total de alcool per capita (APC) por regido WHO (mais de 15 anos; em litros
de é&lcool puro), 2016. Adaptado [4].

AFR — Africa; AMR — Américas; EMR — Mediterraneo oriental; EUR — Europa; SEAR — Sudeste
asiatico; WPR — Pacifico ocidental.
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Deve-se levar em consideracdo que os efeitos da exposi¢cao ao alcool
ocorrem diferentemente em cada individuo, por serem dependentes da interacéo
com fatores ambientais e genéticos, principalmente quando estao relacionados
a gestante [8-10]. Além disso, € importante considerar que o sistema digestivo
humano é capaz de produzir diariamente cerca de 3 g de etanol pela
fermentacao e, estudos recentes relacionam essa producao ao metabolismo de

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

Como o etanol € uma molécula hidrossoluvel e lipossolavel que
apresenta baixo peso molecular, possui absorcdo facilitada no estbmago e
intestino delgado. O estdmago, é responsavel pela absorcao rapida de até 20%
do volume ingerido, exceto na presenca de alimentos, que pode reduzir esta
absorcao [3,11,12]. J& o intestino delgado pode absorver, de forma imediata e
completa, independente da presenca ou auséncia de alimentos, até 80% do
volume ingerido de etanol, fazendo deste o principal 6rgdo de absorcdo do
alcool. Apos sua absorcgao, cerca de 90% do alcool vai para o figado através da
circulacdo, onde sera metabolizado, podendo ocorrer por duas vias, oxidativa e
nao oxidativa (pouco ativada), o restante é eliminado pelos pulmdes (o que
permite a realizacdo de testes de alcoolemia - bafémetro), pelo suor e pela urina
[2,13,14].

Na via oxidativa (Figura 2), principal via desse metabolismo, o &lcool é
oxidado em acetaldeido pela acdo das Alcool Desidrogenases 2 (ADH) e
consumo da forma oxidada da dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NADY),
via fosforilagdo oxidativa [2,7,15]. Em altas concentracbes de alcool no
organismo, ou quando o consumo € cronico, essas enzimas (ADH) ndo séo
capazes de metaboliza-lo sozinhas, fazendo com que sejam ativadas duas vias
alternativas. A primeira € o0 sistema de enzimas microssomais oxidativas
(MEOS) no reticulo endoplasmatico liso (REL) dos hepatdcitos, que ativando
principalmente o citocromo P450 IIE1 (CYP?EY) converte o EtOH em acetaldeido
utilizando moléculas de fosfato de dinucleotideo de nicotinamida-adenina
hidrogenado (NADPH) e O2 com gasto de ATP (Figura 2) [2,12,16]. Outra via de
metabolizacao é via das catalases nos peroxissomos, efetuando a conversao do

alcool em acetaldeido utilizando moléculas de H202 enddgenas [17].



21

Assim, o acetaldeido é convertido em acetato pela acdo das aldeido
desidrogenases (ALDH), nas mitocondrias, permitindo a sua conversao em
acetil-coenzima A (Acetil-CoA) por enzimas como a Acil-CoA sintetase, sendo
enviado para diversas partes do corpo pela circulacdo, podendo ser utilizado
como combustivel pelas células ou como base para moléculas funcionais ao
participar do ciclo de Krebs, resultando em dioxido de carbono (CO2) e agua
[2,12].

NADPH NADP*
\ 4
Via MEOS/.\, CYp2E! S
' Y
H* 0, atp H:0 EROS

Acil-CoA

NAD* NADH NAD* NADH sintase /\

Etanol S~ ADH /‘ Acetaldeldo\- ALDH 4. Acetato \’ Acetil-CoA  ciclo de |

CH,CH,OH  Via ADH2 . CHCOH  ~ ‘\vk coor CoHsN 0P8 Krebs |
: 0, ‘a /
H* ATP 2 R
EROS H* co,< |
H,0, H,0 \
\’ H,0
Catalase ————
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Figura 2. Esquema das 3 vias oxidativas do metabolismo alcodlico.

Via principal (ADH2) e as vias complementares ativadas pelo consumo crénico ou excessivo de
etanol (via MEOS e catalase). MEOS — Sistema de enzimas microssomais oxidativas; NADPH —
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida-adenina hidrogenado; NADP* — fosfato de dinucleotideo
de nicotinamida-adenina; CYP?E! — citocromo P450 isoforma IIE1; ATP — tri-fosfato de adenosina;
EROS — Espécies reativas de oxigénio; ADH — alcool desidrogenase; NAD* - dinucleotideo de
nicotinamida-adenina; NADH - dinucleotideo de nicotinamida-adenina hidrogenado; H20: —
peréxido de hidrogénio; H20 — hidréxido de hidrogénio; Acetil-CoA — Acetil coenzima A; H* —
hidron (cétion de hidrogénio); Oz — Oxigénio; CO2 — didéxido de carbono. (arquivo pessoal).

Qualgquer uma dessas vias pode impedir o metabolismo de acidos graxos
e a sintese de proteinas, além de aumentar a peroxidacéo lipidica e a formacao
de EROs [2,12,16,17]. Outro aspecto a se considerar é que mulheres possuem
uma producédo menor de ALDH no estémago e no figado, o que facilita o acimulo
de acetaldeido no organismo e aumenta o risco de comorbidades relacionadas
ao consumo de alcool, principalmente durante a gestacdo, dado como o
processo fisiolégico mais importante do desenvolvimento humano [18-21]. No
periodo embrionario, por exemplo, irdo ocorrer eventos essenciais para este
processo, pois as ceélulas podem sofrer modificacbes na forma, tamanho,

posi¢cdo, numero e adesividade e, qualquer perturbacdo ocorrida durante essa
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etapa (morfogénese), poderda induzir seu comportamento anormal

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

Deve-se considerar também que néo é facil padronizar a magnitude da
exposigao pré-natal ao alcool (P.A.E.), seu poder de interacdo ou doses seguras,
por serem dependentes de fatores como tempo, nivel de exposicédo e estado
nutricional materno [8-10,23-26]. Além disso, cerca de 2% do EtOH consumido
pela mée durante o periodo de amamentacéo é transferido ao filho, percentual
suficiente para prejudicar o desenvolvimento neuromotor, 0 sono e o0
aprendizado [27-31], fazendo deste, o principal agente teratogénico causador de
defeitos congénitos evitaveis [10,32]. O alcool pode favorecer alteracdes
moleculares, fisioldégicas e comportamentais, muitas vezes irreversiveis [32-34],
por meio de morte celular, possivelmente pelo desequilibrio entre a producgéo de
EROs e a habilidade das células fetais de se protegerem com antioxidantes
endogenos [10,22,27,35,36].

Outro aspecto importante é que outros estudos indicam que gestantes
em condicBes sociais desfavoraveis sdo mais propensas ao consumo de
substancias teratogénicas, como drogas e alcool [20,21,37,38] e, mulheres com
mais de 30 anos, possuem um risco maior de desenvolverem problemas
gestacionais e fetais ao consumir alcool durante a gestacdo [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 Obitos durante as primeiras
guatro semanas de vida em recém-nascidos no mundo, os BDs totalizam cerca
de 303 mil casos anuais [4,6,40,41]. No Brasil, sdo considerados como a
segunda maior causa de mortalidade infantil (11,2%), e representam 37% de
todas as internacbes pediatricas [4,6,42-44]. Além disso, estudos recentes
mostraram que as anomalias cardiacas ou do sistema circulatorio foram as
principais responsaveis por tais 6bitos no Brasil [43,45], apresentando, segundo
o DATASUS [44] 19.386 casos, no periodo de 2008 a 2017 (Tabela 1).

Contudo, é possivel estimar que uma alta parcela desses casos, mesmo
gue nao relatados, podem estar relacionadas ao consumo de alcool. Ainda

assim, o consumo considerado “baixo a moderado” entre gestantes aumenta
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consideravelmente a cada ano, sendo a estimativa mundial da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) para o ano de 2017 de 9,8% das gestantes [4,46]
consumindo &lcool. 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 bifida 2.568 3.265 5.833
Outras malformagdes congénitas do sistema nervoso 9.748 13.592 23.340
Malformag®es congénitas do aparelho circulatério 7.261 12.125 19.386
Fenda labial e fenda palatina 7.364 7.780 15.144
Auséncia, atresia e estenose do intestino delgado 220 258 478
Outras malformacdes congénitas aparelho digestivo 4571 5.238 9.809
Testiculo ndo-descido 1.459 2.112 3.571
Outras malformacdes do aparelho geniturinario 8.642 9.325 17.967
Deformidades congénitas do quadril 508 811 1.319
Deformidades congénitas dos pés 14.415 13.516 27.931
Outr. Malform. e deform. congénit. aparelho osteomusc. 30.072 31.637 61.709
Outras malformacdes congénitas 13.561 15.932 29.493
Anomalias cromossémicas NCOP 5.564 4.990 10.554
Hemangioma e linfangioma 507 472 979
Sem anomalia congénita/nao informado 1.407 190 1.597
TOTAL  107.879 12.1243 229.122

Fonte: [44] MS/SVS/DASIS - Sistema de Informac¢des sobre Nascidos Vivos — SINASC 10/2019.
NCOP — Nao classificados (as) em outras patologia — Classificagdo 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 exatiddo o uso, que pode estar relacionado ao consumo de outras
drogas ou doencgas psiquiatricas ou, simplesmente, pelo estigma social [4,6,46,
,50,51-53].

1.1. Consumo de &lcool durante a gestacdo e o desenvolvimento de

Transtornos do Espectro Alcodélico Fetal

Dentre as alteracdes causadas pela exposicao pré-natal ao alcool
(P.A.E.), como a sindrome de abstinéncia neonatal, epilepsia, autismo, entre

outras [20,50,55-57], pode-se concluir que os Transtornos do Espectro Alcodlico
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Fetal (FASD) sejam 0s mais preocupantes para a saude publica mundial, pois
guando néo fatais (abortos espontaneos e Sindrome da morte subita do lactente
- SIDS), demandam cuidados médicos por toda a vida do individuo
[10,35,39,55,56,58].

Estas alteracdes foram relatadas pela primeira vez em 1834, em estudo
que relacionava o alcool as deformacdes e disturbios psicologicos apresentados
por filhos de mulheres alcodlatras [59]. Em 1900, outro estudo evidenciou
aumento de abortos e de natimortos em gestantes que beberam alcool [60,61].

Porém, apenas em 1968, na Roménia, ocorreu o primeiro estudo
cientifico relacionando o consumo do etanol a essas alteracBes, por meio da
observacdo de porcos e galinhas expostas ao etanol na gestacéo [60,61]. Em
1973, Jones & Smith [60], publicaram um relatério descrevendo alteracdes
morfologicas através da observacdo de dois recém-nascidos e um bebé de 7

meses de vida, denominando-as como “Sindrome Alcodlica Fetal” (FAS).

Mesmo com 0 avanco das pesquisas e dos modelos experimentais,
essas alteracbes somente foram melhor estudadas, categorizadas e
denominadas como Transtornos do Espectro Alcodlico Fetal (FASD - Fetal
Alcohol Spectrum Disorders) no ano de 1996 pelo Instituto de Medicina (IOM),
com variacoes 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 prevaléncia varia de 0,5 a 7,73 casos por
1.000 nascidos vivos numa populacdo normal (Figura 3), podendo chegar a até
9,8 em grupos de risco [4,57,62-65]. Além disso, segundo a Organizac¢do Mundial
de Saude (WHO) a prevaléncia de FASDs (incluindo FAS) é maior nas divisbes
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 ocorréncia de 1 a cada 1.500 nascimentos [6,27,36,66], estimativas que
ultrapassam outros BDs como Sindrome de Down e espinha bifida (Tabela 1)
[44,67].
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Figura 3. Prevaléncia de FAS e FASD na populagcao mundial por regides administrativas WHO.
FAS — Sindrome Alcodlica Fetal; FASD - Distirbios do Espectro Alcodlico Fetal; AFR — Africa;
AMR — Ameéricas; EMR — Mediterraneo oriental; EUR — Europa; SEAR — Sudeste asiético; WPR
— Pacifico ocidental. (Adaptado) [4].

As alteraces fisicas (ptose palpebral, hemiface achatada, hirsutismo,
labio superior fino, restricdo de crescimento intrauterino - RCIU, baixo peso ao
nascer, distlrbios de crescimento e peso) e comportamentais (dificuldade de
controle de impulsos, agressividade, dificuldade de memdria e julgamento, de
raciocinio e linguagem) decorrentes da FASD, constituem seu diagndstico e, ja
foram amplamente identificadas pela literatura [22,33-36,54-57,60,61,68-72].

Além dessas, € comum ocorrer microcefalia, agenesia do corpo caloso,
anomalias renais e defeitos cardiacos. No entanto, 0s mecanismos genéticos e
epigenéticos especificos por tras das anormalidades e, 0os mecanismos que
levam o organismo ao aborto espontaneo desses fetos, mediados pelo alcool

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

Contudo, a maioria dos individuos afetados pela P.A.E. ndo apresentam
dismorfologias caracteristicas da FASD, apresentando somente alteracdes
celulares ou relacionadas a producéo de substancias endogenas, exigindo para
diagnostico a confirmacgdo do consumo materno na gravidez, assim constituindo
um desafio ao diagnostico da FASD [32,36,64,77-80].
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1.2. Gestacao Murina

Diversos modelos animais podem ser utilizados para o estudo da
exposi¢do fetal ao alcool como, drosdfilas, sapos, vermes e peixes [81]. O
Zebrafish, por exemplo, possui sua “gestagéao” fora do organismo materno, com
desenvolvimento larval que permite a observacdo das mudancas ocasionadas
pela exposicdo ao alcool devido a sua menor opacidade corporal [57,82].
Contudo, com a importancia da amamentagdo nessa exposi¢cdo, os modelos

mamiferos sdo mais amplamente utilizados, principalmente os roedores.

Entretanto, nem todos os roedores consomem alcool espontaneamente,
fazendo do camundongo isogénico C57BI/6 o modelo mais indicado para esses
estudos, por ser mais suscetivel ao consumo de alcool, principalmente quando
administrado com a adi¢cdo de sacarina, tornando-o mais palatavel [10,73,83].
Deve-se considerar também, que a utilizacdo de camundongos para esse
modelo é uma alternativa viavel, pela facilidade de manuseio, baixo custo e

disponibilidade de dados cientificos e reagentes [7].

Outra particularidade importante € que as camundongos fémeas atingem
sua maturidade sexual de 40 a 80 dias apds seu nascimento e, caso haja
fecundacdo, o corpo Iluteo se desenvolve (metaestro) para o processo de
gestacdo, que varia de 19 a 21 dias. Caso nao haja fecundacao, ao contrario de
muitas espécies de mamiferos, o corpo liteo nao serd expelido, mas sera
regenerado (diestro) para o proximo ciclo reprodutivo [84-86] permitindo a
obtencéo de proles com maior facilidade. Entretanto, esse ciclo pode ser afetado
pelas condicdes de manejo do animal, ocorrendo o anestro (auséncia de ciclo
estral), quando estas sao alojadas em grupos maiores que 3 animais por gaiola
ou em periodos de luz superiores a 12 h/dia [84,86].

Apbs o inicio da gestacédo (5° dia), ocorre a implantacdo dos embrides
no endométrio, devido a formacéo de células deciduais e do 6° ao 8° dias essa
implantagdo se estende para a regido mesometrial do Utero, ocorrendo
remodelamento da matriz extracelular (MEC) do endométrio e varios processos
denominados decidualizacdo, que permitirdo ao Utero, através da modificacdo

de células fibrosas, estocar energia para o desenvolvimento do zigoto. Nesse
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periodo também sdo formadas duas estruturas, a decidua antimesometrial, que
sera involuida do 9° ao 14° e a decidua mesometrial, regido materna da placenta
que permanecera até o final da gestacdo e terd como func¢des principais, 0
suporte estrutural e nutricional, funcionar como glandula endécrina proviséria,
fornecendo horménios e fatores de crescimento e modular o sistema imune

materno, sendo construida do 6° ao 8° dia de gestacao [87,88].

Esses eventos permitirdo a construcdo da placenta, que em
camundongos € hemocorial, como em humanos, e ocorre pela modificacdo de
células do blastdcito do embrido e da decidua mesometrial, estando completa no
13° dia de gestacdo. Apdés o processo de implantacdo inicia-se o periodo
embrionério que sera completado somente no 10° dia apés o nascimento dos
filhotes. Esse tipo de processo gestacional, mesmo que em menor tempo, pode
ser comparado ao da gestacdo 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 periodo
gestacional ocorrente nos dias 0 a 10. Inicia no momento da concepgao e inclui
o periodo pré-implantacdo, periodo de implantacdo, gastrulacdo e o inicio da
neurulacéo [84-86], como descritos acima e é nesse momento, por exemplo, que
ocorre a formacao do coracgao, tanto em humanos (a partir do 18° dia), como em
camundongos (a partir do 6° dia) [70].

O segundo trimestre humano equivale aos dias gestacionais 11 a 20,
iniciando-se durante a neurulacao, incluindo a organogénese e terminando no
nascimento, que ocorre entre os dias 19 a 21 na gesta¢do de camundongos. Ja
o terceiro trimestre, é considerado o periodo correspondente do nascimento ao
10° dia (meses 7 a 9 em humanos) e inclui eventos como, 0 amadurecimento

dos pulmdes [10,81].

Esse potencial de comparacdo permitiu a construcado de estudos, que
classificaram, muitas vezes em horas, 0 momento da formacao de determinada
estrutura, facilitando a criacao de protocolos que estudam alteracdes especificas

nos fetos ou em um o6rgéo isolado, como coragao, rins, figado e cérebro durante
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sua formacéo, bem como as causadas pela ingestdo de alcool nesse periodo
(Figura 4).

Coragdo com 1 Ventriculo

DIA 11 NASCIMENTO
DIAS 19-21
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DIAS DIA 16
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Figura 4. Gestagdo murina versus humana.

Linha do tempo evidenciando alguns dos eventos embrionarios na gestagdo murina
relacionando-os com a gestacdo humana a partir das informacdes 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. Alteracfes cardiacas e exposicédo pré-natal ao alcool

As alteracBGes cardiacas mediadas pela exposicdo pré-natal ao alcool
podem ser divididas em diretas, causadas na estrutura e formacéo das células
cardiacas (cardiomiécitos) e indiretas, relacionadas aos mecanismos e

substancias que atuam no funcionamento do sistema cardiovascular.

As cardiopatias congénitas, por exemplo, ocorrem em 50% dos
individuos nascidos com FAS e em 38% dos nascidos com FASD, variando entre
defeitos do septo atrial ou ventricular, malformacé&o adrtica e valvares, baixo peso
cardiaco e atrofias [4,70,92,102], que contribuem para quadros severos durante
a vida do individuo, inclusive levando-o a 6bito. Outros dados sugerem que 80%
das criancas nascidas com FASD ndo apresentam sintomas fisicos aparentes,

dificultando o diagndstico de cardiopatias sutis [103].

O alcool pode interferir no processo de acoplamento de contracdo por

excitacdo (E-C), agindo nos niveis de calcio no citosol das células contréateis,



29

além de reduzir sua sensibilidade ao cation [7]. A falha nesse mecanismo pode
levar o coracdo a episodios de hipoxia e isquemia, resultando em defeitos
cardiacos e abortos em fetos. Isso se repete na cardiopatia alcodlica
(cardiomiopatia dilatada), uma doenca degenerativa do miocardio caracterizada
pelo débito cardiaco deprimido, ou seja, a capacidade reduzida de
bombeamento sanguineo ocasionado pela reducdo na contracao/dilatacdo das

camaras cardiacas [77].

Indiretamente o alcool pode agir em moléculas que modulam a funcéo
cardiaca, alterando sua composicéo, como no caso da epinefrina, dopamina e
noradrenalina. No miocardio é sabido que o alcool causa diminuicdo na sintese
da proteina miofibrilar, impedindo sua funcdo normal. Em ratos foi verificado
diminuicdo na quantidade de midcitos e aumento do tamanho do ventriculo
esquerdo [7]. Filhotes de camundongos expostos ao alcool durante a gestacéo
apresentaram paredes ventriculares mais finas, defeitos valvares [97,99], além
de pressédo arterial elevada, resultante de uma funcédo renal e vascular
aumentadas [99-101,104].

Em outro estudo, Yuan et al. [105] mostraram que ocorre reducao na
expressdo das proteinas SOD-1, UCP-2 e PCG-1a, importantes para a
funcionalidade dos cardiomiécitos, ap0s exposicdo pré-natal ao alcool em
camundongos quando submetidos a dieta hiperlipidica, permitindo inferir que a
exposicao gestacional ao alcool promove um ambiente rico em estresse
oxidativo no coracao desde seu desenvolvimento. Esse ambiente pode modificar

o desenvolvimento do coragao de outras formas.

Os fibroblastos, por exemplo, sdo sensiveis a estimulos nocivos [106] e
sdo responsaveis pela producao MEC cardiaca, que esta envolvida na fixacao e
organizacdo dos cardiomiocitos [107-109] e, também, no controle da
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular [110]. Ao receber um estimulo
nocivo, o fibroblasto modifica os componentes da MEC, como colagenos e
fibronectina, que regulam o desenvolvimento dos cardiomiocitos. Estes por sua
vez, se diferenciam em miofibroblastos, expressando actina do musculo liso a

(Acta2) e aumentando a secrecado de colageno [111].
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Ninh et al. [92], utilizando cultura de cardiomidcitos advindos de coracdes
e o0s coracOes isolados de camundongos expostos ao alcool no periodo
gestacional (6,75 a 7,25 dias), identificaram nesses cardiomidcitos a diminuigdo
da expressao de RNA mensageiro (MRNA) de Collal e aumento do mRNA de
Col3al, bem como a diminuicdo da expressao proteica de Collal e aumento de

Col3al no tecido cardiaco.

Prioste et al. [112] verificaram que humano adultos expostos ao EtOH
(aguardente de cana-de-agucar) apresentaram alteracdes epigenéticas no ciclo
metionina-homocisteina, por reduzir a absorcéo de folato devido a caréncia de
vitamina B6, componente chave nesse ciclo. A metionina (Met) € um aminoacido
essencial, convertida no organismo para S-adenosilmetionina (AdoMet) via
metionina-adenosiltransferase =~ (MAT), posteriormente  hidrolisada em
homocisteina (Hcy) e adenosina [119], ciclo fundamental na funcdo celular

normal, principalmente na sintese de proteinas [113-116].

Sprince et al. [117] demonstraram que a cisteina (Cys) diminui os efeitos
da exposicdo de alcool em ratos, principalmente ao figado, participando da
cadeia do acetaldeido. Porém, quando ha desequilibrio na cadeia metionina-
homocisteina, o aumento de homocisteina no organismo (hiper-
homocisteinemia), se torna fator de risco para patologias cardiovasculares como,
aterosclerose, derrame, trombose e lesbes vasoclusivas, culminando em

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

Entretanto, os estudos relacionados a FASD e doencas cardiacas se
restringem ao periodo de desenvolvimento do coracdo e pouco se sabe como
este coracdo responderia a uma cardiopatia na vida adulta. E sabido que o
desenvolvimento do coracao inicia entre o sexto e sétimo dia de gestacdo com
a diferenciacéo e migracao de células progenitoras e, que a exposi¢ao ao alcool

nesse periodo é crucial para as modificagfes genéticas e estruturais [92].

Turcotte et al., em 2002 verificaram apds exposicao pré-natal cronica ao
alcool no periodo gestacional (6,36% v/v) elevacédo na pressao arterial média
(PAM) e diminuicéo do relaxamento dependente do endotélio adrtico na prole de

ratos as 25 semanas de idade [104]. Um estudo semelhante (6% v/v alcool)
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mostrou evidéncias de hipertrofia ventricular esquerda e fibrose cardiaca em

filhotes de ratos de ambos 0s sexos aos 8 meses de idade [121].

Walton et al. [122] relataram que a exposi¢do baixo-cronica ao EtOH
durante a gravidez esta associada a pressao arterial reduzida e a uma resposta
pressora atenuada ao estresse em fémeas, mas ndo em machos, apoés 12
meses de vida (equivalente a meia idade humana) em ratos Sprague-Dawley,
sugerindo um possivel dimorfismo sexual e efeitos duradouros na saude

cardiovascular mediados pelo alcool.
1.4. Biomarcadores

O genoma é o armazenamento das informacdes bioldégicas de um
individuo, mas sozinho é incapaz de liberar essas informacgfes para a célula.
Para que isso ocorra, é requerida a atividade coordenada de enzimas e outras
proteinas, que participam de uma rede de complexas reacfes bioquimicas
denominadas expressdo do genoma. Com isso, surge o termo transcriptoma,
para designar o conjunto de moléculas de RNA derivadas desses genes
codificadores de proteinas, que permitirdo levar essa informacéo a célula em um
determinado momento, direcionando o proteoma, produto final da expressao
gendmica. Esse processo permitird especificar as reacdes bioguimicas que cada

célula sera capaz de realizar [123-125].

Inicialmente, esse termo compreendia somente ao conjunto de
moléculas de RNA, denominadas RNAs mensageiros (mMRNAS), sintetizadas a
partir do DNA desses genes e que participam como codificadores na sintese de
proteinas. ApGs traduzidos esses acidos ribonucleicos sdo degradados nos
Ultimos estagios da expressédo do genoma e correspondem a menos de 4% do
RNA total de uma célula [124]. Com o avanco do entendimento desses
processos, verificou-se a participacdo de outros conjuntos de RNAs néo
codificantes, como os transportadores (tRNAs) e os ribossémicos (rRNAs) [125-
127].

Usando esses achados como ponto de partida, a ciéncia procura
entender as estruturas moleculares das proteinas, as interacdes entre elas e com

as demais moléculas bioldgicas (carboidratos, lipidios, DNA, etc.). Com esse
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esforco, surge a busca por biomarcadores que auxiliem os pesquisadores a
identificar processos deficientes ou incomuns dentro de uma via metabdlica,
gerando informacbes em forma de dados computacionais e demandando a
constante melhoria das tecnologias e da informatica [128,129].

Os biomarcadores ou marcadores biolégicos sdo denominados como,
caracteristicas que podem ser medidas experimentalmente permitindo indicar a
ocorréncia de determinada funcdo normal ou patolégica em um organismo ou
resultado de uma intervencgdo terapéutica [130]. Sua classificacao ja& demonstra
seu potencial para estimar estados de doenca, compreender alteragcdes ou mau
funcionamento nos processos fisioldégicos orientando pesquisas que visam 0
desenvolvimento de terapias, mais eficazes, com menor efeito colateral e n&o-
invasivas. Com isso, a procura por novos biomarcadores, com o auxilio de
diferentes tipos de dados “OMICS” (Genbmica, Transcriptébmica, Protebmica e

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

Atingir esse objetivo somente é possivel através da comparacdo de
estados fisiol6gicos ou alteragbes ocasionadas por doencas [131], verificando
diferencas que se refletem na atividade diferencial molecular do um gene ou na
expressao de uma determinada proteina, bem como nos perfis metabdlicos e
seus padrdes de sinalizacdo. A partir disso, as espécies moleculares (genes,
proteinas, SNPs, miRNAs etc.), que representem as mudancas mais
significativas observadas podem ser definidas como "marcadores" potenciais de
doenca [131].

Esse processo gera uma grande quantidade de dados computacionais
como, listas, equacdes e gréaficos, necessitando de aplicacdes que permitam a
integracao preditiva da informacao ou seja, a construcdo de modelos preditivos
de doenca ou de resposta terapéutica utilizando os dados quantitativos obtidos
de diferentes fontes de dados, fazendo da bioinformatica uma importante aliada
[131,132].

Essas novas fontes de dados advindas das abordagens “omics” como,
variacdo genética e expressdo de mMRNA, permitem a descoberta de

biomarcadores cardiovasculares de formas menos sistematicas e tendenciosas,



33

por incluir uma infinidade de assinaturas diagndsticas e/ou progndésticas usando
dados de expressado génica em larga escala para classificacdo de pacientes e

de respostas terapéuticas [132].
1.5. Justificativa e relevancia

A doenca cardiovascular € a principal causa de 0Obito e incapacidade em
todo o mundo. No entanto, muitos dos mecanismos etioldégicos subjacentes
permanecem pouco compreendidos. Varios estudos recentes demonstraram que
grande parte das doencas cardiovasculares podem ter origem no inicio da vida,
como resultado de adaptacdes feitas pelo feto em desenvolvimento em resposta

a perturbacdes no utero [121,133].

A exposicao prolongada a altas doses de &lcool in Utero pode ocasionar
enrijecimento vascular [25] e altera¢Bes renais [77,134] além de perturbar o
desenvolvimento do coracdo, levando a defeitos cardiacos congénitos
[70,92,97,110,135]. Como o rim e a vasculatura em desenvolvimento,
fundamentais na regulacdo da pressao arterial ao longo da vida, parecem
particularmente suscetiveis a insultos in Utero [92,142-144], a exposi¢ao pré-
natal ao alcool, poderia elevar o risco de disfuncdo cardiovascular e hipertrofia

na fase adulta.

Entretanto, estudos sobre o impacto de uma exposi¢céo baixo-moderada
no sistema cardiovascular permanecem escassos, principalmente sobre os
efeitos dessa exposicdo a nivel celular e molecular, fazendo dos biomarcadores

um aliado para o entendimento destes mecanismos.

Assim, a partir da analise da expressao de genes pertencentes as vias
de transducédo de sinais (VTS) relacionada a hipertrofia cardiaca, pretendeu-se
verificar se uma exposi¢cdo pré-natal, considerada baixa-moderada, seria
suficiente para modificar essa expressao e auxiliar no entendimento das

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

2.1. Geral

Analisar o efeito da exposicéo pré-natal ao alcool na expressao de genes

de biomarcadores relacionados a hipertrofia cardiaca em camundongos C57BI/6.
2.2. Especificos

Verificar o peso do coracdo e do ventriculo esquerdo dos animais apos

exposicdo pré-natal ao alcool;

Verificar a expressdo miocéardica de genes relacionados a hipertrofia

cardiaca apos exposicéo pré-natal ao alcool;
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3. Método

3.1. Modelo animal e desenho do estudo

Para a obtencdo da prole, objeto de estudo deste projeto, foram
utilizados 20 camundongos isogénicos (15 fémeas e 5 machos) da linhagem
C57Bl/6. O experimento foi conduzido em duas etapas. Na primeira etapa foram
utilizados 10 camundongos fémeas 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 fémeas 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 plasticas apropriadas com maravalha, ciclo de luz (ciclo claro/ escuro de
12h/12h) e temperatura (21 = 2 °C) e umidade controlados, bem como
alimentacdo e agua ad libitum [73,90]. Todos os procedimentos foram
conduzidos em conformidade com o “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (NRC, 82 Ed., 2011)” contando com aprovagdo da Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/ UNINOVE) sob
namero CEUA n°® 9355120319 (ID 000115) de 19/03/2019.

As fémeas foram randomizadas em dois grupos: grupo Controle — CT (n
= 4) e grupo de Exposicado pré-natal ao alcool — P.A.E. (n = 11), enquanto os
machos foram utilizados apenas como reprodutores, ndo se permitindo
cruzamentos consanguineos e, principalmente, cruzamentos entre machos
utilizados no grupo controle com fémeas do grupo P.A.E. e machos P.A.E. com

fémeas Controle. [136].

Os progenitores nao foram utilizados para as demais andlises, sendo
eutanasiados apés 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 carcagas foi realizado em sacos plasticos
apropriados, armazenados em freezer e, posteriormente, encaminhados a

empresa especializada [137].
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3.1.1. Protocolo grupo Controle

As fémeas do grupo Controle (n = 4), foram acondicionadas
unitariamente em caixas plasticas com maravalha e com livre acesso a racéo e
agua e tiveram seus pesos e consumos de agua aferidos diariamente até o final
do protocolo (PN30).

Antes do acasalamento deu-se o periodo de sensibilizacao, totalizando
15 dias (I1 a 115). Nesse intervalo, dos dias 11 a 17, cada fémea teve acesso a
250 ml de &gua, trocados a cada dois dias. Do dia 18 a 115 houve a troca da 4gua
por solucdo composta de 250 ml de solu¢do H20 + 0,1% de sacarina sodica —
P.A. (Sac) (C7HsOsNS - 2H20) (PolyStar, Sado Paulo, Lote: 18071801),

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

Apos o periodo de sensibilizacdo, o macho foi colocado junto a fémea
para o periodo de cépula. Com a confirmacao da gestacdo, por meio de andlise
de tampdao vaginal, o macho foi retirado e iniciou-se a contagem do periodo de
gestacdo. Durante o acasalamento, todo o periodo de gestacdo (PGl a PG19-
PG21) e até o 10° dia apds o nascimento da prole (PN1 — PN10) cada fémea
recebeu a solucédo composta de 250 ml de H20 + 0,1% de sacarina sodica. Do
PN11 ao desmame (PN30), as fémeas voltaram a receber somente agua filtrada
(Figura 5). Durante o acasalamento, o consumo da fémea foi monitorado através
da equacao (“‘consumo total” - “média de consumo do macho durante os 15

dias”).

Periodo de Céoula Periodo Periodo
sensibilizagao (1) P gestacional (PG) p6s-gestacional (PN)
11-17 18 —115 (< 3 dias) PG1-PG19/21 PN1 - PN10 PN11 - PN30
10 18 115 PG1 PN1 PN10 PN30
Agua ;
Filtrada Solugéo Sac. 0,1% Agua Filtrada

Pesagem Nascimento Desmame
Inicial dos filhotes dos filhotes

Figura 5. Protocolo grupo Controle.

| — periodo introdutdrio; PG — Periodo gestacional; PN — Periodo pos-gestacional. Observa-se a
linha do tempo evidenciando o tipo de solucdo disponibilizada em cada etapa do protocolo.
(arquivo pessoal).
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A escolha pela sacarina sédica como edulcorante deu-se pela
comprovacao de que sua adicdo aumenta o consumo de agua em roedores e,
também, ao fato de que menos de 12% da quantidade ingerida € metabolizada
pelo organismo sendo, 0 restante, excretada inalterada pela urina
[10,73,83,138].

Além disso, ndo existem indicios de que a sacarina seja teratogénica em
animais, permitindo evitar qualquer alteracdo nos marcadores analisados pela
adicdo e consumo dessa substancia [139,140]. Registre-se que a troca da
solucéo a cada 2 dias deu-se para evitar o amargor decorrente da degradacéo

da sacarina.
3.1.2. Protocolo grupo Etanol

De forma semelhante ao protocolo do grupo controle, as fémeas do
grupo Exposicao pré-natal ao alcool — P.A.E. (n = 11) foram acondicionadas em
caixas individuais e tiveram seus pesos e consumos mensurados diariamente
durante todo o protocolo. A solucéo alcodlica utilizada neste grupo respeitou a
seguinte equagéo: H20 + (X% EtOH) + 0,1% Sac. = 250 ml, com concentragéo
alcoodlica aumentando gradualmente até a proporcéo final de 10% da solucéo
total (2%, 5% e 10%) [90].

O processo de sensibilizacdo (11 a 115) ocorreu diferentemente do
descrito no grupo Controle. Nos primeiros 4 dias (11 a 14), cada fémea recebeu
250 ml da solugéo de sacarina (250 ml H20 + 0,1% Sac) com troca a cada dois
dias. Em seguida foi iniciada a etapa de sensibiliza¢do alcodlica, aumentando-

se gradualmente a porcentagem alcodlica da solucéo de sacarina.

Nos 2 dias seguintes, 15 e 16, cada fémea recebeu 250 ml de solucdo a
2% de EtOH, nos dias 17 e 18, 250 ml de solucdo a 5% de EtOH e apos esse
periodo, sete dias (19 a 115) de solugdo a 10% EtOH, preparadas no volume de

1000 ml com adicdo de 0,1% de Sac [90], de acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2. Caélculo de diluicdo para obtencdo de 1L da solucdo de EtOH em relacdo a
porcentagem desejada.

Concentracao Concentracéo Volume de Volume de Volume Final
Inicial (%) final (%) soluto (ml) Solvente (ml) (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

Observacdes: utilizacdo de alcool etilico 99,5% (P.A.). 0,1% de sacarina sodica correspondeu a
adicado de 1g no volume final da solucao, ndo sendo considerado para calculo de diluicao.

Apés finalizacdo do protocolo de sensibilizacdo (solucdo de EtOH a
10%), o macho foi acondicionado com a fémea para acasalamento, e retirado
apos a confirmacdo da gestacdo. Durante o periodo de coOpula ambos
compartilharam a solugéo alcodlica a 10% EtOH e o consumo da fémea foi

monitorado por meio da equacao descrita no grupo Controle.

Do periodo Gestacional (PG1 — PG19/21) até o 10° dia ap6s o
nascimento da prole (PN10) cada fémea recebeu a solugdo alcodlica na
concentragédo 10% EtOH com troca realizada a cada dois dias.

A partir do dia PN11, iniciou-se o protocolo de dessensibilizacdo
alcodlica. Nesse dia, foi disponibilizado para cada fémea 250 ml de solucdo a
5% de EtOH, no dia PN13, houve reducéo para solugéo a 2% de EtOH e, do dia
PN15 a PN21, receberam a soluc¢édo sacarina (H20 + 0,1% Sac.), sempre com
troca a cada dois dias. Finalmente, do dia PN22 até o desmame (PN30) as

fémeas receberam somente agua filtrada [73,90].

Periodo de Cépula Periodo
sensibilizacao (1) P gestacional (PG)

PG PN PN PN PN PN
|'1'4| 56 | -8 |'9’15|(53d)| 1-19/21 |1-10|11-12|13-14|15-21|22-3o|
10 14 16 18 115 PG1 PN1 PN10 PN12 PN14 PN21 PN30
Solugéo Solucdo Solucédo Solugdo Solucdo Solugdo
Sac. alcodlica alcodlica Solucéo alcodlica alcodlica alcodlica Sac. Agua

0,1% 2%EtOH 5%EtOH 5%EtOH 2%EtOH 0,1%  Filtrada

Pesagem Nascimento Desmame
Inicial dos filhotes dos filhotes

Figura 6. Protocolo grupo Exposicéo pré-natal ao alcool (P.A.E.).

| — periodo introdutdrio; PG — Periodo gestacional; PN — Periodo pos-gestacional. Observa-se a
linha do tempo evidenciando o tipo de solucao disponibilizada em cada etapa do protocolo.
(arquivo pessoal)
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O modelo de administracdo de alcool por meio de agua potavel ao invés
da canulacéo ou injecao gastrica oferece diversas vantagens, como reducao de
estresse para gestantes e filhotes [9,73,83]. Além disso, a ado¢ao do protocolo
de sensibilizagdo evita a ocorréncia do consumo excessivo e consequente
desnutricdo materna, devido a insercédo direta da solucao e permite a construcéo

da média de consumo diario de cada fémea [90].

Apébs o parto da prole, o processo de dessensibilizagdo alcodlica, obtida
através da diminuicdo gradual nas concentracdes de etanol na solucdo de
sacarina evita a exibicdo de sinais de abstinéncia de etanol na méae e elimina a

necessidade de criagdo cruzada dos filhotes [90].
3.2. Ganho de peso gestacional

Para determinar se houve ganho de peso gestacional pelo consumo pré-
natal de alcool e se este estaria relacionado a alguma alteracdo do
desenvolvimento da prole, efetuamos o acompanhamento didrio de peso nas
fémeas progenitoras desde o periodo de sensibilizacdo. Caso a adi¢do de etanol
a dieta liquida refletisse em alguma alteracdo de peso durante o periodo pré-
gestacional, quaisquer flutuacbes durante o periodo gestacional seriam

desconsideradas.

O ganho de peso gestacional foi observado através da afericdo diaria do
peso em cada fémea e foi dividido em ganho de peso gestacional total (Ggt) e

ganho de peso gestacional diario (Ggd), respeitando as seguintes equacdes:

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

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

X Dias de gestacéao
3.3. Coleta dos materiais biolégicos

Ap6s o desmame, os filhotes foram acondicionados em caixas,
separados por género, recebendo agua filtrada e racdo ad libitum. Trinta dias
apos o desmame (PN60), os filhotes de ambos os grupos foram anestesiados
com Isoflurano por inalagdo (<20 seg.) e decapitados [58] (Figura 7). Esse

método de eutanasia se fez necessario em funcdo das demais técnicas
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induzirem aumento de estresse oxidativo pela acdo de anestésicos
administrados por vias, intravenosa (i.v.), intragastrica (i.g.) ou intraperitoneal

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

Os coracdes excisados foram brevemente lavados em solucéo
fisiologica, para retirada do excesso de sangue, e pesados. Em seguida, o
ventriculo direito (VD) e os atrios esquerdo (AE) e direito (AD), foram extraidos
e descartados. Prontamente, cada ventriculo esquerdo (VE) foi acondicionado
em frasco tipo Eppendorf de 1,5 ml, pesado novamente e imerso em nitrogénio
liquido, para congelamento e, armazenados a -80 °C até o momento das analises
(Figura 7).

Excisdo e Extracdo e Purificagdo de Polimerizagao
pesagem do pesagem do VE —— R mRNA (cDNA)
coragao = X N
— | — éN;\ > —_— o
\ g7 \/ \ 77 ) \</ | Ty )
\ Y Extragdo de RNA ’
Total
Decapitagao
Inalagao l
Isoflurano Pipetagem
(<20 seg) ~a 3
s
8
$
3
w
Medlgao e
pesagem
Andlise de rqPCR
QuantStudio™ 5 System
l .
-
e
—_— ‘
Medigéo da Tibia Anilise da expressio

relativa

Figura 7. Protocolo de coleta e tratamento das amostras em ambos 0s grupos (arquivo pessoal).

3.3.1. Anédlise do peso ventricular e cardiaco

Os pesos ventricular e cardiaco foram calculados pelo coeficiente entre
0 peso do tecido e comprimento da tibia (CT/Tibia e VE/Tibia). Apds a retirada
das amostras de VE, as carcacas foram identificadas e separadas. Em seguida,
a tibia esquerda de cada animal foi exposta e seu tamanho aferido com o

paquimetro, tomando como referéncia o maléolo e o condilo mediais (Figura 7).
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Em seguida, foi calculada a relacdo entre o peso do coracdo e do
ventriculo esquerdo, em miligramas, e o comprimento da tibia esquerda, em
milimetros. Os resultados foram divididos por sexo, dada a diferenca entre as
estruturas corporais de machos e fémeas. Este método torna-se eficaz pois, as
flutuacBes no peso corporal que ocorrem com o envelhecimento, o tornam uma

referéncia ndo confiavel para normalizar o peso do coracao e do ventriculo [144].
3.2.2. Expresséo génica — Biomarcadores

Um total de 20 genes, previamente selecionados de acordo com sua
participacdo nas vias de transducédo de sinais (VTS) relacionadas a hipertrofia
cardiaca, em trabalho de nosso grupo de pesquisa [145], foram utilizados como

referéncia (Tabela 3).

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

N° Codigo Nome do Gene

gl Ace Enzima conversora de Angiotensina

g2 Ace2 Enzima conversora de Angiotensina 2

g3 Agtrla Receptor de Angiotensina Il tipo 1la

g4 Cabinl Proteina 1 de ligacéo a Calcineurina

g5 Chp2 Proteina 2 semelhante a Calcineurina B

g6 Collal Cadeia a1 do colageno tipo |

g7 Col3al Cadeia a1 do colageno tipo lli

g8 Edn-1  Endotelina 1

g9 Igf-1 Fator de crescimento semelhante & insulina 1

g10 Map3k2 Proteina Quinase, Quinase, Quinase, 2 ativada por Mitogénio
gll Mmp9 Matriz Metaloproteinase 9

gl2 Myh6 Cadeia pesada de miosina a

gl3 Myh7 Cadeia pesada de miosina B

gl4 Nfatc3 Fator nuclear de células T, citoplasmatico, dependente de Calcineurina 3
gl5 Nppa Peptideo Natriurético A

gl6 Nppb Peptideo Natriurético B

gl7 Prkca Proteina Quinase C a

gl8 Prkcb  Proteina Quinase C 3

gl9 Prkcg Proteina Quinase Cy

g20 Tgfb-1 Fator de crescimento transformador beta 1
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3.2.3. Expresséao génica — Procedimentos — PCR “Array”

Foi utilizada a técnica de PCR em tempo real combinada com “array”,
que permite quantificar a expressdo de mdultiplos genes simultaneamente
(Custom TagMan® 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 determinacdo simultdnea, em larga escala, da expressao
génica, diminuindo o custo do estudo e o tempo com a experimentacao,
permitindo também, a customizacdo das placas de acordo com o0s genes

selecionados pelo pesquisador.

a. Extracdo do DNA

As amostras de ventriculo 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) a 15 °C e incubados por 5 min. em
temperatura ambiente para a dissociagdo completa dos complexos
nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio
refrigerado aos homogenatos, agitados em vortex por 15 seg. e incubados em
temperatura ambiente por 10 min. Apés o periodo de incubacdo, 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 uL de isopropanol refrigerado,
para a precipitacdo 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 agua 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 pL de agua DNAse I/ RNase Free — (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e armazenados a -80 °C até a realizacdo da Transcricéo

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

As quantificacbes de RNA total foram obtidas utilizando o
espectrofotometro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE,
USA), sendo que 1U A260 corresponde a 40 pug de RNA/ mL. Foram utilizadas
apenas amostras livres de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteinas
(A260/A280 = 1,8 — 2,0). Para eliminacdo da contaminacdo de DNA gendmico
das amostras, 1 pg de RNA total (8 pL) foi incubado com 1 unidade (1 pL) de
DNAse I/RNase Free — (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), na presenca 1 pL de
solucéo composta de 20 mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgClz por 15 min. a 37 °C,

seguido de incubacédo a 65 °C durante 10 minutos para inativacdo da DNAse |.

ApGs o tratamento acima descrito, as amostras foram normalizadas para
2.000 ng/ pL, utilizando-se como solvente DNAse I/RNase Free — (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), e armazenadas a -20 °C até o inicio da reacdo de

transcricdo reversa (RTqPCR), para sintese do cDNA.

c. Sintese de cDNA — Transcricao reversa

Nesse processo foi utilizado o Kit SuperScript® IV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, 10 pL de RNA de
cada amostra foi transferido para Eppendorf de 100 puL e adicionada a esta 3 uL
de solugéo contendo, 1 pL de 50 pum Oligo d(T)2o Primer, 1 uL 10 mM dNTP mix
e 1 uL de DNAse I/ RNase Free (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador por 5 min a
65 °C, incubadas em gelo por 1 minuto e, adicionados 7 L de solucdo contendo,
1 yL de Ribonuclease Inhibitor, 1 pL de SuperScript® IV Reverse Transcriptase
(200 U/ pL ), 1 pL 100 mM DTT e 4 pL de 5x SSIV Buffer (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA).

A solugéo resultante foi submetida a dois ciclos de incubagédo: 10
minutos a 55° C e 10 min 80°C. adicionado 1 pL de E. coli RNAse H (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e novamente incubada por 20 minutos a 37 °C, para a
remocao do RNA residual. Apds a reacéo, as amostras de cDNA foram mantidas

a -20 °C até a realizacdo da gPCR.
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d. Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) em tempo real — gPCR

A amplificacéo e aquisi¢cao dos dados foi realizada com a sonda TagMan
em equipamento Quantstudio™ 5 System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
EUA) como descrito previamente. Nesse processo de excitacdo a captacao de
fluorescéncia é realizada em cada ciclo de amplificacdo do PCR, fornecendo

uma quantificacdo em tempo real das sequéncias dos genes de interesse [146].

Para a reacao de qPCR foi efetuado o seguinte protocolo: em 15 pL de
cDNA, foram adicionados 250 pL de Solugdo Tagman® Universal Fast Master
Mix 2X (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e 235 uL de agua DNAse I/
RNase Free — (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por amostra, permitindo o volume
de 10 pL de reacdo em cada poco da placa com 96 poc¢os. 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 seqg.

Todas as reacdes foram submetidas as mesmas condi¢cfes de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para correcao de
flutuagOes na leitura decorrentes de variacdes de volume e evaporacéo ao longo
da reacédo. O resultado, expresso em valor de Ct, se referiu ao nimero de ciclos

de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atingisse o limiar de deteccéo.

Os genes diferencialmente expressos foram normalizados pela
expressado do gene housekeeping subunidade 18S do RNA ribossomal, cuja
expressdo mostrou-se inalterada nas condi¢cdes experimentais. O “software”
QuantStudio™ Design & Analysis versado 1.3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA) foi utilizado para o processamento dos dados.

Os valores de ACt das amostras foram determinados pela subtracdo do
valor de Ct médio do mRNA do gene alvo a partir do valor médio de Ct do gene
housekeeping. O parametro 222Ct foi utilizado para representar os dados de

expressao relativos.
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3.3. Andlise estatistica

Os dados morfométricos das fémeas e da prole e resultantes das
andlises de expressdo génica, foram tabulados e classificados. Os calculos
estatisticos foram realizados utilizando a aplicagcdo 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 variancias de erro.

As medidas morfométricas das fémeas (Consumo médio, ganho de peso
gestacional e numero de filhotes) e da prole (peso, comprimento, peso do
coracao, peso do ventriculo esquerdo e relacdes CT/Tibia — VE/ Tibia), foram
representadas, quando paramétricas por média £ erro padrdo da média (EPM)

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

Para comparacao entre grupos foi realizado o Teste t de Student para
amostras independentes e, quando necessario, Teste de Mann-Whitney (U),
sendo considerado em ambos os testes a significancia p < 0,05. A curva de
sobrevivéncia/ mortalidade foi obtida através do teste de Mantel-Cox e
representada graficamente.

Para a comparacgdo da expressao dos genes entre o grupo Controle e
grupo P.A.E. foi realizado Teste t de Student para amostras independentes e,
quando necessario, complementado com o teste de correcéo de Welch. Um valor
de p < 0,05 foi considerado significativo e os resultados sdo expressos como
média (MED) % erro padrdo da média (EPM). Todos os gréaficos foram
confeccionados utilizando a aplicacdo GraphPad Prism versdo 8.0.1 for
Windows, GraphPad Software (San Diego, CA. USA).
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4. Resultados

Na comparacado entre a média de consumo diario (ml/ dia) das fémeas
progenitoras do grupo P.A.E. (9,74 + 0,33 ml/ dia) e do grupo Controle (10,63 £
0,13 ml/ dia), ndo observamos diferenca significativa (p = 0,121). O consumo de
alcool nas fémeas P.A.E. possibilitou atingir concentracées médias de alcool no

sangue de aproximadamente 1,5 mg/ dL.

Nas analises efetuadas ndo foram encontradas diferencas significativas
em relacdo ao numero filhotes, tamanho médio das ninhadas, quantidade de
Obitos por ninhadas e 6bito total, quando comparado o grupo P.A.E. com o grupo
Controle (Tabela 4).

Tabela 4. Dados morfométricos das fémeas progenitoras.

Grupo
Controle P.AE.

Dados maternos Valor p
Consumo diario (ml/dia) 10,63 + 0,13 9,74 £ 0,33 0,121

Numero de ninhadas 10 16

Numero de filhotes 78 113
Tamanho médio da ninhada 7,8 +0,25 7,1+0,46 0,245

Obito total 24 61
Obito 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 relacdo ao ganho de peso gestacional, foram efetuadas duas
medicbes, ganho de peso gestacional total (Ggt) e diario (Ggd). Foi possivel
verificar que as fémeas 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 diario nos grupos amostrais.

A. Ganho de peso gestacional total (Ggt) em gramas (g); B. Ganho de peso gestacional diario
(Ggd) em gramas por dia (g/ dia). Observa-se reducéo significativa no grupo P.A.E., em relagéo
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, ndo observamos diferencas no ganho de peso pré-
gestacional (I) nas fémeas P.A.E. (p = 0,086) quando comparadas ao grupo

controle (Figura 9).
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Figura 9. Flutuacéo 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 sobrevivéncia/mortalidade, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais apoés teste
de Mantel-Cox (p = 0,1723) (Figura 10).

O numero total de filhotes utilizados neste projeto foi de 91 animais sendo
48 no grupo P.A.E. (24 fémeas e 24 machos) e 43 no grupo Controle (16 fémeas
e 27 machos).
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Figura 10. Curva de mortalidade/sobrevivéncia entre 0s grupos amostrais.
N&o se observa diferenca 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 relagdo aos pesos corporais foram realizadas pesagens em dois
tempos, PN2 e PN60. Em comparacao entre o peso ao nascimento (PN2) do
grupo P.AE. (1,13 mg = 0,05) com o grupo Controle (1,29 mg + 0,04),
observamos diferenca significativa entre os pesos (p = 0,03, Figura 11 A).
Entretanto, ndo foram encontradas diferengas relevantes na comparacao (PN60)
nos animais do grupo P.A.E., de ambos os sexos (Fémeas — 15,53 mg + 0,21;
Machos — 19,83 mg % 0,42), quando comparados ao grupo Controle (Fémeas —
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) — Fémeas;
C. Peso corporal (PN60) — Machos; Observamos diminui¢cdo significativa no grupo P.A.E. em
PN2, em comparacdo com o grupo Controle. Ndo se observa diferenca 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 relacdo ao tamanho dos animais, foram comparados o0s
comprimentos a partir da coroa craniana até a base da cauda em PNG60.
Interessantemente, o grupo P.A.E. apresentou diminuicdo no comprimento das
fémeas 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 0s animais do grupo Controle de
mesmo sexo; Fémeas — 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 amaostrais.

Valores expressos em centimetros (cm); A. Comprimento PN60 — Fémeas; B. Comprimento
PN60 — Machos. Constata-se diminuicdo no comprimento nas fémeas do grupo P.A.E. e aumento
nos machos, estatisticamente significativo quando comparado com o grupo Controle. (Mg, 1.Q 25-
75%). * p < 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste de Mann-Whitney (U).

A partir desse achado foi calculada a relacéo entre o peso corporal e 0
comprimento do animal e foi observado que fémeas do grupo P.A.E. apresentam
aumento expressivo da relacdo 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
relacéo 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. Relacdo Peso/ Comprimento (P/C) nos grupos amostrais.

Valores expressos em gramas por centimetro (g/ cm). A. Relacdo Peso/ Comprimento — Fémeas;
B. Relacdo Peso/ Comprimento — Machos. Observa-se aumento relevante em ambos os sexos
no grupo P.A.E. em relagdo ao grupo Controle. (MED + EPM). * p < 0,05 versus grupo Controle,
determinado por Teste t para amostras independentes.

Os pesos absolutos do coracao e do ventriculo esquerdo de ambos os
grupos foram mensurados para verificar o efeito da exposi¢ao pré-natal ao alcool
nessas estruturas. Os animais do grupo P.A.E. apresentaram diferencas tanto
no peso total do coracao, quando do ventriculo esquerdo (p < 0,0001) quando
comparados aos animais do grupo Controle de mesmo sexo. O peso total do
coracao foi de 137 mg (128,5-139,5) nas fémeas 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 fémeas e 99,5 mg
(96-108) nos machos. No grupo Controle, o peso foi de 86 mg (85-88,5) nas
fémeas e de 96 mg (90-99) nos machos (Figura 14 C e D).
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Figura 14. Pesos absolutos do coragdo e ventriculo esquerdo (VE) nos grupos amostrais.
Valores em miligramas (mg). A. Peso total do coragdo — Fémeas; B. Peso total do coracdo —
Machos; C. Peso do VE — Fémeas; D. Peso do VE — Machos. Observa-se aumento
estatisticamente relevante no grupo P.A.E. em todos os parametros observados, em comparagéo
com o grupo Controle. (Mg, 1.Q. 25%-75%). * p < 0,05 versus grupo Controle, determinado por
Teste de Mann-Whitney (U).

Ao utilizar a correlacéo de peso do coracao e ventricular com a tibia (CT/
Tibia e VE/ Tibia), os animais expostos ao alcool durante o periodo gestacional
(grupo P.A.E.) apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos dois
parametros analisados. A relacdo Corac¢do Total/ Tibia nesse grupo foi de 1,04
mg/ mm (0,98-1,06) nas fémeas 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 relacdo VE/ Tibia seguiu a mesma tendéncia, apresentando, no grupo
P.A.E., valores de 0,74 mg/ mm (0,68-0,76) nas fémeas 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

1.5 1.0-

e
o
|
Ve/Tihia
(mg/mm)
o
T

Coracédo/Tibia
(mg/mm)
o
T

0.0- 0.0-
CT P.A.E. CT P.A.E.
C D
1.5 1.0
*
*
.8 T L
£ — 1.0 c =
= & 2 1S
z% g E g 0.5
gL g g
5 = 0.5- ==
(@]
0.0- 0.0-
CT P.A.E. CT P.A.E.

Figura 15. Relacgao entre os pesos das estruturas cardiacas corrigida pelo comprimento da tibia

(mg/ mm) nos grupos amostrais.
A. Relacao Coracao Total/ Tibia — Fémeas; B. Relag¢édo Ventriculo esquerdo/ Tibia — FEémeas; C.

Relacdo Coracdo Total/ Tibia — Machos; D. Relagcdo Ventriculo esquerdo/ Tibia — Machos.
Constata-se aumento estatisticamente significativo no grupo P.A.E. em todos os parametros
observados, em comparacdo com o grupo Controle. (Ma— 25% - 75%). * p < 0,05 versus grupo
Controle, determinado por Teste de Mann-Whitney (U).

Ao compararmos esses indices intragrupo, foi observado que machos

P.A.E. apresentaram maior relacdo coracao/ tibia (p = 0,029) e VE/ tibia (p =
0,024), qguando comparados as fémeas de mesmo grupo (Figura 16 A e B,

respectivamente).
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Figura 16. Relagao entre os pesos das estruturas cardiacas corrigida pelo comprimento da tibia
(mg/ mm) no grupo P.A.E.
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Observa-se maior relacdo em ambas as estruturas em machos P.A.E quando comparados a
fémeas de mesmo grupo (MED * EPM). * p < 0,05 versus fémeas P.A.E., determinado por Teste
t para amostras independentes.

4.2. Analise da Expressao génica

Apoés a extracdo de RNA a partir de amostras do ventriculo esquerdo,
estes foram quantificados por espectrofotometria e foram escolhidas 20
amostras, de acordo com sua concentragdo em mRNA (ng/ puL) e pureza,

conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Quantificacdo de RNA extraido das amostras de tecidos cardiacos dos animais dos
grupos Controle e P.A.E.

Grupo Amostra Concentracdo (ng/ uL) Pureza 260/280 nm

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
CONTROLE 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

ET1H2 2187,90 2,03

ET1H6 1808,90 2,03

ET4H1 4799,90 2,08

ET5H1 1731,10 2,06

P.A.E. ET5H4 1681,10 2,02
ET5H9 4090,00 2,06

ET6H4 1880,30 2,06

ET6HS 4428,40 2,00

ET11H3 1047,80 1,99

O efeito da exposicdo pré-natal ao alcool na transcricdo dos genes foi
analisado utilizando PCR em tempo real. Os resultados da expresséo génica dos
grupos experimentais foram dados pelo nimero de vezes (fold change) que
apresentaram expressdao aumentada (up regulated) ou diminuida (down
regulated) quando comparados ao grupo Controle. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Expresséo relativa mRNA, grupo P.A.E. em relagéo ao grupo Controle.

Grupo Controle Grupo P.A.E.
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Gene n Expressao n  Expressao p value
Ace 10 1,00 10 0,45+ 0,00* <0,001
Ace2 10 1,00 10 0,22 +0,02* <0,001
Agtrla 10 1,00 9 0,21+0,02* <0,001
Cabinl 10 1,00 10 2,64+0,17* <0,001
Chp2 10 1,00 10 0,23 +0,05* <0,001
Collal 10 1,00 10 2,70+0,11* <0,001
Col3al 10 1,00 10 1,08 +0,07 0,369
Ednl 10 1,00 10 0,97 +0,01 0,511
Igfl 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
Tgfbl 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 corregdo de Welch, quando necessério. n = 20, sendo 5 machos e 5 fémeas
por grupo amostral.

A seguir, apresentamos o0s dados referentes a expressdo de RNA
mensageiro dos genes pertencentes a via de transducgéo de sinais relacionada a
hipertrofia cardiaca.

4.2.1. VTS da Hipertrofia Cardiaca

Nesta via foram analisadas a expresséo relativa de 20 genes (Ace, Ace2,
Agtrla, Cabinl, Chp2, Collal, Col3al, Ednl, Igfl, Map3k2, Mmp9, Myh6, Myh7,
Nfatc3, Nppa, Nppb, Prkca, Prkcb, Prkcg e Tgfbl).

O gene da endotelina 1 (Ednl) apresentou expressao inalterada entre
0s grupos experimentais (Figura 17 A). A expressdo de RNAm dos genes da
enzima conversora de angiotensina (Ace) e enzima conversora de angiotensina
I (Ace2) apresentaram, no grupo P.A.E., reducdo de 55,50% e 78,97%,
respectivamente, quando comparado ao Controle (Figura 17 B e C). Os genes
do receptor de angiotensina Il tipo 1A (Agtrla), proteina 2 semelhante a
Calcineurina B (Chp2) e cadeia pesada de miosina a (Myh6), apresentaram
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reducdes de expressdo génica de 79,44%, 79,68%, 68,48%, nessa ordem,

guando comparados ao grupo Controle (Figura 17 D, E e F, respectivamente).
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Figura 17. Expressdo relativa (2-22Ct) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardiaca nos
grupos amostrais — 1.

A. Endotelina 1 (Ednl); B. Enzima Conversora de Angiotensina (Ace); C. Enzima Conversora de
Angiotensina Il (Ace2); D. Receptor de angiotensina Il tipo 1a (Agtrla); E. Proteina 2 semelhante
a Calcineurina B (Chp2); F. Cadeia pesada de miosina a (Myh6); Constata-se diminuicdo
significativa na expressdo dos genes Ace, Ace2, Chp2, Myh6 e Agtrla, bem como, inalteragéo
da expresséo de Ednl no grupo P.A.E. em relag&do ao grupo Controle. (MED + EPM). (u.a.) —
unidades arbitrarias; * p < 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para amostras
independentes, com correcdo de Welch quando necessério.

Contrapondo-se aos resultados de Myh6 e Chp2, os genes da cadeia
pesada de miosina B (Myh7) e da proteina 1 de ligacdo a Calcineurina (Cabinl),
apresentaram, no grupo P.A.E., aumentos de 226,28% e 269,08% em sua
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expressao, respectivamente, quando comparado ao grupo Controle (Figura 18
A e B). As expressdes de RNAmM de fator nuclear de células T ativadas,
citoplasmatico, dependente de Calcineurina 3 (Nfatc3), fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (Igf-1) e proteina Quinase, Quinase, Quinase, 2 ativada
por Mitogénio (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. Expressdo relativa (2-22Ct) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardiaca nos
grupos amostrais — 2.

A. Cadeia pesada de miosina  (Myh7); B. Proteina 1 de ligacdo a Calcineurina (Cabinl); C.
Fator nuclear de células T ativadas, citoplasmético, dependente de Calcineurina 3 (Nfatc3); D.
Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (Igfl); E. Proteina Quinase, Quinase, Quinase, 2
ativada por Mitogénio (Map3k2); Observa-se no grupo P.A.E., aumento significativo na
expressdo dos genes de todos apresentados, em relagdo ao grupo Controle. (MED + EPM).
(u.a.) — unidades arbitrarias; * p < 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para
amostras independentes, com correcdo de Welch quando necessario.

Os genes codificadores dos peptideos natriuréticos e das proteinas
Quinases C apresentaram, no grupo P.A.E., 0os maiores aumentos de expressao
de RNAmM quando comparados ao grupo Controle. O gene peptideo natriurético

B (Nppb) apresentou a maior expressao relativa, 405,92%, nesse protocolo,
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guando comparado ao grupo Controle (Figura 19 A). Ja os genes do peptideo
Natriurético A (Nppa), proteina Quinase C a (Prkca), B (Prkcb) e y (Prkcg)
apresentaram aumentos de expressdo 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. Expressao relativa (2-22Ct) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardiaca nos
grupos amostrais — 3.

A. Peptideo Natriurético B (Nppb); B. Peptideo Natriurético A (Nppa); C. Proteina Quinase C a
(Prkca),; D. Proteina Quinase C B (Prkcb) E. Proteina Quinase C y (Prkcg); Constata-se no grupo
P.A.E., aumento significativo na expresséo de todos os genes apresentados, em relagdo ao
grupo Controle. (MED + EPM). (u.a.) — unidades arbitrarias; * p < 0,05 versus grupo Controle,

determinado por Teste t para amostras independentes, com correcdo de Welch quando
necessario.

Consequentemente, as alteracBes nos genes da matriz extracelular
(MEC) podem desencadear uma série de perturbacdes estruturais e funcionais
ao coracao e estao envolvidos no processo de hipertrofia cardiaca. Para avaliar
o efeito da P.A.E. em uma possivel alteracdo na composicdo e dinamica da
matriz extracelular cardiaca, foram avaliadas as expressdes de RNAmM de
Collal, Col3al, Tgfbl e Mmp9. No grupo P.A.E. foi possivel observar o aumento
significativo de 378,33% na expressdo do gene fator de crescimento
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transformador g 1 (Tgfb-1) , de 268,92% no gene da cadeia a 1 do colageno tipo
| (Collal) e 378,34% na expressao do gene Matriz Metaloproteinase 9 (Mmp-9)
(Figura 20 A, B e C, respectivamente). Entretanto, ndo foram observadas
alteracOes na expressdo do gene da cadeia a 1 do colageno tipo Ill (Col3al)

(Figura 20 D) em relacdo ao grupo controle.
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Figura 20. Expresséo relativa (222Ct) dos genes pertencentes a VTS da Hipertrofia cardiaca nos
grupos amostrais — 4.

A. Fator de crescimento transformador 3 1 (Tgfb1); B. Cadeia a 1 do colageno tipo | (Col1a1); C.
Matriz Metaloproteinase 9 (Mmp9); D. Cadeia a 1 do colageno tipo Illl (Col3al); Observa-se
aumento significativo na expressao dos genes Tgfbl, Collal e Mmp9. O gene Col3al manteve-
se inalterado no grupo P.A.E. em relagdo ao grupo Controle. (MED + EPM). (u.a.) — unidades
arbitrarias; * p < 0,05 versus grupo Controle, determinado por Teste t para amostras
independentes, com correcdo de Welch quando necessario.

O Grupo P.A.E., em comparacdo com o grupo Controle, apresentou 13
genes (65%) com expressdo up regulated, 5 (25%) down regulated e 2 genes
com expressao inalterada (10%). Os equivalentes em porcentagem para a
expressao sao apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Expresséo dos genes no grupo P.A.E. em comparagédo ao grupo Controle.
Valores em porcentagem (%), (MED + EPM) valores expressos na diferenca de expressdo em
relagéo a expressao do grupo Controle.
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5. Discusséao

Os efeitos toxicos do alcool no desenvolvimento do embrido sdo bem
conhecidos. O alcool atravessa facilmente as barreiras placentaria e
hematoencefélica e pode, portanto, afetar o desenvolvimento de células. Sabe-
se que o alcool atua e/ou modula muitas moléculas diferentes [49,147]. Assim,
multiplos mecanismos podem ser ativados em diferentes estagios do
desenvolvimento, variando de acordo com os diferentes limiares de dose e
tempo de exposicdo, contribuindo para os diversos fenotipos observados na
FASD, por exemplo [10,148]. Entretanto, estas alteragcdes podem ocorrem de

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

Em relagdo a processo de sensibilizacdo alcodlica, verificamos que,
como descrito na literatura [90,73], o aumento gradual da quantidade de alcool
diluido em agua de consumo impediu a ocorréncia de consumo excessivo, dado
ao fato de que ndo houve diferenca na média de consumo diario entre fémeas
Controle e P.A.E. progenitoras. Nosso protocolo estimulou o comportamento de
beber nas fémeas antes da fecundacao, levando ao estabelecimento de padrdes
estaveis de consumo de alcool antes do inicio da gestacdo. Acreditamos que
isso representa mais de perto os padrées humanos de consumo alcodlico do que
0s protocolos nos quais o consumo de alcool é iniciado depois que a gestacao

foi estabelecida.

A partir do acompanhamento do peso das fémeas progenitoras durante
esse periodo, foi possivel verificar que as alteragdes morfométricas ocorridas
nas proles, deram-se exclusivamente durante o periodo gestacional e refletem,
de forma consistente, os efeitos deletérios causados pela exposicdo pré-natal,
corroborando estudos que indicam que o consumo de alcool nao interfere do

peso pré-gestacional [90].

Além disso, ndo encontramos alteracdes na taxa de mortalidade dos
filhotes, o que estd em consonancia com estudos anteriores que relataram nao
ocorrer alteragbes na mortalidade com doses alcodlicas baixo-moderadas [90].
Além disso, os Obitos e/ou reabsor¢cdes podem estar relacionadas a espécie

utilizada, que pode levar ao canibalismo das proles [84-86].
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5.1. Exposicéao pré-natal ao alcool e alteracdes morfométricas na prole

A partir da andlise dos dados relacionados ao peso dos filhotes em PN2
foi possivel evidenciar que doses consideradas de &lcool baixo-moderadas séo
suficientes para levar a restricdo 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 o0 baixo peso ao nascimento. Outros
estudos sugerem que essa diminuicdo e/ou restricdo de crescimento gestacional
esta associada ao desenvolvimento de doenca arterial coronariana, hipertenséo,
diabetes tipo Il 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 o0 primeiro trimestre
gestacional € o mais sensivel as alteracfes causadas pelo consumo de alcool
materno, mesmo em quantidades consideradas baixo-modera (duas unidades/
semana). Em nosso protocolo, a ingestéo de alcool foi continua durante todo o
periodo gestacional, porém, considerando a dose alcodlica oferecida, € possivel
corroborar estes achados, tendo em vista que tais modificacbes também formam
observadas, mesmo que em menor significancia, nos demais periodos

gestacionais, no estudo citado.

Em nosso estudo, ao analisarmos o peso dos animais 60 dias apds o
nascimento ndo encontramos diferencas na comparacdo entre 0S grupos
experimentais, corroborando estudos que evidenciaram que tal evidéncia esta
relacionada ao crescimento acelerado de recuperacdo no inicio da puberdade
[122,150,155,156]. Entretanto, a partir do célculo da relacdo entre peso e
comprimento corporal (P/C), verificamos que os animais do grupo P.A.E.
apresentam maior peso em relacdo ao comprimento (sobrepeso) quando

comparados ao grupo Controle.

Apesar de ndo termos encontrado estudos mostrando sobrepeso em
adultos expostos a P.A.E., estudos relacionados ao consumo de alcool em
adultos, indicam que o alcool é capaz de impedir a transformacdo de acidos
graxos em energia, pelo recrutamento de enzimas hepéaticas chaves nesse
processo [157], podendo levar a um quadro de hipertrigliceridemia [158] e

sobrepeso [2]. Isso nos permite supor que, a exposicdo pré-natal ao alcool,
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possa ter ocasionado uma alteracdo no metabolismo dos acidos graxos levando

ao sobrepeso na vida adulta nesses animais [159].

Em relagdo ao comprimento corporal, a observacédo de que as fémeas
P.A.E. sdo menores e 0s machos maiores que seus respectivos comparativos
no grupo Controle corrobora estudos que evidenciam o efeito dimérfico da
exposicdo pré-natal ao alcool nas alteragbes ocorridas no metabolismo e

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

Esses achados, podem estar relacionados também, a uma ma nutricao
fetal durante a gestagcdo, dado ao fato que fémeas progenitoras P.A.E [7].
apresentaram menor ganho de peso durante a gestacdo, quando comparadas
ao grupo Controle. Como ndo encontramos diferengas nos pesos entre grupos
durante o periodo de sensibilizacdo, é possivel sugerir que o alcool possa
interferir no fluxo sanguineo e transporte de nutrientes, ocasionando baixo peso

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

A hipertrofia cardiaca proveniente da exposi¢cdo pré-natal ao alcool é
relatada em diversos estudos animais e humanos. Walton et al. [122], utilizando
uma dose alcoolica de 6,36% v/v, verificaram que ratos Sprague-Dawley fémeas
com 120 dias apresentaram hipertrofia ventricular esquerda e fibrose, mas néo
em PN30. Corroborando estas informacdes, observamos que em PN60, os
pesos do coracdo e do ventriculo esquerdo nos animais do grupo P.A.E. foram
maiores em ambos 0s sexos, quando comparados ao grupo Controle, mesmo
apos correcdo pela tibia esquerda, indicando uma leve hipertrofia cardiaca.
Podemos observar também, que essa hipertrofia € mais acentuada em machos,

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

Esse achado, em PN60, permite inferir que a exposicdo pré-natal ao
alcool, mesmo em doses baixo-moderadas, é suficiente para modificar a
estrutura do coracao e levar a um quadro hipertréfico, mesmo no inicio da idade
adulta, como relatado em literatura [122,161], inclusive em humanos [162]. Esse
achado possui grande relevancia clinica, pois a hipertrofia cardiaca,
especialmente a ventricular esquerda, € relatada como a mais forte preditora de
eventos cardiovasculares adversos, independentemente da idade, sexo e
pressao arterial [121,163,164].
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Além disso, como as doencas cardiovasculares e as lesdes renais
associadas sdo mais frequentemente observadas no final da idade adulta e inicio
da idade senil, é possivel sugerir que as alterag6es causadas pela exposicédo
pré-natal ao alcool desencadeiam um processo continuo de compensacao no
sistema cardiovascular que, com o passar do tempo, possa predispor tais

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

Outro aspecto importante é a discrepancia de resultados encontrados na
literatura relacionados a grande diversidade de protocolos utilizados e/ou
caréncia de informacgdes, como sexo e método de medicdo [104,121,122,155].
Muitos estudos utilizam somente o peso corporal como fator de correcéo para o
peso do coracdo e VE. Como sugerido em diversos estudos, tal método
apresenta baixa confiabilidade, principalmente quando se leva em consideracéo

o achado em relacéo ao sobrepeso, encontrado em nosso protocolo [144].
5.2. Exposicao pré-natal ao alcool e VTS da Hipertrofia Cardiaca

O processo de remodelamento cardiaca € caracterizado por alteracdes
na geometria, volume, peso e constituicdo do coracdo em resposta a uma
agressao tecidual, que pode ser fisica ou quimica. A hipertrofia miocardica,
importante componente desse processo, permite ao coragdo manter suas
funcbes basicas em vigéncia do aumento das condi¢cdes de carga. Em longo
prazo, entretanto, tal mecanismo de compensacao representa um fator de risco
para morbidade e mortalidade de individuos acometidos por doencas cardiacas
[166,167].

A regulacdo positiva da expressdo de mRNA de marcadores
hipertréficos no miocardio apos exposicdo pré-natal ao alcool e o peso do
ventriculo esquerdo destes animais, sugerem a ocorréncia de um discreto
alargamento das camaras do cora¢do, como uma estratégia para compensar o
efeito deletério do alcool durante o desenvolvimento fetal. Portanto, pode ser
sugerido, que a forte alteracéo da expresséo observada destes genes possa ser

indicativa de gravidade do estimulo estressor do alcool.

O aumento da expressao de marcadores hipertréficos, tais como 0s

peptideos natriuréticos, foi de especial interesse. Estes representam o padrao
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ouro para biomarcadores na insuficiéncia cardiaca (IC), além de
desempenharem um papel crucial na homeostase da pressao arterial (PA) e do
volume sanguineo (VB) [168]. Com isso, 0 entendimento sobre a sua biogénese

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

Classificados como hormonios pleiotréficos, peptideos natriuréticos séo
geneticamente distintos, mas estrutural e funcionalmente relacionados para a
regulacdo da homeostase circulatoria em vertebrados e inclui o peptideo
natriurético atrial (ANP), a urodilantina (uma isoforma do ANP), o peptideo
natriurético do tipo B ou cerebral (BNP), o peptideo natriurético do tipo C (CNP)
e 0 peptideo natriurético Dendroaspis (DNP) [169-172].

Em nosso protocolo verificamos a expressao dos genes codificadores de
ANP (Nppa) e BNP (Nppb), dado ao fato que, sdo transcritos e produzidos
principalmente nos midcitos dos atrios e ventriculos, respectivamente [173].
Porém, ambos passam a ser produzidos nos ventriculos em resposta ao
estiramento do miocardio, devido a sobrecarga de pressdao ou volume
[168,174,175], condicbes comumente encontradas na Insuficiéncia cardiaca
(1C).

ApoOs sintese, o ANP atua em diversos mecanismos de compensacao
como aumento da natriurese e da diurese e indugao de hipovolemia, diminuindo
a PA. Além disso, muitos estudos indicam sua relacéo na inibi¢cdo da hipertrofia
cardiaca e da fibrose, induzindo a apoptose de cardiomidcitos e inibindo o
crescimento de fibroblastos [168,176-178].

Além da natriurese, diurese e vasodilatacdo, o BNP também tem efeitos
diretos no coracao [179] podendo fornecer protecdo compensatéria, pela inibicao
da apoptose do miocardio e necrose, reducao da hipertrofia cardiaca e
diminuicdo de fibrose, pela inibicdo da proliferacdo de fibroblastos cardiacos
[180]. O BNP também pode modular a reacdo imune e inflamatéria a leséo
cardiaca, aumentar a expressao de metaloproteinase-9 apos o infarto do

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

N&o encontramos na literatura estudos relacionando os peptideos
natriuréticos e a exposicao pré-natal ao alcool mas, porém, € possivel supor que,

o0 aumento da expressdo de mRNA destes dois peptideos adiciona mais um fator
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hipertréfico no perfil de expressédo génica observado em nosso estudo e, pode
indicar, um esfor¢co do organismo em diminuir o quadro hipertrofico ocasionado

pela exposicdo pré-natal ao alcool.

O horménio Endotelina-1, potente vasoconstritor e proé-inflamatério, age
diretamente nos musculos lisos das artérias, estimulando a liberacédo de ANP e
BNP no coracao. Tirapelli et al. [182], ndo identificaram alteracdes significativas
na expressao e concentracdo sérica de endotelina 1 na artéria carétida, mesmo
apos 10 semanas, em ratos Wistar adultos expostos ao volume alcodlico de 20%
(v/v). Em nosso protocolo, também n&o observamos alteracbes na expressao

génica de Ednl.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é responsavel pelo
controle da pressdo sanguinea, por meio do controle da vasodilatacdo e
vasoconstricdo. Nesse sistema, a enzima conversora de angiotensina converte
a Angiotensina | em Angiotensina Il (Ang IlI) causando vasoconstricdo e,

consequentemente, elevando a pressédo sanguinea [183].

A sintese de Ang Il pode ocorrer tanto em midcitos como em fibroblastos
e miofibroblastos [184]. Os efeitos biolégicos da Ang Il sdo controlados pelos
receptores de membrana AT1 e AT2. Ao interagir com o receptor AT1, associado
a proteina G, ocorre estimulacdo da fosfolipase C, esta induz a formacéao de
trifosfato de inositol, bem como, de diacilglicerol (DMA), provocando aumento da
concentragdo citoplasmatica de Ca*2. Essa cascata leva a ativacéo das proteinas
quinases C (PKCs) e da adenilatociclase [184]. Simultaneamente, essa via
também é capaz de induzir uma cascata de ativacao via tirosinas-quinases [185],
reguladoras de vias efetoras intracelulares, como das MAPKSs, que ativam varios
fatores de transcricdo de proteinas nos cardiomiocitos. A enzima conversora de
angiotensina, também degrada bradicinina [186] e estimula a producdo de
superoéxido, reduzindo a producdo de Oxido nitrico pelas células endoteliais
[187,188]

Tan et al. [189] evidenciaram que a morte celular cardiaca induzida por
alcool pode ser desencadeada por estresse nitrativo gerado a partir de uma via
dependente de PKCB1 e NOX, ativada por Ang I, através de estudos in vitro e

in vivo. Entretanto, verificaram que a inibicdo de AT1 impediu o dano nitrativo
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cardiaco, morte celular, remodelacéo e a disfuncéo. Nossos dados em relacao a
expressao dos genes Ace, Ace Il e Agtrla permitem supor que que possa haver
uma tentativa do organismo em compensar o desenvolvimento do quadro

hipertréfico observado.

O fator de crescimento semelhante a insulina 1 é codificado pelo gene
Igf-1 e é secretado, principalmente, pelo figado em resposta ao horménio do
crescimento (GH), desempenhando papel importante na proliferacéo celular e
inibicdo de apoptose, bem como, no desenvolvimento e manutencéo do coracao,
participando no amadurecimento dos cardiomiécitos durante o desenvolvimento
embrionério [190,191]. Recentemente, de Souza et al. [192] verificaram que 0
aumento da expressdo de Igf-1 estd relacionado ao desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca fisiologica, principalmente apds exercicio, considerada como
uma alteracdo positiva para o organismo. Em contrapartida, DeLaughter et al.
[190] relataram que o aumento da expresséo de Igf-1 em um modelo transgénico,
induziu inicialmente um anélogo da hipertrofia fisiolégica, caracterizada por
aumento da massa cardiaca e melhora do desempenho sistolico. No entanto,
essa hipertrofia progrediu para uma condicdo patolégica caracterizada por

diminuicdo do desempenho sistolico e aumento da fibrose intersticial.

Estudos referentes a exposicao pré-natal ao alcool atribuem ao Igf-1 um
papel cardioprotetor. Chen et al. [193], utilizando cardiomidcitos fetais isolados
de ratos tratados com 0,2% de EtOH, relacionaram o aumento de expressao de
Igf-1 a supressédo parcial da inducdo de Bax, da ativacdo de caspase 3 e da
fragmentacao do DNA, levando a diminui¢do da apoptose e, consequentemente,
protegendo essas células da morte celular induzida pelo alcool. Goh et al. [194]
demonstraram que essa regulacao positiva induziu uma maturagéo acelerada e,
consequentemente, aumento no tamanho dos cardiomidcitos fetais isolados de
ovelhas expostos ao alcool durante o periodo gestacional, impedindo a apoptose
nessas células. Além disso, a suprarregulagdo compensatoria da expressao do

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

Assim, podemos supor que o aumento observado na expressédo de
RNAmM de Igf-1 em nosso estudo possa ser uma resposta compensatoria do

miocardio ao aumento da apoptose causada pela exposicdo ao alcool,
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adicionando mais um fator ao quadro hipertréfico observado. Além disso, alguns
estudos observaram que o aumento na expresséao de Igf-1 pos exposicao pré-

natal ao &lcool estd diretamente relacionado a expressdo de proteinas C
quinases (PKC), principalmente PKC-a [197].

As proteinas C quinases pertencem a uma familia de proteinas quinases
dependentes de serina e treonina, que podem ser ativadas pela fosfatidilserina,
pelo célcio (Ca?*) e pelo diacilglicerol (PMA). S&o conhecidas por fosforilar uma
ampla variedade de alvos proteicos e por estarem envolvidas em diversas vias
de sinalizacéo celular. Cada membro da familia PKC tem um perfil de expresséo
especifico e acredita-se que desempenhem papeis distintos nas células
[198,199].

A isoforma a (gene Prkca) estd envolvida na regulagdo positiva e
negativa da proliferagdo celular, apoptose, diferenciagcdo, migracdo e adesédo
celular, tumorigénese e inflamacéo. PKC-, codificada pelo gene Prkcb, participa
na sinalizacdo de insulina, apoptose por estresse oxidativo, proliferacdo de
células endoteliais e regulacédo da ativacao de NFk-B [198-200]. A isoforma vy,
codificada pelo gene Prkcg, é raramente expressa em cora¢des normais, sendo
altamente expressa no SNC, principalmente no cortex e cerebelo,
desempenhando diversos papéis em células neuronais e tecidos oculares. Além
disso, esta envolvida na sensibilidade e tolerancia inicial ao etanol, mediando os
efeitos comportamentais e, também, os efeitos desta droga nos receptores
GABAAa [201,202].

Os cardiomiocitos saudaveis coexpressam multiplas isoformas de
Proteinas C quinases, sendo que Vvarios estudos buscaram entender sua
participacdo no metabolismo do coracdo e nas doencas cardiovasculares [197-
203] (hipertrofia e insuficiéncia cardiaca), com especial interesse pelas isoformas
classicas (cPKC) a, BI, Bll e 6. Em muitos modelos de lesdo ou hipertrofia
cardiaca, a expressao e/ou atividade de PKC-a foi aumentada, sendo relatada
como prejudicial para o coracao [198-200]. Entretanto ndo ha um consenso na
literatura se sua atividade esta diretamente relacionada a hipertrofia cardiaca ou
a regulacéo da contracao cardiaca [198,199,204-207]. Outro aspecto importante

7

€ que Braz et al. [204] demonstraram que essa isoforma é extremamente
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importante para o desenvolvimento dos cardiomiocitos durante o periodo

gestacional.

A expressao e a atividade de PKC-B €& aumentada na insuficiéncia
cardiaca humana em estagio final [198]. Além disso, foi relatado que
camundongos transgénicos que superexpressam PKC-B desenvolvem um
fenotipo cardiomiopatico mais grave, caracterizado por fibrose multifocal e
calcificacdo distréfica, além de apresentarem contratilidade deprimida dos
cardiomidcitos [199]. Em contraste, niveis médios de expressao de PKC-f em
cardiomidcitos adultos levam a uma hipertrofia ventricular leve/progressiva e
relaxamento diastélico prejudicado [208]. Ainda assim, € consenso que sua
ativagdo esté ligeiramente relacionada a um efeito cardioprotetor e como medida

de adequacao do coracao a apoptose [200].

N&o encontramos estudos relacionando a expressao das proteinas C
quinases no coragao e a exposicdo pré-natal ao alcool, mas estudos recentes
mostraram que uma baixa exposi¢do pré-natal ao alcool (5% v/v) foi capaz de
aumentar significativamente a expressao génica de PKC-a e PKC-y no cérebro
de camundongos. [202]. Além disso, aparentemente, as proteinas C quinases
sofrem uma “ativagao indireta” pelo alcool, que pode ser explicada pelo aumento
de DMA, um dos seus substratos, apos P.A.E. [209].

Esses dados permitem sugerir que 0 aumento na expressado dos genes
Prkca e Prkcb nos animais P.A.E. seja uma tentativa do organismo para regular
a contratilidade e o influxo de calcio. Vale ressaltar, que 0 aumento na expressao
génica de PKC-a possa ser uma medida compensatéria do organismo para
controlar o quadro hipertrofico ativado pela superexpressao de Igf-1, dado ao
fato que esta PKC é antagonista a ele [197].

Outra familia importante no desenvolvimento do coracdo e nas doencas
cardiacas € a superfamilia das proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPKSs), que desempenham um papel critico na transducéo e regulacdo do
sinal intracelular [210,211]. Estudos recentes demonstraram uma nova via de
MAPK iniciada pela proteina quinase, quinase, quinase 2 ativada por mitdgeno,
como um contribuinte para hipertrofia cardiaca, desenvolvimento pulmonar e

respostas inflamatérias e como um mediador chave na hipertensdo pulmonar
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[212,213]. Codificada pelo gene Map3k2, regula a entrada de diversos estimulos,
incluindo fatores de crescimento e estressores fisico-quimicos, além de sua
participacdo na modulacdo das respostas inflamatérias em diversas células
[214]. A partir do entendimento de sua funcdo e participacdo na hipertrofia
cardiaca, podemos supor que o aumento de expressado observado em nosso
protocolo deste gene esteja possivelmente relacionado ao controle da via

inflamatéria na modulag&o da hipertrofia cardiaca.

As fibras miofilamentares também sdo importantes marcadores de
hipertrofia. A isoforma alfa da miosina (MHCa) mostrou-se regulada
negativamente ap0s exposicado pré-natal ao alcool. A grande mudanca na
distribuicdo das isoformas de miosina ocorre durante a hipertrofia patoldgica
mediada por sobrecarga de pressdo e volume [215]. Esta hipertrofia esta
associada com a indugao de MHCP a custa de MHCa. Esta mudancga do fendétipo
de a- para MHCp € uma indicagao de hipertrofia patologica, que é mais intensa

na hipertrofia de sobrecarga de pressao que na de sobrecarga de volume [215].

A diminuicdo na expressdo da cadeia pesada de miosina alfa (MHCa) e
0 aumento na expressao da cadeia pesada de miosina beta (MHC) prejudicam
diretamente a capacidade contratil do miocardio apos o IM [216,217]. Essas duas
isoformas da miosina sdo componentes contrateis do midcito. A MHC-a possui
atividade ATPasica mais alta, o que gera uma contracao cardiaca mais eficiente.
Por outro lado, a MHC- 8 possui atividade ATPasica mais lenta, contribuindo
para uma contracdo menos eficiente [218]. Assim, nossos dados de expressao
génica destas duas proteinas corroboram o perfil hipertréfico do ventriculo

esquerdo de animais expostos ao alcool durante o desenvolvimento fetal.

Os componentes da MEC sdo responsaveis pelo suporte mecanico e
funcionamento correto do sistema cardiovascular. Assim, uma alteracdo de
expressdo de componentes da MEC pode, ao longo do tempo, resultar
diretamente em mudancas em propriedades mecéanicas e comprometimento

funcional.

A exposicao ao alcool foi capaz de aumentar a expressdo de RNAm de
colageno | no ventriculo esquerdo, sendo que a expressdao do RNAmM de

colageno lll manteve-se inalterada. Este fato é corroborado por relatos de varios
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pesquisadores que apontaram, em diversas condi¢cdes clinicas, o aumento
significativo na expressdo das fibras de colageno tipo | como produto final
quando o tecido esta reparado. Este evento é observado, por exemplo, durante
a insuficiéncia cardiaca em modelos animais e em pacientes humanos [160,219],
engquanto o colageno Il é rapidamente sintetizado e gradualmente substituido

por fibras colageno |I.

Observamos também, aumento na expressdo do gene da
Metaloproteinase-9 de matriz (Mmp-9). Estas, sdo capazes de degradar
componentes proteicos da MEC, participando em diversos processos fisiologicos
como angiogénese, reparacdo tecidual, morfogénese, mobilizacdo de células
tronco e cicatrizagéo de feridas [220-223].

Na faléncia cardiaca, o colageno é degradado e substituido por fibras de
coldgenas com baixa capacidade de interacdo, pela acdo das MMPs, levando a
dilatacao dos ventriculos [224]. Além disso, a quebra da MEC libera moléculas
com potente efeito na sintese de matriz, tais como fatores de crescimento de
ligacdo a matriz e as matriquinas, que sao peptideos de matriz fragmentados
com atividade biolégica na regulacdo 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 esté associado a maturacéo do colageno | e
[l em individuos com IC, indicando a importancia dessas enzimas nha

configuracéo, ativacdo e deposicao do colageno no processo de fibrose [223].

Apesar de ndo termos analisado histologicamente, ha indicios que possa
ter havido uma ativacdo da transcricdo de genes relacionados ao reparo
provocado pelo insulto do alcool. A elevada expressdo de TGF-1, um estimulo
persistente na fase de reparacdo em hipertrofia e uma citocina pro-fibrética
chave corrobora esta especulacdo. Em caso de terapia anti-TGF-1 ha uma
atenuacao do remodelamento cardiaco, afetando a dindmica fibrose/infarto nos

tecidos cardiacos [225].

Assim, as proteinas da MEC, especialmente em relacdo aos resultados
de expressdo de RNAm de colageno I, TGF e metaloproteinase de matriz 9
sugerem um possivel inicio de mecanismo de transducéo de sinais moleculares

fundamentais para o processo de reparagao cardiaca [226].
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Este trabalho evidenciou que o consumo de alcool durante a gestacéao,
mesmo em concentracdes baixas a moderada pode trazer repercussdes
cardiacas que se manifestam morfologicamente com uma discreta hipertrofia e
com inumeras alteragdes moleculares semelhantes as observadas em animais
infartados experimentalmente [145]. A ativacdo da transcricdo de genes
especificos e uma possivel repercussdo da traducdo destas mensagens
evidenciam o efeito deletério silencioso do alcool na homeostase e
suscetibilidade as doencgas cardiacas. Esses efeitos adversos sobre o miocardio
podem néo afetar a funcéo cardiaca em curto prazo, mas podem ser aumentar

a vulnerabilidade cardiaca em longo prazo [194].



72

6. Consideracdes finais

Em nosso modelo experimental, a exposicéo pré-natal ao alcool resultou
em modificacdes morfométricas e na alteracado da expresséo de diversos genes
relacionados a hipertrofia cardiaca. Nossos dados sugerem que estas mudancas
evidenciam o inicio de alteracBes do milieu miocardico relacionadas a leséo e

remodelamento cardiaco.
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quiridos, necessita da integragdo cada vez mais aprofundada entre pesquisa basica
& abordagem clinica. Apesar da andlise do comportamental humano ser essencial
para caractenizar € motivar a inovago cientifica nas vanas condigles clinicas e/
ou de disfuncdo social, os estudos comportamentais bem controlados utilizando
modelos animais favorecem a ponte do conhecimento entre o [aboratono e o dinico
populacional. Mo comportamento social fino € adaptade 35 espécies animais de
experimentacdo cientifica, estudos de comunicagdo ultrassdnica em camundongos
vem sendo de extrema importincia para esclareciments de achados comportamentais
de linguagem em correspondentes em condigies humanas. O presente estudo busca
consolidar um paradigma de investigacSo comportamental em linguagem utilizando
um modelo muring de linhagem selvagem CST/BLE no contexto de vocalizagio ul-
trassdnica na separagdo matema estabelecida em filhotes pré-adolescentes. Além
da determinagso e aplicagdo do protocolo experimental aqui relatado, os resultados
demonstraram gque ndo houve diferencas nas idades analisadas e corroboram com os
dados descritos em literatura uma vez que ocorreu uma inclinagso para comunicagso
de baixa complexidade.
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INTRODUCAD

Comunicagdo vocal em animais —
Um panorama da hiologia comparada

A comunicacdo vocal € caracteristica com-
partilhada por diferentes espécies. Os chamados
sinais sonoros sdo primordiats por ditar informa-
¢Oes sobre padrio de reproducdo, acasalamento,
identificacdo de populacio, percepcdo da relacio
caca-predador e identificaciio de abrigol.

A maioria das espécies de aves e mamiferos
produz vocalizagdes que sdo controladas por

estrufuras cerebrais conectadas aos interferentes
genéticos subjacentes com pouca ou nenhuma
influéncia ambiental. Essas vocalizagdes inatas
ocorrem espontaneamente em todos os membros
saudaveis de uma espécie expostos a um estimulo?.

Do ponto de vista fisiologico relativo a voca-
lizacdo animal, ele deve gerar a pressdo correta
em seus pulmdes, ajustar a tensdo e a taxa de vi-
bracdo de suas cordas vocais e configurar o trato
respiratorio superior para produzir o som. Todas
essas acdes devem ser coordenadas com planos
de respiracio e degluticio®.

Além das questdes fisioldgicas, outro ponto
primordial € o ritmo caracterizado pelos infer-
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valos de tempo. geralmente em varias escalas,
que podem ser combinadas para produzir uma
estrufura métrica vocal hierarquica. A percepcdo
de caracteristicas ritmicas, como o agrupamento,
€ geralmente estudada na esfera experimental.
Roedores. assim como os humanos, sio capazes de
usar a alternancia de fom nas sequéncias sonoras
para agrupa-los como pares alto-baixo *.

Comunicagao em roedores -
Vocalizagdo ultrassonica

Camundongos selvagens e de laboratorio
(Mus musculus) produzem uma variedade de
vocalizagdes nltrassonicas (usvs) em auséncia ou
presenca de interagdo social tais como: 1solamento
neonatal, aproximacio social, separacdo de filho-
tes das mdes, chamadas agressivas de machos e
emissdo vocal durante o comportamento de corte
* Quando um roedor macho encontra uma fémea,
omacho apresenta um comportamento de namoro
que inchii a emissio de vocalizagdes na faxa de
frequéncia ultrassonica, ou seja, inaudivel a capa-
cidade humana A alta correlacio temporal entre
as vocalizagdes produzidas por camundongos
machos e fémeas indica que eles desempenham
um papel nas interacdes de corte. Essas difas
silabas de vocalizacdo ultrassonica consistem
principalmente de chamados de bandas simples
ou de duplo saltos rapidos de frequéncia, criando
estruturas espectrais complexas com classificagdes
em simples, modulada e harmonicas. Virios es-
tudos demonstraram que os roedores modificam
seu confendo silibico em resposta a diferentes
situagdes sociais &

Em relacdo a base nevral da comumcagdo vocal
em camundongos, a matona dos estudos se con-
centron no processamento de vocalizagdes pelo
sistema auditivo e pouco se sabe sobre o controle
neural da producgdo vocal. As investigacies sio
referentes ao coliculo inferior, um grande nicleo
do mesencéfalo que recebe informacdes de todos
os micleos auditivos do tronco cerebral -8 Os
neurdnios do coliculo inferior respondem vigoro-
samente aos usvs de roedores. Como em oufros
mamiferos, o ajuste da resposta as vocalizagoes
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nesses neurdnios € modulado pela dopamina com
camundongo contém modulacdo de frequéncia
significativa e os neurdnios do coliculo inferior
fambém mostram sintonia com esse recurso
aclistico proeminente, curiosamente dependente
da liberagdo de serotonina no coliculo inferior 19.

O registro e a analise de usvs tém ampla utili-
dade durante diversos testes comportamentais, 0s
quais fornecem informacodes detalhadas sobre o
estado emocional e 2 funcio motora do animal a
ser avaliado. Apesar das fortes evidéncias de que
05 usvs atendem uma série de fungdes comunica-
tivas, limitacdes técnicas e de custo tecnologico/
estrutural t8m sido barreiras para a matoria dos
laboratorios adotarem a analise desse protocolo 1L

A frequéncia da vocalizacdo ulfrassonica em
alguns roedores ocorre entre 30 a 100 kHz e ge-
ralmente contém saltos de frequéncia separados de
15 a 35 kHz, sendo hipoteticamente produzidos
por um mecanismo de assobio, onde dois orificios
circulares espagados geram o som!2. Nos camun-
dongos, ocorrem trés fipos principais caracteriza-
dos de chamados diferenciados: 1) ultrassom de
60 kHz induzido pelo isolamento em filhotes, 2)
ultrassom de 70 kHz induzido por interacdo entre
juvenis e fémeas adultas e 3) durante o comporta-
mento de corte e interacio de macho e fémea. O
primeiro fipo de chamada principal, ultrassom de
60 kHz induzido por isolamento, € produzido em
camundongos durante as 2 primeiras semanas de
vida, principalmente em resposta a separacdo da
mae e dos rmdos da ninhada. Conforme demons-
trado por anilises espectrograficas detalhadas, os
ultrassons de 60 kHz induzidos pelo isolamento
de apito sdo tipicamente caracterizados por uma
ampla faixa de frequéncia de somde 30a 110kHz
com dois subtipos: um se agrupando em torno de
60 kHz e outro em torno de 90 kHz. Eles duram
enfre 2 e 70 milissegundos. O padrio de emissio
€ nio aleatdrio, conforme indicado por correla-
coes positivas significativas entre as duracdes das
chamadas subsequentes. A emissdo de chamadas
nas primeiras 2 semanas de vida ¢ fortemente
dependente do estigio de desenvolvimento com
um padrio de emissio invertido em forma de
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tipicamente entre os dias 6 e 9. O segundo subti-
po, centrado em torno de 90 kHz. toma-se mais
proeminente durante o desenvolvimento 3.

As vocalizacdes tém sido intensamente
estudadas fanto em humanos quanto em uma
variedade de espécies nio humanas como aves,
Macacos, sapos, vacas e camundongos. Enquanto
as vocalizacdes diferem em origem. estrutura e
complexidade de espécies diferentes, elas geral-
mente desempenham papéls importantes em uma
variedade de comportamentos animais que servem
desde aviso simples para chamados ate cangoes de
acasalamento altamente complexas exibidas por
muitas espécies™.

Os ultrassons de 60 kHz induzidos por isola-
mento refletem estados afefivos negativos, como
ansiedade e angustia, e em repetidas publicacoes,
ficou evidente que os compostos ansioliticos
reduzem a chamada ultrassénica em filhotes
de camundongos isolados. Eles desempenham
importantes fungdes comunicativas e induzem
o comportamento de recuperacio materna em
estudos de capacidade reprodufiva. Abordagens
experimentais em reproducdo animal sio uma
abordagem complementar importante em estudos
de funcdo conmmnicativa por meio de ultrassons.
Estes avaliam as respostas comportamentais no
ammal receptor quando exposto A mensagem de
usvs preé-gravados por alto-falante especifico na
auséncia de outras variaveis de corte como odores
e movimentos. Em adicdo, os ultrassons de 60 kHz
induzidos por isolamento foram extensivamente
estudados e usados como medidas precoces de
ansiedade e de déficits de comunicacio 1.

Composicao acistica da vocalizacdo ultrassonica

Os roedores tém wm repertorio particularmente
rico de chamadas ultrassénicas que se destacam
na comunicacio intraespecifica. A estereotipia
dos padrées motores subjacentes foi demonstrada
apenas no nivel da chamada, porque estudos em
outros mamiferos sugeriram que a ‘chamada’ €
a menor unidade vocal. A geracio de algumas
chamadas parece envolver mais de um padrio
motor, sugerindo a existéncia de unidades menores

PROTOCOLO DE VOCALIZACKO ULTRASSONICA EM CAMUNDONGOS: UMA FERRAMENTA PARA AVALIACAO DO COMPORTAMENTO SOCIAL

abaixo do nivel da chamada Os padrdes motores
devem ser semelhantes entre as chamadas de
médulo tnico (produzidas por vm Gnico moédulo)
e as chamadas compostas (produzidas por varios
modulos) se uvm € o mesmo programa motor for
recrutado para produzir os dois tipos de chamada.
Dmas hipoteses foram abordadas: (1) se os padrdes
motores de nma chamada de modulo tnico sdo
idénticos aos usados em chamadas compostas; e
(2) se os roedores combinam esses modulos para
gerar chamadas compostas. A primeira hipotese
fo1 testada comparando-se a pressio subglotica e
as atividades muscuolares laringeas em madulos
Tinicos e compostos. A segunda hipotese foi testada
determinando as caracteristicas modulares dos
tipos de chamadas compostas e suas taxas. O teste
dessas duas hipoteses também permitin a deteccio
de modulos montados de maneira incompleta,
0 que era inesperado para usvs em roedores. A
coordenacio laringeo-respiratoria associada ndo
apenas forneceu um suporte adicional para nma
caracterisfica modular dos padrdes motores sub-
jacentes dos usvs, mas tambeém demonstron nma
caracteristica fundamental da coordenacdo larin-
geo-respiratoria compartilhada com a producio
da fala humana 15

Fica claro que a emissdo das vocalizacdes ul-
trassonicas, ou seja, acima do liniar de audigdo
lumana de cerca de 20 kHz. expressa estados
emocionais positivos ou negativos durante as
interacdes sociais. E bem caracterizado que roe-
dores de experimentacio emiftem usvs de 50 kHz
em situacdes apetitivas, como comportamento
de reprodugdo em juvenis, acasalamento ou em
resposta a psicoestimulantes, enquanto usvs de 22
kHz podem indexar um estado de ativacio nega-
tiva, incluindo situacdes estressantes e dolorosas.
Assim, o usvaversivo de 22 kHz e o apetitivo usv
de 50 kHz servem func¢des comunicativas distin-
tas, pois refletem padrdes distintos de ativagio
cerebral. Também € digno de nota pelo menos
trés subfipos de chamadas apetitivas descritas:
(1) chamadas planas ou simples, (2) moduladas
em frequéncia e (3) chamadas harmonicas, que se
acredita serem emifidas em diferentes contextos
sociais e estados afetivos 19,
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Circuitos centrais da vocalizagio

Compreender a evolucio do fundamento neural
dos sistemas de comunicacdo vocal intraespécie
contimia sendo um dos grandes desafios da bio-
logia. Os principios do confrole vocal mostram
sua relevincia na construcdo da linguagem hu-
mana. Embora as redes neuronais envolvidas
na produgdo da linguagem sio mais complexas
que os sistemas motores vocais de mamiferos
em geral, uma dessas pré-adaptacdes cruciais € o
enfendimento do sistema neural pré-frontal e/ou
mecanismos de controle cortical capazes de iniciar
elon modular com precisdo um processo filoge-
neficamente conservado motor vocal primario no
mamifero. E importante decifrar a interconexdo do
cortex motor com estrufuras corticais auditivas em
camundongos, computando o tempo vocal rapido
e preciso observados 17,

Os circuitos cenfrais que controlam a vo-
calizacdo tém sido amplamente estudados em
vertebrados adultos, onde se sobrepdem em seus
componentes executivos aos circuitos respirato-
rios. As vias cerebrais anteriores (1e.; pré-frontais)
que controlam a frequéncia e a sequéncia dos
ultrassons em camundongos nio 530 essenciais
para a vocalizacdo basica inata; ao confrario. € a
substincia cinzenta periaquedutal no mesencéfalo
que modula a atividade dos neurdnios motores
no cérebro posterior e na medula espinhal para
implementar chamadas e modular a respiracio 2.

Com base nos itens apresentacio e embasamen-
to tedrico. o presente trabalho busca determinar
um estudo protocolar na esfera comportamental
com base na vocalizacio ultrassonica de linhagem
selvagem comumente ufilizada nas dependéncias
de experimentacdo animal nmndial.

CASUISTICA E METODOS

Modelo animal

O protocole de pesquisa foi aprovado pele
Comité de Efica em Experimentacio e Uso de

RESBCAL. Sdo Faulo, v.Bn.1, pg. #4-31, 2020

Animais de Laboratério (CEUA) da Universida-
de Nove de Julho, sob o parecer n® 9355120319,
Foramutilizados cammindongos da linhagem C57/
BL6 entre 45 a 60 dias de vida, sendo destinada a
formac3o de dois casais.

Durante a realizacio, os animais foram man-
tidos em gabinete ventilado alocados no biotério
central do campus Vergueiro e alojados em caixa
de polipropileno com assealho recoberto de ma-
ravalha. A oferta de agua e racdo foi de maneira a
vontade, com periodo de 12 horas no ciclo claro
e 12 horas no escuro e com temperatura media de
22°C. Os filhotes foram separados das mdes para
realizacdo do protocolo experimental.

Paradigma comportamental de
vocalizacdo ultrassonica

As gravacgdes foram com base na coleta do
audio digital atraves do gravador de Avisoft Ultra-
SoundGate 116m Mobile - 41165- Delta —Sigma,
posicionado proximo a caixa teste. As andlises
sonograficas foram realizadas com o auxilio do
Avisoft-SAS LAB - Alemanha. Para a realizagio
do protocolo o microfone foi distanciado 10 em
dos ammais (Figura 1). As gravacgdes ocorreram
durante a separacdo materna pelo periodo de
duracdo de 3 minutos em idades distintas sendo
pos-natal 6 e 13 dias. respectivamente.

O animal testado foi separado da sua mie
disposto em caixa com assoalho de maravalha e
sna vocalizacdo foi gravada. Foi identificado a
composicdo achstica emitida por cada individuo
durante o confexto de separacio mae-filhote.

Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados usando o
software GraphPad 6.0 (S30 Diego, California).
Os resultados foram analisados conforme sua
distribuicdo utilizamos os testes Mann Whitney e
Teste Anova One-way com o grau de significincia
estabelecido em p<0.05

a
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Figura 1 Avaliagao da comunicagao ultrassnica em
dois momentos: periodo atribuido como a “infancia”
de b dias e periedo da “adolescéncia” com 13 dias de
vida. Instrumento Awisoft-UitraSoundGate — Awisoft
Bisacoustics com a capacitagao até 250 kHz com
posicionamento de 10 cm de distancia e coleta
realizada durante 3 minutos por animal. A maravalha
foi alterada conforme o animal avaliado (Figura
realizada com o awilio do BioRender).

RESULTADOS

Composicao da prole

Apos o acasalamento de 1 matriz sem nenhum
tipo de manipulacdo obtivemos um total de 7
indrviduos, foi registrado duas mortes de fémeas
totalizando a descrigdo com n= 5 em PN 13.

Total de ocorréncias ultrassonicas em
ambos 0s sexos e composicao acustica

Nio houve diferenca significativa entre PNG
e PN13 na avaliacdo do total de vocalizagdo
p=0.254 Figura 2A_ Na analise da composi¢io
vocal, utilizando os cntérios de comunicagio
simples. harmonica e modula em PN6. houve uma

PROTOCOLO DE VOCALIZACAD ULTRASSGNICA EM CAMUNDONGOS: UMA FERRAMENTA PARA AVALIAGAD DO COMPORTAMENTO SOCIAL

tendéncia de aumento de communicacdo do tipo
simples Figura 2B p= 0.0574 no contraponto da
avaliacio em PN13.

0Os chamados distirbios do sistema nervoso
central sdo alteracdes com significative impacto
socioecondmico sendo, tradicionalmente dicoto-
mizados entre doengas de nevrodesenvolvimento e
nevrodegenerativas de surgimento inicial ou tardio.
Eles se associam a disfuncdo da atividade neuro-
nal por perturbagdes no posicionamento neuronal
dentro se seu circuito ou entre circuitos neurais
compartilhados ou no nivel do mucrodominio das
sinapses. Alteracdes essas causalmente associadas
as doencas neurologicas aparecem precocemente,
aqui incluidas distirbios do espectro autista (TEA)
e esquizofrenia e tambeém em patologias degenera-
tivas de inicio tardio, como exemplos as doencas
de Alzheimer, Parkinson e Huntington 1°.

Diante da literatura crescente sobre usvs em
camundongos, € importante ressaltar que os pa-
drdes de desvio usvs neonatal e adultos podem
ser deterninados em investigacdes de fendtipos
comportamentais em varios modelos de camun-
dongos de distirbios do neurodesenvolvimento e
neuropsiquidtricos humanes, a partir daqueles nos
quais os déficits na comunicagdo sio um sintoma
primario 20,

Para a determinacdo protocolar experimental
aqui empregada, nota-se a importancia do numero
de animais quando da realizac3o comparativa entre
linhagens a fim de determinar suas particularida-
des. A opgdo pelo C57/BL6 foca-se na obviedade
da grande gama de estudos conduzidos e possibi-
lidade de partir para abordagens de manipulagGes
genéticas tais como a transgenia nessa linhagem,
sendo a mesma selvagem de base para a deter-
minacdo comportamental e criacdo/exploracio
de um ecossistema em ‘cativeiro experimental
académico’.

A janela de dados coletados ocorreu em idades
de PN6 e PN13 sem a distingdo dos sexos, no en-
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Figura 2 A) Total de ocorréncias acisticas em PN & N = 7 e PN 13= 3 (Mann Whitney p=0.2548). B) Exemplos de
sonograma simples, modulada e harmdnica realizado no Avisoft SASLab Pro. C) Composigao vocal em PNG (Anova
One-way p=~0.0574). D) Gomposigao vecal em PN13 (Anova One-way p=0.0683).

tanto a literatura cientifica centrada em vocalizacio
animal mostra que em PNS ndo foram encontradas
diferencas entre os sexos nas frequéncias ultrasso-
nicas analisadas de 50, 60, 70 & 80 kHz 2! Fsses
dados vio de acordo com a relagdo ao ciclo estral
(ndo foram observadas nenhuma alteracio no ni-
mero de chamadas dependente ao ciclo) em 1dade
mais avancada na fémea, enguanto no macho o
parimetro serd exclusivamente o perfil de idade.
Dessa maneira, embora os usvs estejam envolvidos
com o comportamento sexual, eles nio parecem
afetados pelo ciclo estral, apesar de crengas apon-
tando possibilidades de diferencas especificas .
Outros grupos, ao avaliarem a comunicacdo
em PNS, mostram que os resultados sustentam
a predicdo de que maior capacidade de resposta
materna € relacionada as chamadas ultrassénicas
mais baixas emitidas pelo filhote durante o isola-

RESBCAL 530 Faulo, w8 m.1, pg. H-31. 2020

mento. Isso reforca a hipdtese de nma coadaptacio
a vida famuliar que permite um ajuste fino da mae
e necessidade da prole 2.

Em relagdo a ocorréncia de vocalizagdo, alguns
estudos sugerem que as chamadas vocais em
filhotes geralmente surgem em PN4, com pico
em PNB e declinio em PN12 2 Na investigagio
da comunicacdo ultrassonica em idades distintas
(e.g.; PN1, PN3,PN7, PNE e PN14), foi observado
um nimero muito baixo de usvs na idade de PN1.
O mimero comegou a aumentar em PIN3, atingindo
pico em PN8 e depois com declinio em PN14 .
Aqui fica demonstrado uma divergéncia ainda nio
explicada ou justificada. Por nosso registro, ficou
evidente uma maior vocalizacdo em PN13 (mais
proximo de idade de PN14) que possa depender de
uma atividade exploratoria do ammal pelo formato
da coleta dos dados experimentais.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Finalmente, nosso estudo sugere nm protocolo
experimental simples e consistente em analise de
usvs que permite amplificar a abordagem para
maior compreensdo dos distirbios de neurode-
senvolvimento com impacto direto na interacio
social. Propomos a expansdo dos estudos atre-
lados a variagdes e modelos experimentais com
transgénicos para intensificar a compreensio des-
sas desordens. Sugerimos a expansio no nimero
de animais em teste a fim de detectar possiveis
sutilezas de gatilhos em outras idades especificas
dependendo das caracteristicas do modelo ex-
perimental escolhido. Adicionalmente, associar
parcerias técnicas de eletrofisiologia dos circuitos
neurais junto ao paradigma comportamental em
tempo real tornam os experimentos em neurobio-
logia mais robustos e completos, além de ofere-

cerem maior proximidade de correlato i condicdo
humana no campo dessas desordens. Finalmente,
a complexidade genética e epigenética/ambiental
das redes corficais coordenam o comportamento
vocal dentro da esfera mais ampla do comporta-
mento fino social intraespécie e, portanto, noves
estudos e paradigmas em vocalizagio de experi-
mentagdo podem contribuir significativamente
para a evolugdo dos estudos de comunicacio ainda
nido estabelecidas na literatura.
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ULTRASONIC VOCALIZATION PROTOCOL IN MICE: ATOOL FOR
ASSESSING SOCIAL BEHAVIOR

Meurodevelopmental disorders can be inherited or acquired and requires deeper
ntegration between basic and cinical rezearch. The access and analysis of human
behavior pattems are essential to push for scientific mnovation in varous clinical
conditions and/or social dysfunction, but dinical and psychological approach can be
challenging to achieve in these conditions. Thus, behavioral studies wsing animal models
in experimental settings favor and advance the understanding of newodevelopmental
dizarrangements in human population. In this regard, social behawior testing in fine and
elaborate cognitive skills such as ultrasonic vocalization in mice have been extremely
important to study behavioral findings of language dysfunciion in human condition.
Therefore, the present study seeks to consolidate a behawioral investgation paradigm
in language using a munne model of wild line CST/BLE in the context of ultrasanic vo-
calization in the matemal separation establicshed in pre-adolescent subjects. Besides
the establishment and application of the experimental design reporied here, the results
showed a frend for low complesaty communication manifested by the pre-adolescent
offsprng with no differences regarding age or sex in tested animals.
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9. Anexos

UNINOVE Comissdo de Etica no
N N N N Uso de Animais

Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DA EXPOSICAO PRE-NATAL AO ALCOOL NA EXPRESSAO DE GENES APOS INFARTO
DO MIOCARDIO EM CAMUNDONGOS C57BI/6", protocolada sob o CEUA n2 9355120319 (ip 000115), Sob a responsabilidade de José
Antonio Silva Junior e equipe; Allan Luis Barboza Atum - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 19/03/2019.

We certify that the proposal "EFFECT OF PRENATAL EXPOSURE IN EXPRESSION OF GENES AFTER MYOCARDIAL INFARCTION OF
C57BI/6 MICE", utilizing 12 Isogenics mice (males and females), protocol number CEUA 9355120319 (b oo0115), under the
responsibility of José Anténio Silva Junior and team; Allan Luis Barboza Atum - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of 03/19/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 03/2021 Area: Medicina
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 45 a 60 dias N: 12
Linhagem: C57BI/6 Peso: 15a25¢g

Local do experimento: Salas de Experimenta¢do do Biotério da UNINOVE, unidade Vergueiro.
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