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RESUMO

A exposicao ao alcool no periodo gestacional (EPA) é um problema de saude
publica mundial. Acredita-se que o alcool favorega a formagao de teratogenias
induzidas por morte celular em decorréncia de desequilibrio entre a producéo de
especies reativas de oxigénio e antioxidantes endoégenos. Poucos estudos tém
avaliado o impacto e os mecanismos celulares a longo prazo envolvidos em
individuos portadores das Desordens do Espectro Alcodlico Fetal (FASD). Desta
forma, faz-se necessario novos estudos que avaliem as alteragdes moleculares
causadas pelo EPA. O objetivo deste estudo foi analisar a expressao de RNA
mensageiro (RNAm) de genes participantes das vias do metabolismo e
sobrevida celular no miocardio. Desta forma, utilizando 10 camundongos
isogénicos C57BI/6 expostos ao alcool a 10% (v/v), forma analisadas as
expressbes de RNAm de genes componentes de vias de sobrevivéncia e
metabolismo celular (AKT-I, VEGFA, GAPDH, HK1, NDUFA3, PFKM, SLC2A1,
TAZ e UCP2) no miocardio de animais machos e fémeas com exposi¢ao prénatal
ao alcool. A EPA modulou a expressao de todos os genes analisados, inclusive
do GAPDH que é reconhecido gene enddgeno de controle em reagdes
moleculares. Entre machos e fémeas, ndo houve diferenca de expressao entre
2 genes (HK1 e TAZ), entretanto todos os outros apresentaram diferencas nas
expressoes de genes relacionados a angiogénese, metabolismo e sobrevida
celular entre machos e fémeas com EPA. Em concluséo, nossos dados sugerem
que a EPAresultou em modificagdes transcricionais que persistiram no miocardio
na fase adulta, sendo mais pronunciadas em machos que em fémeas.
Observamos também que, em fémeas EPA, parece haver maior ativacdo de

cardioprotecdo em relagao ao estresse oxidativo gerado pelo alcool.

Palavras-chave: Alcool, expressdo génica, miocardio, metabolismo,

sobrevivéncia celular.



ABSTRACT

Exposure to alcohol during pregnancy (EPA) is a worldwide public health problem.
It is believed that alcohol favors the formation of cell death-induced teratogenicity
due to an imbalance between the production of reactive oxygen species and
endogenous antioxidants. Few studies have evaluated the long-term impact and
cellular mechanisms involved in carriers of Fetal Alcohol Spectrum Disorders
(FASD). Thus, further studies are needed to assess how molecular changes are
caused by EPA. The aim of this study was to analyze the expression of
messenger RNA (mMRNA) of genes participating in the pathways of metabolism
and cell survival in the myocardium. Thus, using 10 inbred C57BI / 6 mice
exposed to 10% alcohol (v / v), they were analyzed as mRNA expressions of
component genes of access pathways and cellular metabolism (AKT-I, VEGFA,
GAPDH, HK1, NDUFA3, PFKM, SLC2A1, TAZ and UCP2) in the myocardium of
male animals and auction with prenatal exposure to alcohol. An EPA module for
the expression of all responsible genes, including GAPDH which is recognized
as the endogenous control gene in molecular reactions. Between males and
betrothed, there was no difference in expression between 2 genes (HK1 and
TAZ), however all other differences in gene expression related to angiogenesis,
metabolism and cell survival between males and betrothed with EPA. In
conclusion, our data found that EPA resulted in transcriptional changes that
persisted in the myocardium into adulthood, being more pronounced in males
than in the second. We also observed that, separately from EPA, there seems to
be greater activation of cardioprotection in relation to the oxidative stress
generated by alcohol.

Keywords: Alcohol, gene expression, myocardium, metabolism, cell survival
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1. INTRODUGAO

O etanol (EtOH) pertence a uma classe de compostos organicos que
possuem uma estrutura de grupos hidroxila ligados ao carbono saturado e sua
férmula quimica é o C2HsO (CH3CH20H). O etanol € obtido pelo processo de
fermentacdo de acgucares que procedem de frutas ou sementes pela agao da
levedura Saccharomyces cerevisiae. O alcool possui densidade absoluta, com
padrdao de pureza de 99,5% e € considerada a mais antiga substancia

estimulante utilizada pelo homem [1,2].

Em 2018, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou dados
referentes ao ano de 2016, onde estipulou que 43% da populagdo mundial em
idades acima de 15 anos possam ter ingerido bebida alcodlicas nos ultimos 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, ficando abaixo da média americana de (8 L), mas ainda assim superando
a média global [3,4]. Segundo pesquisa do DATASUS, o consumo exagerado de
alcool por mulheres aumentou entre os anos de 2006 e 2018, com alta de 7,7
para 11%. O consumo de alcool prolongado (crénico) ou de maneira esporadica
(agudo) pode contribuir para o surgimento de condi¢des fisiopatolégicas sérias

que podem afetar redes de 6rgdos como coragao, figado entre outros [5].
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Figura 1. Consumo total de alcool per capita (APC) por regido WHO (mais de 15 anos; em litros
de alcool puro), 2016. Adaptado de WHO, 2018. AFR — Africa; AMR — Américas; EMR —

Mediterraneo oriental; EUR — Europa; SEAR — Sudeste asiatico; WPR — Pacifico ocidental.
O éalcool age de maneira diferente em cada pessoa e depende da
interacdo com fatores do ambiente e genética, principalmente se relacionado ao
28



periodo de desenvolvimento gestacional [6,8]. Por ser uma molécula
hidrossoluvel e por apresentar um baixo peso molecular [11,12], sua absorgéo é
facilitada no estomago e no intestino delgado. O estomago absorve rapidamente
20% de todo volume consumido, com exceg¢ao da ingesta em conjunto com
alimentos que fazem reduzir a absorg¢ao. O intestino delgado pode absorver até
80% independente da ingestdo de alimentos, tornando o principal érgéo
responsavel pela absorcao do alcool [2,13]. Depois de 90% de absorg¢éo, o alcool
consumido migra para o figado por meio do sistema circulatério, onde sera
metabolizado por meio da via oxidativa ou ndo oxidativa (pouco ativada). O

restante € expelido pelos pulmdes, urina e suor [14].

Dentro da via oxidativa (Figura 2), que €& a principal via desse
metabolismo, o alcool € oxidado em acetaldeido devido a acado das alcool
desidrogenases (ADH) e também pela forma oxidada da dinucleotideo de
nicotinamida-adenina (NAD+), da via da fosforilagdo oxidativa [2,5,15]. Em
elevadas concentracdes de alcool no corpo, ou quando a ingestao € cronica, as
enzimas ADH sao incapazes de metabolizar sozinhas toda concentragao de
alcool ingerida e neste caso ativam duas vias como alternativas. A primeira via a
ser ativada é o sistema de enzimas microssomais oxidativas (MEOS) no reticulo
endoplasmatico liso (REL) das células hepaticas (hepatdcitos). [2,12,16,17]. O
citocromo P450 IIE1 (CYP?®') ativado converterd o EtOH em acetaldeido
utiizando moléculas de fosfato de dinucleotideo de nicotinamidaadenina
hidrogenado (NADPH) e O2 com gasto de ATP (Figura 2) [2,12]. A via das
catalases nos peroxissomos € outra via de metabolizagdo que efetua a

conversao do alcool em acetaldeido [18].

Desta forma, apos a acdo das aldeido desidrogenases (ADLH) nas
mitocondrias [2,12] o acetaldeido é convertido em acetato, propiciando sua
conversdao em acetil coenzima A (Acetil-CoA) por meio das enzimas como
AcilCoA sintetase, sendo disponibilizado para todo o organismo via sistema
circulatoério, podendo ser utilizado como combustivel pelas células ou como eixo
para moléculas funcionais ao associar-se ao ciclo de Krebs, resultando em
diéxido de carbono (CO2) e H20 [2].
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Figura 2. Esquema das 3 vias oxidativas do metabolismo alcodlico. Via principal (ADH2) e as
vias complementares ativadas pelo consumo crbénico 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; CYP2E! — 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; H202 —
peréxido de hidrogénio; H20 — hidroxido de hidrogénio; Acetil-CoA — Acetil coenzima A; H* —
hidron (cétion de hidrogénio); Oz — Oxigénio; CO2 — didxido de carbono. (Adaptado de Atum
2020).

Estas vias podem impedir o metabolismo de acidos graxos e a sintese
de proteinas, além de aumentar a peroxidacao lipidica e a formacado de EROs
[2,12,17,18]. Outro aspecto a se considerar € que mulheres possuem uma
producado menor concentracédo de ADH no estdbmago e no figado, o que facilita o
acumulo de acetaldeido no organismo e aumenta o risco de comorbidades
relacionadas ao consumo de alcool, principalmente durante a gestacao, dado
como o processo fisiolégico mais importante do desenvolvimento humano
[19,22]. Na morfogénese, ocorrem diversas mudangas essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das células e sistemas, com isso as células
podem sofrer alteragcdes tanto em forma, tamanho, posicdo, nimero e aderéncia
[20,23,25].

E importante salientar sobre a dificuldade de classificar a intensidade da
exposicao alcoodlica pré-natal (EPA) sua forgca de interacdo ou até mesmo se
existe uma dose segura, pois depende de uma gama de fatores, como tempo de
exposicdo, nivel de exposicdo e o estado nutricional no qual a gestante se

encontra [6,8,24,27]. Sabe-se que em torno de 2% do EtOH ingerido pela
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gestante durante o periodo de amamentagao € passado de méae para filho e esse
percentual é suficiente para interferir no desenvolvimento neuromotor, ciclo
circadiano e processo de aprendizagem [28,31], tornando-o principal fator
teratogénico que causa defeitos congénitos evitaveis [8,32,35] O consumo
alcodlico gestacional pode favorecer diversas modificagcbes moleculares,
fisiologicas e comportamentais que podem ser irreversiveis [36,38] podendo
ocorrer morte celular, atrelada possivelmente, a um desequilibrio entre a
producdo de EROs e a capacidade das células do feto de combater com

antioxidantes enddgenos [8,23,33,39].

Um fator agravante é relatado em estudos que indicam que mulheres
gravidas em condi¢cdes de baixa renda sdo mais vulneraveis ao consumo de
substancias teratogénicas como drogas ilicitas e alcool [21,22,40,41]. Além de
mulheres com idade superior a 30 anos terem maior probabilidade de
desenvolverem problemas gestacionais no feto ao ingerirem alcool durante a
gravidez [44], cresce o risco de desenvolver teratogénias ou defeitos do
nascimento (DNs) [3,42,43,45].

Descrita como importante causa de mortalidade durante as primeiras
quatro semanas de vida em neonatos no mundo, os DNs somam cerca de 303
mil casos por ano [3,42,43,45]. No Brasil, o numero de o6bitos chega a ser
considerado a segunda maior causa de morte infantil (11,2%) e representa 37%
das admissdes pediatricas hospitalares [3,45,48]. Estudos atuais demonstram
que defeitos congénitos no sistema cardiovascular e circulatério foram os
responsaveis por tais 6bitos no Brasil [47,49] mostrado segundo pesquisa do
DATASUS [48] 19.386 casos, entre 2008 e 2017 (Tabela 1).

Tabela 1 — quantidade de nascimentos por categoria de anomalias no Brasil de 2008 — 2017.
Fonte: MS/SVS/DASIS - Sistema de Informagdes sobre Nascidos Vivos — SINASC 10/2019.

NCOP — Néo Classificados (as) em Outra Patologia — Classificagdo CID10.
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Nascimentos

Categoria de anomalia 2013-2017 | 2008-2017
Espinha bifida 2008-2012 3.265 5.833
2.568
Outras malformagdes congénitas do sistema nervoso 9.748 13.592 23.340
Malformagdes 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 malformagbes congénitas aparelho digestivo 4.571 5.238 9.809
Testiculo nao-descido 1.459 2112 3.571
Outras malformagées 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 malformagdes 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/n&o informado 1.407 190 1.597
TOTAL 107.879 12.1243 229.122

Com base nos casos acima descritos, muitas alteragdes fisiopatoldgicas
podem estar ligadas ao consumo de alcool. Esse consumo, mesmo que seja de
baixo a moderado, tem crescido entre as gestantes anualmente [3,50]. Varios
estudos no Brasil apresentam uma estimativa deste consumo que varia de 10 a
40% de todas as participantes [16,51,55]. No entanto, ha evidéncias que tais
estimativas podem ser maiores devido a dificuldade de cada mulher gestante em
tratar do assunto que pode também estar relacionado com a ingestao de outras
drogas [3,44,50,55,57].

1.1 Diferengas no género e doenga cardiaca

As doencas cardiacas manifestam-se e desenvolvem de 7 a 10 anos
mais tarde em mulheres do que em homens e € a principal causa de morte em
mulheres [58]. O risco de desenvolver doengas cardiovasculares ainda é
frequentemente ignorado devido a falsa percepcdo de que as mulheres sao
menos suscetiveis a doencas cardiacas. A falta de importancia com que tem
tratado o assunto e as diferencas clinicas que sao apresentadas em mulheres
levam a estratégias de manejo clinico menos efetivas e uma taxa reduzida no
percentual de mulheres em ensaios clinicos [58]. Além do mais, € necessario que

haja um maior autoconhecimento e identificagdo dos fatores que levam ao risco
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de desenvolver doencas cardiacas, o que resulta em uma melhor prevencgao de

eventos cardiovasculares [58].

Perrino et al. (2020), em estudos pré-clinicos e epidemioldgicos,
sugerem que a suscetibilidade a Doenga Isquémica do Coragao (DIC) pode ser
o resultado da programacéo fetal por meio da limitagdo do numero final de células
no coragao, densidade de vasos reduzida e por modificagcdo epigenética da
expressao génica. Os dimorfismos sexuais podem ser devidos a diferengas

hormonais fetais e outras diferengas menos bem caracterizadas [59].

No estudo de Grant et al (2020), as diferengas relacionadas ao sexo nas
doencgas cardiovasculares sao atribuidas principalmente aos horménios sexuais
masculinos e femininos. Tradicionalmente, acredita-se que o estrogénio forneca
um efeito protetor, enquanto a testosterona tem um efeito cardiovascular
prejudicial. No entanto, essa hipotese, que tem oferecido base biolégica para
varias doengas cardiovasculares que sao mais prevalentes e mais graves em
homens, nao poderia explicar outras observagdes clinicas e pré-clinicas. O pior
progndéstico de mulheres pds-menopausicas recebendo terapia suplementar de
estrogénio atribuida principalmente ao aumento da taxa de eventos
tromboembdlicos, e piora da insuficiéncia cardiaca em animais experimentais
machos castrados, o que sugere um papel cardioprotetor dos androgénios. Além
dos hormdnios sexuais, estudos sugerem que diferencas inerentes nos genes
dos cromossomos sexuais podem auxiliar para diferengas sexuais em doencgas
cardiovasculares. Esses achados sugerem fortemente que o dimorfismo sexual
em doencas cardiovasculares é altamente complexo em humanos e, portanto, é
de suma importdncia que se faga investigagbes em modelos animais

experimentais [60].

Holzhauer et al (2020) relataram que o alcool gera mais efeitos negativos
sobre a saude das mulheres do que dos homens, mesmo em niveis mais baixos
de exposi¢ao ao alcool ajustados pelo peso, em parte devido as diferengas de
género na farmacocinética do alcool. Como as mulheres normalmente tém
menos agua corporal total e maior gordura corporal total, o alcool esta mais
concentrado do que nos homens, criando um maior teor de alcool no sangue em
doses e pesos semelhantes. Mulheres com disfungdes do uso de alcool (AUD

em inglés) também tém maior probabilidade de desenvolver doengas cardiacas,
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cancer e doencgas hepaticas relacionadas ao alcool, e mais atrofia cerebral geral

secundaria ao consumo cronico de alcool [61].

Com avango da idade, segundo estudo de Fazal, et al (2014), o nUmero
de células cardiacas tem reducéo importante nos homens por meio de diferentes
processos, incluindo apoptose e necrose, enquanto o numero e o tamanho dos
cardiomiocitos sado preservados em mulheres da mesma idade. Em
cardiomiocitos, varias caracteristicas bioquimicas como a atividade da
telomerase variam de maneira diferente em homens e mulheres ao longo da vida.
A telomerase é uma enzima que repara a repetigcao telomérica de DNA perdida
durante o ciclo celular, restaurando assim o comprimento dos teldmeros. A
manutencdo do teldbmero € um mecanismo pelo qual a viabilidade celular é
preservada, e o encurtamento do teldbmero ocorre no estagio final da insuficiéncia
cardiaca. Em humanos, a atividade da telomerase ¢é detectavel nos
cardiomiocitos de adultos jovens e diminui com o envelhecimento nos homens,
enquanto aumenta acentuadamente nas mulheres. Esses dados enfatizam uma

diferencga de género na viabilidade e replicacdo dos cardiomiécitos [62].

O consumo de alcool por homens e mulheres por diversas vezes tém
sido associado a um risco aumentado para o desenvolvimento da hipertenséo,
fibrilacdo atrial, e acidente vascular cerebral. As relagdes entre o consumo
excessivo de alcool cronico e as doengas cardiacas coronarias (DCC) tém sido
menos consistentes. Alguns estudos mostraram que beber ja foi um fator de risco
tanto para mulheres quanto para homens, enquanto outros estudos nao
demonstram tais conexdes [63]. Deste modo, nosso estudo busca encontrar as
diferengas moleculares iniciais que possam contribuir para disfungbes no
miocardio.

1.2 Alteragoes cardiacas e exposigcao pré-natal ao alcool

As alteracdes no sistema cardiaco derivadas da exposi¢cao pré-natal ao
alcool podem ser divididas em alteragdes diretas, que surgem na estrutura e na
formagao de células cardicas e indiretas, que estao ligadas aos mecanismos e
substancias importantes na funcionalidade do sistema cardiovascular. Cinquenta
por cento dos individuos nascidos com Sindrome do Alcool Fetal (FAS)
apresentam cardiopatias congénitas, enquanto que nascidos com os Transtornos

do Espectro Alcodlico Fetal (FASD) esta proporcao cai para 38% Os defeitos
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variam entre alteracbes no septo atrial ou ventricular, malformacao adrtica e
valvares, baixo peso cardiaco e atrofias [64,65,66,67]. Essas alteragdes evoluem
para casos mais graves ao longo da vida do individuo, podendo até mesmo levar
ao 6bito. Outros estudos apontam que 80% das criangas que nascem com FASD
nao apresentam sinais fisicos evidentes, gerando uma dificuldade no diagnéstico

das cardiopatias mais superficiais. [68].

O alcool pode interferir no processo de acoplamento de contragdo por
excitacao (E-C), agindo nos niveis de calcio no citosol das células contrateis,
além de reduzir sua sensibilidade a este cation [5]. A falha nesse mecanismo
pode levar o coragao a episodios de hipdxia e isquemia, resultando em defeitos
cardiacos e abortos em fetos. Isso se repete na cardiopatia alcodlica
(cardiomiopatia dilatada), uma doenga degenerativa do miocardio caracterizada
pelo débito cardiaco deprimido, ou seja, a capacidade reduzida de bombeamento
sanguineo ocasionado pela reducdo na contragao/dilatacdo das camaras

cardiacas [69].

De forma indireta o alcool pode ter agdo em moléculas responsaveis por
modular a funcdo cardiaca, sendo o caso da epinefrina, dopamina e
noradrenalina. O alcool causa redugdo da sintese proteica miofibrilar,
prejudicando sua funcao fisiolégica. Em ratos, foi verificada diminuicdo na
quantidade de miocitos e aumento do tamanho do ventriculo esquerdo [5].
Camundongos expostos ao EPA apresentam alteragbes ventriculares, parede
mais fina, assim como defeitos valvulas cardiacas [70,71], assim como elevagao
na pressao arterial, resultado de funcao renal e vascular em desequilibrio [71,72].

Yuan te al (2015) mostraram que ocorre declinio na expressao das
proteinas SOD1, UCP2 e PCGa, que sao de extrema importancia para fungao
dos cardiomidcitos apos serem expostos ao EPA em camundongos com dieta
hiperlipidica [73]. Este dado permitiu compreender que a exposicao pré-natal ao
alcool gera um ambiente repleto de estresse oxidativo no sistema cardiovascular
desde o principio de sua formacdo. Esse ambiente alterado pode gerar
modificagdes no coragdo de varias maneiras, por exemplo em fibroblastos,
células sensiveis aos estimulos nocivos [74] e formadores de matriz extracelular
(MEC) cardiaca importantes na fixagao e organizagao dos cardiomidcitos [75,76],

no controle da proliferacdo, migracao e diferenciagao celular [77]. Quando o
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fibroblasto é estimulado pelo agente nocivo, ele modifica os compostos da MEC,
como colageno e fibronectina, que fazem parte da regulagcéo do desenvolvimento
de cardiomiécitos. Os cardiomidcitos, por sua vez, se diferenciam em
miofibroblastos e expressam actina do musculo liso a (Acta2), aumentando a
secrecao de colageno [78]. No estudo de Ninh et al (2019) utilizando cultura de
células cardiacas de camundongos expostos ao alcool prénatal nos dias (6,75 e
7,25) de gestacéo, foi observada diminuicdo da expressdo de RNA mensageiro
(mRNA) de Col1a1 e aumento de mRNA Col3a1. Além disso foram observadas
reducao da expressao proteica de Col1al e elevagdo de Col3al1 no tecido

cardiaco [65].

Prioste et al (2003) mostraram que o uso de EtOH (aguardente da
canade-agucar) em seres humanos apresentou modificagdes epigenéticas no
ciclo metionina-homocisteina pela reducdo da absorcdo de folato ocasionado
pela necessidade de vitamina B6, sendo esta importantissima para este ciclo
[79]. A metionina (MET) € um aminoacido essencial, convertida no organismo
para Sadenosilmetionina (AdoMet) via metionina-adenosiltransferase (MAT),
sendo posteriormente hidrolisada em homocisteina (Hcv) e adenosina [80]. No
entanto quando € observado um desequilibrio na cadeia metionina-
homocisteina, ha elevagdo da homocisteina no organismo (hiper-
homocisteinemia), sendo fator de risco para doengas cardiovasculares como,
aterosclerose, trombose, e lesdes nos vasos que podem provocar obstrugdes e
rompimentos, causando isquemia.

[81,82,83].
Os estudos disponiveis na literatura médico-cientifica relacionados a

FASD e doencgas cardiovasculares sdo, em sua maioria, focados no periodo de
desenvolvimento do coragao. O desenvolvimento do coracao se inicia a partir do
sétimo dia de gestacdo, acompanhado da diferenciacdo e migracao de células
progenitoras. O consumo de alcool neste periodo € um fator agravante para

transformacgdes genéticas e estruturais [65].

Turcotte et al. 2002 estudaram a exposi¢ao pré-natal ao alcool de maneira
crdnica e observaram (6,36% v/v) aumento na presséo arterial média (PAM) e
reducdo do relaxamento dependente do endotélio adrtico em ratos de 25
semanas de idade [72]. Outro estudo, usando PAE 6% v/v alcool, apontou

evidéncias de hipertrofia ventricular esquerda e fibrose cardiaca em prole de
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ratos de ambos os sexos com idade de 8 meses [84]. Walton et al. (2019)
mostraram que a exposicdo baixo-crénica ao alcool durante o periodo
gestacional esta ligada a pressdo arterial reduzida e a resposta pressora
atenuada ao estresse prole de fémeas. No entanto, este fato nao foi observado

em machos apos 1 ano de vida que equivale a meia idade humana. [85]
1.3 Biomarcadores

O genoma € o armazenamento das informagdes biolégicas de um
individuo, mas sozinho é incapaz de liberar essas informagdes para a célula,
requerendo a atividade coordenada de enzimas e outras proteinas. A rede de
complexas reagdes bioquimicas denominada expressdo do genoma, ou
transcriptoma, é usada para designar o conjunto de moléculas de RNA derivadas

desses genes codificadores de proteinas. [86,87]

Inicialmente, o termo transcriptoma compreendia somente o conjunto de
moléculas de RNA, denominadas RNAs mensageiros (mMRNAs), sintetizadas a
partir da transcricdo do DNA, correspondendo a menos de 4% do RNA total de
uma célula [88]. Com o avango do entendimento desses processos, verificou-se
a participagdo de outros conjuntos de RNAs ndo codificantes, como os
transportadores (tRNAs) e os ribossémicos (rRNAs) [87,89].

Os biomarcadores, ou marcadores biolégicos, sdo denominados como
caracteristicas que podem ser medidas experimentalmente e indicam a
ocorréncia de determinada fungcdo normal ou patolégica em um organismo ou
resultado de uma intervencao terapéutica [90]. Os biomarcadores possuem
potencial para estimar estados de doenga, compreender alteracbes ou mau
funcionamento nos processos fisioldgicos, orientando pesquisas que contribuam
para o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes, com menor efeito
colateral e ndo-invasivas.[90,91]. A seguir, detalharemos as caracteristicas dos

genes analisados neste estudo:

1.4. Caracteristicas e expressao do gene AKT

O gene AKT -Serine /Threonine kinase | possui uma localizagdo genémica
no cromossomo 14q32.33, sendo uma serina/treonina quinase envolvida na

regulacao dos sinais de sobrevivéncia celular. AAKT é expressa em linfocitos T
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e B, sendo ativada em resposta a estimulagado de citocinas e receptores de
antigenos. S&o conhecidas trés isoformas de AKT identificadas como AKT-1,
AKT-2 e AKT-3, sendo responsaveis pela regulagem de diversos processos que
incluem metabolismo, proliferagdo, sobrevivéncia celular, crescimento e
angiogénese. A expressao de AKT é ubiqua, especialmente no Figado, Musculo,
Sistema nervoso, Glandula adrenal, Pulméo, Pele, Pancreas, Intestino, Coracéo,
Olho, Sangue, Rim, Linfonodo, Medula 6ssea, Bago, Estdmago, Glandula
tiredide, Osso, Vesicula biliar e Urina. Este gene é superexpresso no utero
[92,93].

Bozi (2015) verificou a agdo do gene AKT como um agente cardioprotetor,
durante o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) pelo acumulo de proteinas
mal enoveladas, sendo capaz de reduzir a fungdo cardiaca e instalacdo da
insuficiéncia cardiaca. Embora o mecanismo responsavel pela disfungao contratil
induzida pelo estresse do RE seja pouco conhecido, evidéncias sugerem que a
inibicdo da via de sinalizacdo PI3/AKT pela proteina JNK podendo estar
envolvida nessa resposta. Zhang et al. (2011) evidenciaram que a inibicao da
quinase AKT (Protein Kinase B) pelo estresse do RE pode alterar a contratilidade
de cardiomiécitos, assim como verificaram que a disfuncdo contratil e as
alteracdées dindmicas do Ca*? induzidas pelo estresse do RE ndo foram

observadas nos cadiomidcitos que expressavam uma forma ativa de AKT [94,95].

1.5. Caracteristicas e expressao do gene VEGFA

O gene VEGFA - fator de crescimento endotelial vascular A (ou VEGF-165)
possui localizagdo genémica no cromossomo 6p21.3. Este gene opera por meio
dos receptores de VEGFR-1 e VEGFR-2 expressos predominantemente no
endotélio vascular, causando alteragdes na divisdo e migragao celular e influxo
citoplasmatico de calcio, o que faz com que sua concentragdo aumente em até
quatro vezes. O aumento da permeabilidade venosa para macromoléculas
permite que as proteinas plasmaticas se espalhem por todo espago vascular,
resultando em coagulagao do fibrinogénio e deposicao do gel de fibrina, que
funciona como matriz provisoria para o crescimento de novos vasos sanguineos.
A maior permeabilidade microvascular esta relacionada a angiogénese em uma

variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos, o que evidencia que o gene
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VEGF possa ser um importante mediador da angiogénese. O VEGF atua na
cicatrizacdo de lesdes, no ciclo reprodutor feminino, no processo de
degeneragao muscular, retinopatia diabética em isquemia do miocardio, entre
outros. Sua expressao de mRNA se da em tecidos humanos como: Sistema
musculoesquelético, Sistema nervoso e Pulmdes, Sistema Cardiovascular,
sendo superexpresso na tireoide e vesicula biliar. As isoformas VEGF189,
VEGF165 e VEGF121 sdo amplamente expressas. Entretanto, as isoformas
VEGF206 e VEGF145 sdao menos expressas.[96]

Kalil et al. (2010) avaliaram a seguranca, viabilidade e a perfuséo
miocardica apos administragdo intramiocardica, transtoracica de VEGF 165
plasmidial em pacientes com doenga arterial coronariana avangada e angina
refrataria, ndo passiveis de revascularizagao percutanea e cirurgica. Utilizando
como metodologia o ensaio clinico fase I/ll com treze pacientes cardiopatas
isquémicos com angina refrataria submetidos a injegbes intramiocardicas de
2000ug VEGF 165 plasmidial, os autores observaram que n&ao houve 6bitos nem
diferengas em cintilografias miocardicas, em testes ergométricos e questionarios
de qualidade de vida. A terapia com o gene VEGF demonstrou-se segura e viavel
nestes pacientes e os resultados iniciais tendem a demonstrar melhora na
gravidade da angina e redugao da intensidade da isquemia miocardica [96,97].

1.6. Caracteristicas e expressao do gene GAPDH

O gene GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase possui
localizacdo gendémica no cromossomo 12p13.31. Esse gene possui atividades
gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase e nitrosilase, desempenhando papel
importante na glicolise e nas fungdes nucleares que incluem transcrigao,
transporte de RNA, replicacdo de DNA e apoptose. O GAPDH catalisa a primeira
etapa da via convertendo D-gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 3-fosfato-D gliceroil
fosfato, componente do complexo GAIT (Inibe tradugao ativado por interferon
gama) que medeia a inibigdo da tradugao seletiva do transcrito induzida pelo
interferon gama nos processos inflamatérios. A expressdo de GAPDH pode estar
aumentada no musculo de mamiferos diabéticos, em tecidos afetados de
pacientes com Alzheimer, cirrose hepatica alcodlica ou em cultura de células
durante necrose. O GAPDH ¢é considerado sensor de estresse celular intra- e
extracelular com capacidade de ativar vias para se recuperar do insulto ou ativar

via apoptoética. Quando expressa a niveis aumentados, essa enzima esta
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envolvida em diversas doencas e condigdes neurodegenerativas, sendo
superexpresso em musculo esquelético. O GAPDH, apresenta estabilidade de
expressdo de RNAm como gene de referéncia no ventriculo cardiaco esquerdo

de ratos que foram submetidos a hipoxia intermitente crénica. [98,99]

1.7. Caracteristicas e expressao do gene HK1

O gene HK1 (Hexoquinase 1) possui localizagdo gendmica no
cromossomo 10g22.1, estando relacionado com o metabolismo da glicose e
galactose. A HK1 catalisa a primeira etapa essencial do metabolismo da glicose
com a conversao do substrato glicose em glicose-6 fosfato. Este evento de
fosforilagdo acopla diretamente a glicose extramitocondrial a fosforilagao
oxidativa intramitocondrial (Cavalcante, 2014). Este gene é superexpresso no

cérebro cortex frontal e retina, coracéo, pele, pulmao entre outros. [100]

De acordo com (Waskova et al.,, 2015), a hexoquinase possui alta
capacidade de extinguir a formagao de espécies reativas de oxigénio, devido a
sua associagao com as mitocondrias, impossibilitando a abertura dos poros de
transicdo de permeabilidade da membrana e prevenindo a morte celular.
Waskova et al., demonstraram que a expressao elevada de isoformas HK1 e HK2
no ventriculo esquerdo hipéxico aumentou a atividade de HK total, contribuindo

para um fendtipo cardioprotetor [101,102].

1.8. Caracteristicas e expressao do gene NDUFA3

O gene da Ubiquinona oxidoredutase subunidade A3, conhecido por
NDUFA3, possui localizagdo gendémica no cromossomo 19q13.42, sendo uma
proteina NADH desidrogenase (ubiquinona) subcomplexa subunidade alfa 3. E
expressa na prostata, regido auricular do atrio direito, amigdala, apice do
coragao, entre outros. Quanto a sua fungdo, € uma subunidade de cadeia
respiratéria da membrana mitocondrial NADH desidrogenase (complexo ). O
complexo | funciona na transferéncia de elétrons de NADH para cadeia
respiratoria e acredita-se que o receptor de elétrons imediato da enzima seja a

ubiquinona.
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Segundo Parreira (2018), o extresse oxidativo é intimamente ligado ao
processo de hipertrofia cardiaca e a geragédo de radicais livres. Na hipertrofia
induzida por isoproterenol foi comprovada que a ativagdo de MAPK14 esta
relacionada com a regulagdo negativa de PGAM1 (fosfoglicerato mutase 1),
NDUFA3 e NDUFA11, indicando que o metabolismo energético € alterado no

modelo. Pouco se sabe da relagdo de NDUFAS e o coragao [103,104].

1.9. Caracteristicas e expressao do gene PFKM

O gene PFKM, denominado fosfofrutoquinase muscular, possui localizagao
cromossdmica 12q13.11, sendo expresso no ventriculo esquerdo, vasto lateral,
tecido muscular, esquelético, deltoide, coragdo, ventriculo direito, triceps
braquial, cortex cerebral, miocardio entre outros. Existem trés isoenzimas
fosfofrutoquinase em humanos e funcionam como subunidades da tetramero
fosfofrutoquinase de mamiferos. A PFKM catalisa a fosforilagdo da frutose-
6fosfato em frutose -1-6- bifosfato. Entre suas vias relacionadas estdo o
metabolismo da glicose e sinalizagdo de AKT. E um gene superexpresso em
musculo esquelético e no coragao.

Conforme Garcia et al. (2009), as mutag¢des no gene da fosfofrutoquinase
muscular (PFKM), uma enzima regulatoria chave da glicolise, causam doencga de
armazenamento de glicogénio Tipo VII (GSDVII). As manifestacdes clinicas da
doenca vao desde a forma grave, levando a morte na infancia, até a forma
classica, que se apresenta principalmente com intolerdncia ao exercicio.
Camundongos nocautes para PFKM apresentaram alta letalidade no desmame
e reducdo da expectativa de vida, devido as alteragbes metabdlicas e
desenvolveram hipertrofia cardiaca com a progresséo de idade. Em conjunto,
essas alteracdes resultaram em hipoxia e hipervascularizacdo muscular,
comprometimento do metabolismo oxidativo, necrose de fibras e intolerancia ao
exercicio [105,106].

1.10. Caracteristicas e expressao do gene SLC2A1

O gene SLC2A1 - Proteina GLUT1 (transportador de glicose tipo 1) possui
localizagdo genémica no cromossomo 1p34.2 [107] A GLUT1 facilita o transporte
de glicose, captacao constitutiva ou basal de glicose e tem ampla especificidade

de substrato muito grande (Santos, 2017), podendo transportar uma variedade
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ampla de aldoses, incluindo pentoses e hexoses. E a molécula transportadora de
energia mais importante do cérebro, presente na barreira hematoencefalica e
garante o transporte da energia da glicose para o cérebro. Sua expresséo €&
localizada no cérebro e cértex cerebral, superexpresso no nervo tibial, epitélio

nasal, retina e placenta [107,108,109].

Brunetto (2011) relatou que os horménios tireoidianos (HTs) participam do
controle de fungdes essenciais do organismo relacionadas ao crescimento,
desenvolvimento e metabolismo. Por meio das acbes nucleares, eles controlam
as expressoes de varios genes cardiacos, como o SLC2A1. A Sindrome de
Fanconi-Bickel (caracterizada por hepatomegalia, intolerdncia a glicose e a
galactose e disfungao renal tubular) € secundaria a uma mutagao recessiva do
gene SLC2A2 que codifica a GLUT 2 (Sperling, 2008). A GLUT 2 é expressa no
figado, células tubulares renais, enterécitos e células B-pancreaticas. As
manifestagdes clinicas refletem a incapacidade de liberagao da glicose do figado

e da reabsorgao de glicose pelas células tubulares renais. [110,111].

1.11 Caracteristicas e expressao do gene TAZ

O gene TAZ - tafazina; tafazzin, proteina G45 possui uma localizagao
gendbmica no cromossomo Xg28 e codifica uma proteina que é superexpressa
nos musculos cardiaco e esquelético. Os disturbios clinicos associados a
mutagdes neste gene sdo sindrome de Barth, cardiomiopatia dilatada (DCM,
DCM hipertréfica, fibroelastose endocardica e ventricular esquerda nao
compactada (LVNC) entre suas vias relacionadas estdo metabolismo e
metabolismo de proteinas. Como fungdo molecular, algumas isoformas podem

estar envolvidas no metabolismo da cardiolipina (CL) [112,113].

Borkar et al. (2015), em estudo de caso, verificaram que as mutagdes no
gene tafazzina (TAZ) sao responsaveis pelo fenétipo da sindrome de Barth
(BTHS), resultando em uma perda de fungéo da proteina tafazzina envolvida na
transacilagéo da cardiolipina, um fosfolipideo mitocondrial essencial.[113] O gene
TAZ foi investigado em probando que faleceu de cardiomiopatia dilatada aos 8
meses de idade. A familia passou por analise de sequenciamento de DNA para

identificar a causa genética da BTHS. Apds analise molecular, foi verificada nova
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mutagédo no exon 5 (¢.520T> G) do Gene TAZ. Esta nova mutacao ¢.520T> G,
pW174G foi encontrada em portadoras do sexo feminino na familia (méae e avo
do probando). Apds analise de Bioinformatica, foi verificado efeito deletério no

miocardio causado por unica mutagao na estrutura da proteina TAZ [112,113].

1.12 Caracteristicas e expressao do gene UCP2

O gene UCP2 - proteina desacopladora 2 (proteina de desacoplamento
mitocondrial 2) possui localizagdo cromossdmica 119.13.4. As UCPs séo
proteinas transportadoras mitocondriais que criam vazamento de protons por
meio da membrana mitocondrial interna desacoplando a fosforilagao oxidativa da
sintese de ATP e o resultado € energia dissipada na forma de calor. A UCP2 é
altamente expressa no tecido adiposo e musculo, e esta envolvida na regulagéo
do metabolismo energético, apresentando expressao reduzida no musculo
esquelético de obesos, regulada por receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma alfa e gama (PPARA e PPARG, respectivamente) em
camundongos.

No estudo de Palmer et al. (2009), pacientes diabéticos com gendtipos
GA/AA do polimorfismo -866G/A do gene da UCP2 apresentaram menor
sobrevida apds infarto do miocardio e maior nivel de mieloperoxidase (MPO).
[114]. De acordo com (Teshima et al., 2003), a superexpressao de UCP2 diminui
a intensidade e atividade das espécies reativas de oxigénio, evitando que haja
sobrecarga de Ca?* mitocondrial, sendo assim um mecanismo de cardioprotegao
importante [115]. Ruiz et al. 2016, observaram que no coragcdo de roedores e
humanos com obesidade, as UCP2 e UCP3 podem proteger os cardiomiécitos
da morte e da progressao de insuficiéncia cardiaca, regulando de forma negativa
a apoptose [116]. Segundo Cadenas 2018, as UCP2 e UCP3 podem ter papel
protetor contra os danos oxidativos, diminuindo a producdo de superdxido
mitocondrial, resultando em efeitos cardioprotetores, enfraquecendo o dano
oxidativo e a morte celular em cardiomidcitos e limitando o tamanho do infarto

apos isquemia-reperfusao (IR) em coragdes perfundidos isolados e in vivo [117].
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Figura 3. Quadro dos genes selecionados para o respectivo estudo e resumo de suas

fUn(}ées.[92,93,94,95,96,97,98,99,100,101 ,102,103,104,105,106,107,108,109,110,111,112,113,114,115,116,117]
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AKT1 (Serina/treonina quinase I)

Est4 envolvida na regulag@o dos sinais de sobrevivéncia celular.
Sdo conhecidas trés isoformas de AKT identificadas como
AKTI1, AKT-2 e AKT-3, sendo responsaveis pela regulagido de
diversos processos que incluem metabolismo, proliferacao,
sobrevivéncia celular, crescimento ¢ angiogénese.

VEGFA (Fator de crescimento Endotelial Vascular A)

Angiogénese, proliferagdo e migracdo de células endoteliais.
Este gene opera por meio dos receptores de VEGFR-1 e
VEGFR2 expressos predominantemente no endotélio vascular,
causando alteracdes na divisdo e migragdo celular e influxo
citoplasmatico de célcio, o que faz com que sua concentracao
aumente em até quatro vezes.

GAPDH - (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase)

Importante na glicolise e nas fun¢des nucleares que incluem
transcricdo, transporte de RNA, replicagdo de DNA e apoptose.
O GAPDH catalisa a primeira etapa da via convertendo
Dgliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 3-fosfato-D gliceroil fosfato.

HK1 (Hexoquinase 1)

Metabolismo da glicose e galactose. A HK1 catalisa a primeira
etapa essencial do metabolismo da glicose com a conversao do
substrato glicose em glicose-6 fosfato.

NDUFA3 (Ubiquinona oxidoredutase subunidade
A3)

Subunidade de cadeia respiratoria da membrana mitocondrial
NADH desidrogenase (complexo I). O complexo I funciona na
transferéncia de elétrons de NADH para cadeia respiratoria e
acredita-se que o receptor de elétrons imediato da enzima seja a
ubiquinona.

PFKM, (Fosfofrutoquinase muscular)

Catalisa a fosforilagdo da frutose-6-fosfato em frutose -1-6-
bifosfato. Entre suas vias relacionadas estdo o metabolismo da
glicose e sinalizagio de AKT. E um gene superexpresso em
musculo esquelético e no coragio.

SLC2AT1 - Proteina GLUT1 (transportador de glicose
tipo 1)

transporte de glicose, captagao constitutiva ou basal de glicose e
tem ampla especificidade de substrato muito grande.

TAZ — (Tafazina)

Algumas isoformas podem estar envolvidas no metabolismo da
cardiolipina (CL).
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UCP2 — (Proteina desacopladora 2) As UCPs sao proteinas transportadoras mitocondriais que criam
vazamento de protons por meio da membrana mitocondrial
interna desacoplando a fosforilacdo oxidativa da sintese de ATP
e o resultado ¢ energia dissipada na forma de calor.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Analisar a expressdao de RNA mensageiro de genes relacionados ao

metabolismo e sobrevivéncia celular do miocardio de camundongos machos e

fémeas adultos submetidos a exposig¢ao ao alcool.

2.2 Especificos

a. Verificar a expressao de RNAm de GAPDH, AKT1, VEGFA, HK1,
NDUFAS3, PFKM SLCA1, TAZ e UCP-2;
b. Comparar diferengas na expressao desses genes em machos e fémeas

expostos ao EPA
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Modelo animal e desenho do estudo

Para obtencdo da prole de camundongos machos e fémeas adultos,
objeto de estudo deste projeto, foram utilizados 20 camundongos isogénicos (15
fémeas e 5 machos) da linhagem C57BI/6. O experimento foi conduzido em duas
etapas. Na primeira etapa foram utilizados 11 camundongos fémeas com 49 dias
de vida e com peso de 18 (+ 3) gramas e 3 machos com mesma idade e pesos
de 20 (x 2) gramas. Na segunda etapa foram utilizados 4 camundongos fémeas
com 88 dias de vida e peso de 20 (+ 2) gramas e 2 machos com mesma idade e

peso de 23 (x 3) gramas (Figura 4).

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
alimentagao e agua ad libitum [118,119,120,121,122]. Todos os procedimentos
foram conduzidos em conformidade com o “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NRC, 82 Ed., 2011)” contando com aprovacéo da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/ UNINOVE)
sob numero CEUA n° 9355120319 (ID 000115) de 19/03/2019.

Fémeas (Controte) Fémeas (EPA) 5 Machos
C5784/6 N=5 C578/6 N=5 CS78l/6

I I 1 |

Filhotes Femea Filhotes Macha
PD1 PD1

I |

Filhotas PD 90 dias
Eutanasia por Isoffurano

[ Coleta de materlals bloldgico ]
|

PCR "Array”

l

I 9 genes VTS ]
|

l I

[ Angiogénese e sobrevivincia celular ] [ Metabolismo J
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Figura 4. Desenho experimental do protocolo de exposigédo pré-natal al alcool (EPA).

As fémeas foram randomizadas em dois grupos: grupo Controle — Ct (n =
4) e grupo de Exposigao pré-natal ao alcool — EPA (n = 11), enquanto os machos
foram utilizados apenas como reprodutores, ndo se permitindo cruzamentos

consanguineos entre os animais [123] (Figura 4).
3.1.2 Protocolo grupo Controle

As fémeas do grupo controle (n = 4), foram acondicionadas
unitariamente em gaiolas plasticas com maravalha e com livre acesso a ragéo e
agua. As fémeas Controle tiveram seus pesos e consumos de agua aferidos

diariamente até o final do protocolo (PD90).

Antes do acasalamento ocorreu o periodo de sensibilizagado de 15 dias
(11 a 115), onde cada fémea teve acesso a 250 ml de agua, trocados cada dois
dias, por 7 dias (11 a I7). Apds esse periodo, receberam, a cada dois dias, 250
ml de solugédo H20 + 0,1% de sacarina sédica — PA (Sac) (C7Hs03NS - 2H20)
(PolyStar, Sao Paulo, Lote: 18071801) como agua de consumo até o 15° dia (I8
al15).

A escolha pela sacarina sédica como edulcorante deu-se pela
comprovacgao de que, sua adigdo aumenta o consumo de agua em roedores e,
também, ao fato de que somente 12% da quantidade ingerida é metabolizada
pelo organismo, sendo o restante, excretada inalterada pela urina, evitando
qualquer alteracdo nos marcadores analisados pela adicdo e consumo desta
substancia. Registre-se que a troca da solugdo ocorreu a cada 2 dias para se
evitar o amargor decorrente da degradagao da sacarina. A adogao de protocolo
de sensibilizagao evita a ocorréncia do consumo excessivo pela inser¢ao direta

da solucdo e permite a construcdo da média de consumo diario de cada fémea.

Apods o periodo de sensibilizagdo, o macho foi colocado junto a fémea
para o periodo de acasalamento e, ambos receberam a mesma solucdo de
sacarina descrita anteriormente. Com a confirmagao da gestacéo por meio de
analise de tampao vaginal, o macho foi retirado da caixa e a fémea continuou

recebendo a solugdo de sacarose em todo o periodo de gestagdo (GD1 a
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GD19GD21) até o 10° dia apds o nascimento da prole (PD1 — PD10). Do PD10
ao desmame (PD30) as fémeas receberam somente agua com troca realizada a
cada dois dias. Durante o acasalamento, o consumo da fémea foi monitorado
através da equagao (“consumo total” - “média de consumo do macho durante os
15 dias”).

3.1.3 Protocolo grupo Etanol

De forma semelhante ao protocolo do grupo controle, as fémeas do
grupo Exposigéo pré-natal ao alcool - EPA (N = 11) foram acondicionadas em
caixas individuais e tiveram seus pesos e consumos mensurados diariamente
durante todo o protocolo. A solugéo alcodlica utilizada neste grupo respeitou a
seguinte equagao: H20 + X% EtOH + 0,1% Sac = 250ml, com concentragéo
alcodlica aumentando gradualmente até a proporgéao final de 10% da solugéo
total (2%, 5% e 10%).

O processo de sensibilizagdo (11 a 115) ocorreu diferentemente do
descrito no grupo Controle. Nos primeiros 4 dias (11 a 14), cada fémea recebeu
250 ml da solugao de sacarina (250 mL H20 + 0,1% de Sac) com troca a cada
dois dias. Em seguida foi iniciada a etapa de sensibilizagdo alcodlica,
aumentando-se gradualmente a porcentagem alcodlica da solugéo de sacarina.
Nos 2 dias seguintes, |5 e 16, cada fémea recebeu 250 ml de solugdo a 2% de
EtOH, nos dias |7 e 18, 250 ml de solugdo a 5% de EtOH e apds esse periodo,
sete dias (19 a 115) de solugéo a 10% EtOH, preparadas no volume de 1000 mL
com adigao de 0,1% de Sac, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Calculo de diluigdo para obtencéo de 1L da solucdo de EtOH em relagc&o a porcentagem
desejada para cada etapa do protocolo, com utilizagdo de alcool etilico 99,5% (PA). Observacgao:

0,1% de sacarina sodica correspondeu a adi¢do de 1g no volume final da solugdo, ndo sendo
considerado para célculo de diluicdo.(Adaptado de Atum, 2020)

Concentragao Concentragiao 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

Apés finalizagdo do protocolo de sensibilizagao (solugdo de EtOH a
10%), o macho foi acondicionado com a fémea para acasalamento,
compartilhando a mesma solucdo alcodlica durante esse periodo sendo o

consumo da fémea monitorado por meio da equagao anteriormente descrita
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dividido por 2. Apds a confirmacao da gestacao (periodo Gestacional — GD1 a
GD21) e retirada do macho, até o décimo dia apos o nascimento da prole (PD10)
cada fémea recebeu a solugao alcodlica na concentracdo 10% EtOH com troca
realizada a cada dois dias.

Finalmente, a partir do dia PD11, iniciou-se o protocolo de
dessensibilizagédo alcodlica. Nesse dia, foi disponibilizado para cada fémea 250
mL de solug¢ao a 5% de EtOH, no dia PD13 250 mL de solugéo a 2% de EtOH e,
do dia PD15 a PD21, 250 mL de solugéo controle (H20 + 0,1% Sac), com troca
realizada a cada dois dias. Do dia PD22 até o desmame (PD30) as fémeas
receberam somente agua filtrada [118,119].

Vale ressaltar, que o modelo de administracido de alcool por meio de
agua potavel ao invés da canulagao ou injegcao gastrica oferece diversas
vantagens, como reducao de estresse para gestantes, maes e filhotes, exclusao
da necessidade de alimentagéo dupla dos filhotes [119,124,125].

Os progenitores nao foram utilizados para as analises sendo
eutanasiados apds o0 desmame, 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 carcacgas foi realizado em sacos plasticos apropriados,
armazenados em freezer e, posteriormente, encaminhados a empresa

especializada.
3.2 Andlise da expressao génica
3.2.1 Coleta dos materiais biolégicos

Apos o desmame, os filhotes foram acondicionados em caixas,
separados por género, recebendo agua filtrada e racao ad libitum. Sessenta dias
ap6s o desmame (PD90), os filhotes de ambos os grupos foram anestesiados
com isoflurano por inalagao (<20 segundos) e decapitados [126]. Tal método de
eutanasia se fez necessario em funcao das demais técnicas induzirem aumento
de estresse oxidativo (por exemplo, pela agéo de anestésicos administrados por

vias, intravenosa (iv) ou intraperitoneal (ip) [120,127,128].

Os coragdes excisados foram brevemente lavados em solugéo fisioldgica
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.
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Prontamente, cada ventriculo esquerdo (VE) foi pesado e acondicionado em
frasco tipo Eppendorf de 1,5 ml e imerso em nitrogénio liquido para
congelamento. Os tubos foram armazenados a -80 °C até o momento das
analises. Além do coragao e ventriculo esquerdo, foram coletados rins, cérebro

e figado para posterior analise.

3.2.2 Biomarcadores

Um total de 9 genes, previamente selecionados de acordo com
participagdo em vias de transdugdo de sinais (VTS) relacionadas a disfungao

cardiovascular foi analisado neste trabalho.

Tabela 3 — Genes selecionados para analises moleculares

VTS N° Pogco Cadigo Nome do Gene

Angiogénese/ g1 A6/12  Akt1 AKT Serina / Treonina Quinase 1
Sobrevidacel. g2 g 2/8  Vedfa Fator de crescimento endotelial vascular A

gd41 A2/8 Gapdh Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
gd42 F 3/9 Hk1  Hexoquinase 1
g43 H3/9 Ndufa3 NAD®: Ubiquinona Oxidoredutase Subunidade A3
Metabolismo H 2/8 Pfkm  Fosfofrutoquinase muscular
g44 Celular g45 He/12 Sic2al Transportador de glicose tipo 1
g46 H 5/11 Taz  Tafazina
gd7 HA1/7 Ucp-2 Proteina Desacopladora 2

VTS - Via de Transducgao de Sinal.

3.2.3 Procedimentos — PCR “Array”

Foi utilizada a técnica de PCR em tempo real combinada com “array”,
que permite quantificar a expressdo de multiplos genes simultaneamente
(Custom TagMan® Array Plates — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Ao se
comparar tal técnica com o PCR em tempo real (QPCR) convencional, verificase
a possibilidade de determinagdo simultanea, em larga escala, da expresséo

génica, diminuindo o custo do estudo e o tempo com a experimentacéo,
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permitindo também, a customizagcdo das placas de acordo com 0s 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 nucleoproteicos. Em
seguida, foram adicionados 200 uL de cloroférmio refrigerado aos homogenatos,
agitados em vortex por 15 seg. e incubados em temperatura ambiente por 10
min. Apos o periodo de incubacéo, 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 uL de agua DNAse I/ RNase Free — (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e

armazenados a -80 °C até a realizagao da Transcricdo Reversa.

b. Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As quantificacbes de RNA total foram obtidas utilizando o
espectrofotbmetro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Products, Wilmington, DE,
USA), sendo que 1U A260 corresponde a 40 ug de RNA/ ml. Foram utilizadas
apenas amostras livres de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteinas
(A260/A280 = 1,8 — 2,0). Para eliminagao da contaminagédo de DNA genémico
das amostras, 1ug de RNA total (8 pL) foi incubado com 1 unidade (1 yL) de
DNAse I/RNase Free — (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), na presenca 1 uL de
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solugao contendo 20 mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgClz por 15 min a 37 °C,
seguido de incubacao a 65 °C durante 10 minutos para inativagdo da DNAse |.
Apods o tratamento acima descrito, as amostras foram normalizadas para
2.000 ng/ uL, utilizando-se como solvente DNAse I/RNase Free — (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), e armazenadas a -20 °C até o inicio da reagao de

transcricao reversa (RTgPCR), para sintese do cDNA.

c. Sintese de cDNA — Transcricio reversa

Nesse processo foi utilizado o Kit SuperScript® 1V Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, 10 uyL de RNA de cada amostra foi
transferido para Eppendorf de 100 pyL e adicionada a esta 3 pL de solugao
contendo, 1 yL de 50 uM Oligo d(T)z20 Primer, 1 yL 10 mM dNTP mix e 1 pL 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 uL de solugao contendo,
1 uL de Ribonuclease Inhibitor, 1 uL de SuperScript® |V Reverse Transcriptase
(200 U/ yL ), 1 yL 100 mM DTT e 4 uL de 5x SSIV Buffer (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA).

A solugao resultante foi submetida a dois ciclos de incubagao: 10 minutos
a 55° C e 10 min 80°C. adicionado 1 uL de E. coli RNAse H (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e novamente incubada por 20 minutos a 37 °C, para a remog¢ao do
RNA residual. Apos a reacdo, as amostras de cDNA foram mantidas a -20 °C até

a realizagao da qPCR.

d. Reacao de Polimerizacido em Cadeia (PCR) em tempo real — gqPCR

A amplificacéo e aquisicao dos dados foi realizada com a sonda Tagman
em equipamento Quantstudio™ 5 System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
EUA) como descrito previamente [129]. Nesse processo de excitagdo a captagao
de fluorescéncia é realizada em cada ciclo de amplificacdo do PCR, fornecendo
uma quantificagcdo em tempo real das sequéncias dos genes de interesse.

Areacao de qPCR o seguinte protocolo: em 15 yL de cDNA, foram adicionados
250 uL de Solugao Tagman® Universal Fast Master Mix 2X (Applied
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Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e 235 pL de agua DNAse I/ RNase Free —
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por amostra, permitindo o volume de 10 uL de
reacdo em cada poc¢o da placa com 96 pogos. As amostras foram aplicadas em
duplicata e incubadas a 95 °C por 20 s, e passaram por 40 ciclos térmicos a 95
°C por 3 s e 60 °C por 30 s.

Todas as reacdes foram submetidas as mesmas condicdes de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para corregao de
flutuagdes na leitura decorrentes de variagdes de volume e evaporagéo ao longo
da reacao. O resultado, expresso em valor de CT, se referiu ao numero de ciclos
de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atingisse o limiar de deteccéo.

Os genes diferencialmente expressos foram normalizados pelo nivel de
expressao do gene housekeeping subunidade 18S do RNA ribossomal, cuja
expressao mostra-se praticamente inalterada nas condi¢gdes experimentais. O

“software” QuantStudio™ Design & Analysis versao 1.3.1 (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado para o processamento dos dados.

Os valores de ACT das amostras foram determinados pela subtragdo do
valor de CT médio do mRNA do gene alvo a partir do valor médio de CT do gene
housekeeping 18S rRNA. O parametro 2-22CT foi utilizado para representar os
dados de expresséao relativos. Os valores considerados outliers, foram retirados

das analises, respeitando-se o minimo de 8 amostras por grupo.
3.3 Analise estatistica

Os dados morfométricos das fémeas e da prole, e resultantes das analises
de expressao génica, foram tabulados e classificados. Os calculos estatisticos
foram realizados utilizando a aplicagdo GraphPad Prism versdo 8.0.1 for
Windows, GraphPad Software (San Diego, CA. USA). O teste de Shapiro-Wilk
foi utilizado para verificar a normalidade e variancias de erro.

Para a comparagao da expressdo dos genes entre o grupo Controle e
grupo EPA foi realizado Teste t de Student para amostras independentes e,
quando necessario, complementado com o teste de corregao de Welch. Um valor
de p <0.05 foi considerado significativo e os resultados sdo expressos como

média + erro padrdao da média (EPM).
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4. RESULTADOS

Nosso estudo analisou a expressao de RNAm de componentes das via de
transducdo de sinal relacionadas a sobrevida celular e angiogénese -
Serina/treonina quinase 1 (AKT1) e fator de crescimento endotelial A (VEGF-A),
assim como os genes participantes da via de transdugéo de sinal do metabolismo
celular - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH); Hexoquinase 1 (HK1),
Subunidade 3 do complexo alfa da NADH desidrogenase (Ndufa3),
fosfofrutoquinase (PFKM), transportador de glicose 1 (Slc2a1), tafazina (TAZ) e
proteina desacopladora 2 (UCP2). A Tabela 4 sumariza os resultados

encontrados neste estudo.

Tabela 4 — Alteracdes na expresséo génica de mRNA do grupo EPA em relagdo ao grupo Controle
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GENE CONTROLE EXPOSICAO PRE-NATAL AO ALCOOL
MACHO FEMEA MACHO FEMEA
AKT1 1,000 + 0,06 1,000 + 0,05 2,883 +0,08° 2,293 + 0,04
VEGFA | 1,000 + 0,03 1,000 + 0,03 0,2062 + 0,004* 0,0168 + 0,0004
GAPDH | 1,000 + 0,06 1,000 + 0,07 0,7182 +0,01% 0,2981 + 0,03
HK1 1,000+ 0,03 1,000 + 0,02 0,4826 + 0,009 0,4753 + 0,01
NDUFA3| 1,000 + 0,05 1,000 + 0,04 0,9967 + 0,02% 2,213 + 0,07
PFKM | 1,000 + 0,03 1,000 + 0,06 0,3133 + 0,005* 0,5543 + 0,01
SLC2A1 | 1,000 + 0,04 1,000 + 0,04 0,1725 + 0,005% 0,1124 + 0,002
TAZ 1,000 + 0,08 1,000 + 0,02 2,984 + 0,02 3,087 +0,2
UCP-2 | 1,011+0,07 1,001 + 0,02 0,6897 + 0,007% 4,136 +0,1

5.1. Expressao de RNAm de Proteina quinase serina/treonina 1 (Akt1)

Na Figura 4 observamos aumento de 186,3% da expressao de RNAm de

Akt1 para o grupo de machos EPA, assim como um aumento de 128,4% para o

grupo fémeas EPA quando comparados com os respectivos controles.

Por meio da aplicacao do teste t, verificamos uma expressao significativamente
aumentada de RNAm de AKT1 entre os grupos EPA quando comparada com os

respectivos controles, independente do sexo (Tabela 5). A expressdo de RNAm

de AKT1 foi maior em machos EPA quando comparados com fémeas EPA.
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Figura 4: Expressao relativa de RNAm de Akt1 para os grupos EPA e seus respectivos controles
em camundongos machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparag&o ao controle, #*em
comparagao ao grupo EPA.

Tabela 5: Comparagéo da expresséo do gene Akt1 conforme os grupos EPA e seus respectivos

controles conforme o sexo. Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)
Contrale EPA
CUIIITUIC A 7TYX

Animais  p-valor (Média £ SEM) (Média + SEM)

theno 160 8.6 PIRE08E  B.0081

*= EPA # Controle

A= Macho#Fémea, p < 0,001

Os dois grupos controles foram comparados e resultou em um valor de p

igual a 0,9747, o que representa a igualdade entre os valores testados, ou seja,
as diferencas obtidas ndo foram ocasionadas por eventuais variacbes nos
valores dos grupos controles.
Ao se realizar o teste entre os grupos EPA, por meio do teste t, observamos
diferenca entre o grupo Macho e Fémea, com um valor de p menor que 0,001.
Assim, a expressao de Atk1 foi maior no grupo macho a EPA em relagcéao ao grupo
Fémea EPA.

5.2. Analise de expressdao de RNAm de Fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGFa)
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A analise de expressao de RNAm de VEGFa evidenciou reducao de
79,4% da expressdo para os grupos EPA machos, assim como uma redugao
98,32% para o grupo fémea EPA quando comparados com os grupos controles
(Figura 5).
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Figura 5: Expresséao relativa de RNAm de VEGFa para os grupos EPA e seus respectivos
controles em camundongos machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparagédo ao

controle, #fem comparagao ao grupo EPA.

Apo6s aplicacdo do teste t, observamos diferenga significativa entre os
grupos EPA e seus respectivos controles, indicando uma significativa redugao da
expressao do gene VEGFa apds exposicao ao alcool, sendo esta redugao mais

pronunciada em fémeas que em machos EPA (Tabela 6).

Tabela 6: Expressdo de RNAm de Vegfa nos grupos EPA e respectivos controles separados pelo
sexo: Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)

Controla EPA

Ul viv 1T TY

Animais  p-valor (Média £ SEM) (Média + SEM)

e 1000683 0:070£8:008  B.0001
Z== ?\Z’:ci:::;?fa p <0,001

Os dois grupos controles apresentaram valor de p igual a 0,9982 quando

comparados, o que representa a igualdade entre os valores testados, ou seja, as
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diferencas obtidas ndao foram ocasionadas por eventuais variacbes nos valores
dos grupos controles.

O teste t entre grupos EPA evidenciou diferenga entre o grupo Macho e
Fémea, com um valor de p menor que 0,001. Neste caso, a EPA modulou a
expressdo de RNAm de VEGFa, com valores maiores para o grupo Macho EPA
quando comparados com fémeas EPA, corroborando as expressdes de RNAmM
de Gapdh e Atk1 descritas anteriormente.

5.3. Expressao de RNA mensageiro (RNAm) de Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH)

Ao analisar os valores de expressdao de RNAm de GAPDH (Figura 6),
observamos redugdo de 28,75% da expressdao no grupo Macho EPA em
comparagao com o grupo controle. Uma redugao ainda mais acentuada (70,49%)
foi observada no grupo Fémea EPA quando comparada com o grupo controle.

Também evidenciamos uma reducéo da expressao em fémeas EPA em relacéo
aos machos EPA (Figura 6).
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Figura 6: Expressao relativa de RNAm de GAPDH para os grupos EPA e seus respectivos

controles em camundongos machos (M) e fémeas (F). SignificAncia: *em comparagéo ao
controle, #em comparagao ao grupo EPA.
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Por meio da aplicagao do teste t, observamos diferenca significativa entre
os grupos EPA com seus respectivos controles, em ambos os sexos, indicando

uma significativa redugéo da expressao do gene GAPDH (Tabela 7) apos EPA.

Tabela 7: Comparagao da expressdao de RNAm de GAPDH nos grupos EPA e seus respectivos
controles separados pelo sexo. Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)
Controte EPA

Animais  p-valor (Média = SEM) (Média = SEM)

dacass 10002 6:09 0:3087 £ 6:6%° 0:0007+

CDA L O PN |
= A7 CUINMTIUIIT

%

A= Macho#Fémea, p < 0,001

Como condig¢ao para assegurar os resultados, foram comparados os dois grupos
controles resultando em valor de p igual a 0,9875, o que representa a igualdade
entre os valores testados, ou seja, as diferengas obtidas nao foram ocasionadas
por eventuais variagdées nos valores dos grupos controles. Ao se realizar o teste
t entre os animais dos grupos EPA, observamos diferenga entre o grupo Macho
e Fémea, com valor de p menor que 0,001, evidenciando que o sexo influenciou
nas expressdes de RNAm de GAPDH, apresentando valores significativamente

maiores no grupo de machos EPA em relac&o ao grupo Fémea (F) EPA.

5.4. Expressdao de RNAm de Hexoquinase 1 (Hk1)

Observamos reducao de 51,85% da expressao de RNAm de Hk1 no grupo
de machos (M), assim como uma redugao 54,82% no grupo fémeas (F) tratados
com alcool durante a gestagédo (Figura 7) quando comparados com 0S grupos

controles.
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Figura 7: Valores das expressdes do gene Hk1 para os grupos EPA e seus respectivos controles

nos grupos machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparagao ao controle.

Observamos diferenga significativa entre os grupos EPA com seus respectivos
controles, independente do sexo, indicando uma forte modulagdo negativa da
expressao de RNAm de Hk1 em ambos os sexos quando expostos ao alcool

durante a gestacgéao (Tabela 8).

Tabela 8: Expressdo de RNAm de Hk1 nos grupos EPA e seus respectivos controles conforme o
sexo. Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)

Contrale EPA
O oO1C =Ir7Yx

Animais  p-valor (Média £ SEM) (Média £ SEM)

R R 0:4759 £ 8,69 0:0093+

*=EPA # Controle

Os dois grupos controles quando comparados pelo teste t apresentaram valor
de p igual a 0,7854, o que representa a igualdade entre os valores testados, ou
seja, as diferengas obtidas ndo foram ocasionadas por eventuais variagdes nos
valores dos grupos controles.

A analise de teste t entre os grupos EPA evidenciou igualdade entre o
grupo Macho e Fémea EPA, com valor de p igual a 0,6338, evidenciando que o
sexo nao influenciou nas expressées de RNAm de Hk1, ao contrario do
observado nas expressdes de RNAm de Gapdh, Atk1 e Vegfa.
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5.5. Anadlise da expressao de RNAm de Subunidade 3 do complexo alfa da
NADH desidrogenase (Ndufa3)

Na Figura 8 observamos aumento de 120,71% na expressdo de RNA
mensageiro no grupo fémea EPA em relagédo ao grupo controle e em relagdo aos

machos EPA. O grupo de machos (M) EPA ndo apresentou diferenca de

expressao de Ndufa3 em relacédo ao controle.
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Figura 8: Expressao de RNAm de Ndufa3 para os grupos EPA e seus respectivos controles em
animais machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparagéo ao controle, “em comparagao

ao grupo EPA.

A Tabela 9 apresenta as diferengas entre os grupos EPA e controle
separados pelo sexo.

Tabela 9: Comparagao por meio do teste T da expresséo do gene Ndufa3 entre os grupos EPA e
seus respectivos controles conforme, o sexo. Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)
Controle EPA

Animais  p-valor (Média £ SEM) (Média + SEM)

Macko 1060 £8:03 93157509 0:5567
*= EPA # Controle
A= Macho#Famea , p = 0,001

A analise comparativa entre os dois grupos controles, que por meio do
teste t, evidenciou um valor de p igual a 0,9672, o que representa a igualdade

entre os valores testados, ou seja, as diferengas obtidas ndo foram ocasionadas
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por eventuais variagdes nos valores dos grupos controles. Ao se realizar o teste
t entre os animais EPA observamos diferenga entre o grupo Macho e Fémea,

com um valor de p menor que 0,001 (Tabela 9).

5.6. Expressiao de RNAm de Fosfofrutoquinase (Pfkm)

A expressao de RNAm de fosfofrutoquinase (PFKM) apresentou redugao
de 68,72% no grupo de machos EPA quando comparados com o seu controle.
Esta redugdo foi menos pronunciada em fémeas EPA (44,96%) quando

comparadas com o controle (Figura 9).
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Figura 9: Valores das expressdes de RNAm de Pfkm para os grupos EPA e seus respectivos
controles em grupos machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparagao ao controle, *em

comparagao ao grupo EPA.

Observamos diferenga significativa entre os grupos EPA com seus
respectivos controles, em ambos os sexos, indicando uma significativa reducao
da expressdo de RNAm de Pfkm apds exposigao al alcool durante a gestacao
(Tabela 10).

Tabela 10: Expressdo de RNAm de Pfkm nos grupos EPA e respectivos controles conforme o
sexo: Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)

Contrale EPRA
Ot ore =Tr7x

Animais  p-valor (Média £ SEM) (Média + SEM)
Macho 1,000 + 0,03 0,3133 +0,0054 0,0001* 63

*=EPA # Controle



Fémea 1,000 = 0,06 0,5543 £ 0,01 0,0001*

A= Macho#Fémea, p < 0,001
Ao comparamos os dois grupos controles por meio do teste t, observamos valor

de p igual a 0,9361, o que representa a igualdade entre os valores testados, ou
seja, as diferengas obtidas nao foram ocasionadas por eventuais variagdes nos
valores dos grupos controles.

Ao se realizar o teste entre os grupos EPA, pelo teste t, observamos
diferenca entre o grupo Macho e Fémea, com um valor de p menor do que
0,0001, evidenciando que o sexo modulou a expressao de RNAm de Pkfm apds

EPA, sendo maior em fémeas expostas ao alcool durante a gestacao.

5.7. Expressao de RNAm de Transpostador de glicose 1 (Slc2a1)

Conforme observado na Figura 10, verificamos redugao de 82,81% da
expressao para o grupo de machos EPA, assim como redugéo 88,80% para o
grupo fémea EPA quando comparados com os respectivos controles. A
expressao de RNAm de Sic2a1 foi maior em machos que em fémeas EPA
(Figura 10).
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Figura 10: Valores das expressdes de RNAm de Slc2a1 para os grupos EPA e seus respectivos
controles machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparagao ao controle, #em comparagao

ao grupo EPA. Significancia: *em comparagao ao controle, *em comparacgdo ao grupo EPA.
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Por meio da aplicagao do teste t, verificamos diferenga significativa entre
os grupos EPA com seus respectivos controles, em ambos os sexos, indicando

uma significativa redugéao da expressao do gene Slc2a1 apos EPA (Tabela 11).

Tabela 11: Expressdo de RNAm de Slc2a1 conforme, os grupos EPA e seus respectivos controles
conforme o sexo: Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)

Controle EPRA
Uil § )

Animais  p-valor (Média = SEM) (Média = SEM)

Mk 10082601 011222880 86081

#Controte
*= EPA

A= Macho#Fémea , p < 0,001

Quando comparamos os dois grupos controles obtivemos valor de p igual
a 0,9983. Assim, as diferencas obtidas ndo foram ocasionadas por eventuais
variagdes nos valores dos grupos controles.

A comparagao entre sexos nos grupos EPA evidenciou diferenca entre o
grupo Macho e Fémea, com valor de p menor do que 0,0001. Neste caso, 0 sexo

foi um fator de influéncia nas expressées de RNAm de Slc2a1 apds EPA.

5.8. Expressao de RNAm de Tafazina (Taz)

A expressao de Taz foi fortemente modulada pela EPA (Figura 11).
Observamos aumento de 194,72% da expressao para o grupo de machos (M),
assim como aumento de 208,51% para o grupo fémea (F) expostos ao alcool

durante a gestagdo em comparagao com os respectivos controles.
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Figura 11: Expressdo de RNAm de Taz para os grupos EPA e seus respectivos controles em
animais machos (M) e fémeas (F). Significancia: *em comparagado ao controle, *em comparagao

ao grupo EPA.

Observamos diferenca significativa entre os grupos EPA com seus respectivos
controles, independente do sexo, indicando um significativo aumento da

expressao do gene Taz em comparacgao pelo teste t (Tabela 12).

Tabela 12: Andlise da expressdo do gene Taz conforme os grupos EPA e seus respectivos
controles conforme o sexo: Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)
Centrole EPA

Animais  p-valor (Média £ SEM) (Média £ SEM)

TR i 3087 £6:9° 0:0001+

CDA oL O PN |
= LCTrrA 7= OUITUUIT

%

Os dois grupos controles, quando comparados, apresentaram valor de p igual a
0,8863, evidenciando que as diferencas obtidas ndao foram ocasionadas por
eventuais variagdes nos valores dos grupos controles. A comparagao entre os
grupos Macho e Fémea EPA apresentou valor de p igual a 0,7391, indicando que

a expressao de Taz nao foi modulada pelo sexo.

5.9. Expressiao de RNAm de Proteina desacopladora 2 (Ucp2)
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Ao analisarmos a expressao de UCP2 nos animais expostos ao alcool
durante a gestacao, verificamos que houve reducgédo de 31,78% da expresséo
para o grupo de machos EPA. Entretanto, verificamos aumento de 313,26% para

o grupo fémea EPA em comparagao com o controle (Figura 12).
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Figura 12: Valores das expressdes do gene Ucp2 para os grupos EPA e seus respectivos

controles. Significancia: *em comparagéo ao controle, *em comparag&o ao grupo EPA.

Observamos diferenga significativa entre os grupos EPA com seus
respectivos controles. Notadamente, verificamos significativa reducdo da
expressao do gene Ucp2 para o grupo Macho e um significativo aumento para o

grupo Fémea apds a exposicado ao alcool durante a gestagao.

Tabela 12: Comparacédo por meio do teste T, da expresséo do gene Ucp2 conforme os grupos

P.A.E e seus respectivos controles conforme o sexo: Macho EPA n(5) Fémea EPA n(5)

Contrale EPA
TOItroTd T7ZX

Cobaias p-valor (Média + SEM) (Média = SEM)

e 1001 £6:03 293870307 88061+

DA L 4 Il
= LA 7= UUITIUIC

%

A= Macho#Famea , p < 0,001

Para garantir a fidelidade dos resultados, os dois grupos controles foram
comparados resultando em valor de p igual a 0,8961, indicando que as diferencas
obtidas nao foram ocasionadas por eventuais variacdes nos valores dos grupos

controles.
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Ao se realizar o teste t entre os animais dos grupos EPA, observamos
diferenga entre o grupo Macho e Fémea, com um valor de p menor que 0,0001,
evidenciando que o sexo influenciou nas expressdes de Ucp2.

Um resumo da expressao de RNA mensageiro dos genes analisados é
mostrado na Tabela 13, evidenciando as diferengas encontradas nos grupos EPA

machos e fémeas em relagado aos respectivos controles.

Tabela 13 - Resumo dos resultados da expressao dos genes relacionados as vias de transdugao

de sinal da angiogénese e sobrevivéncia celular e metabolismo, nos respectivos grupos EPA.

Genes MACHOS (EPA) FEMEAS (EPA)
Sobrevivéncia . i N
celiiar VEGFA MACHOS* } | VEGFA FEMEAS

GAPDH MACHOS*#} ] GAPDH FEMEAS*®
HK1MACHOS" |} ] HKI FEMEAS*
NDUFA3 MACHOS ] f NDUFA3 FEMEAS™
PFKM MACHOS* § JPFKM FEMEAS™
Metabolismo
SLC2A1 MACHOS*4 § SLC2A1 FEMEAS*
TAZ MACHOS*T T TAZ FEMEAS#*
UCP2 MACHOS*! I UCP2 FEMEAS*#

* significativo em relagdo ao grupo controle; # significativo em relagdo ao grupo EPA.

5. DISCUSSAO

A analise da expressdo de RNA mensageiro de genes relacionados ao
metabolismo e sobrevida celular no miocardio de camundongos machos e
fémeas adultos submetidos a exposicao pré-natal ao alcool permitiu analisar as

interagbes moleculares ocasionadas através da ingesta de alcool gestacional.
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Este trabalho demonstrou que consumir alcool na gravidez, mesmo que em
pequenas doses, pode vir a interferir diretamente na expressdo de genes

relacionados metabolismo, angiogénese e sobrevida celular.

Angiogénese e sobrevida celular

O processo da angiogénese, consiste na formagdo de novos vasos
sanguineos que sao derivados da vasculatura pré-existente, sendo fundamental
para diversos mecanismos fisiolégicos, que va&o da embriogénese até
regeneragcdo de feridas, assim como papel essencial nas doengas e
tumorigénese [130, 131, 132].

A angiogénese no infarto do miocardio, assim como em outras condi¢des
fisiopatoldgicas é de extrema importancia, para proporcionar o reparo cardiaco,
quando afetada, pode dificultar o reparo cardiaco e causar rupturas ou formagéao
de tecido cicatricial imaturo [133]. Em nosso protocolo de estudo, analisamos a
expressao de dois genes fundamentais na angiogénese e sobrevida celular apos
a EPA em machos e fémeas adultos. O aumento de expressdao do gene
serina/treonina quinase 1 (AKT1) em machos e fémeas com EPA difere da
expressao de RNAm de fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA), em
que ambos os sexos do grupo EPA apresentaram redugdo da expresséo.
Entretanto, machos EPA apresentaram alteragdes significativas em relagao as
fémeas EPA. Esta discrepéancia, exacerbada nos machos EPA, sugere que o
alcool possa ter sido mais deletério nestes animais, mas também que as fémeas
EPA poderiam apresentar maior protecdao. O desenvolvimento de disfungdes
cardiacas, como hipertensao e reatividade vascular, induzidas por diferencas de
género sao bem conhecidas. O papel do estrogeno deve ser considerado, uma
vez que os animais foram analisados na fase adulta, mas ha outros componentes
que influenciam esta disparidade. Os homens desenvolvem as doencgas de forma
mais grave e rapida do que mulheres da mesma idade [134,135]. Além disso, os
niveis de oxido nitrico (NO) em todo o corpo sdo mais elevados em mulheres do
que nos homens [136,137]. A diferenga de género na via de NO pode contribuir
para dimorfismos sexuais na doenga cardiovascular [137].

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA), esta entre os
moduladores mais importantes na biologia vascular, por regular a

vasculogénese, angiogénese e manter a manutengao vascular na embriogénese
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e em individuos adultos. A serinal/treonina quinase 1 (AKT), tém papel
fundamental no sistema cardiovascular, por desempenhar fun¢des na regulagéao
hipertréfica cardiaca, angiogénese e apoptose [138,139].

Zeng et al. (2017) destacaram o papel do gene AKT, em diversos
mecanismos celulares, entre eles a proliferacdo celular, sobrevivéncia e
apoptose, além de atuar na cardioprotecdo em doencas cardiacas, favorecendo
a remodelacao tecidual [140]. Em estudo com camundongos C57BI/6, Zhou et
al. (2002) verificaram que a ingestéo de alcool elevou os niveis de AKT cardiaco
e esse aumento na atividade da AKT, além de estimular a fungdo cardiaca em
meio ao estresse oxidativo, diminuiu a apoptose de miocitos. Nossos achados
sugerem que o aumento significativo do AKT nos grupos EPA pode estar
relacionado a um estimulo de sobrevivéncia e cardioprote¢cdo nestes animais
[141].

Para Nagoshi et al. (2005), a ativagado de Akt por si sO, ndo é suficiente
para cardioprotecao e que as vias dependentes de PI3K, mas independentes de
Akt, desempenham um papel critico neste cenario [142]. No entanto, nossos
dados sugerem que a EPA modulou a expressao da serina/treonina quinase 1
(AKT1), evidenciando que, no miocardio dos camundongos adultos macho e
fémea a exposicdo ao alcool produziu um estimulo a cardioprotegao,
possivelmente como forma de reduzir danos causados pelo alcool. Entretanto,
estudos futuros devem ser realizados para melhor avaliar o efeito cardioprotetor
da AKT1 [143]. Dados obtidos por Taguchi et al. (2012) sugerem que em
condi¢cbes diabéticas, machos e nao fémeas, podem ser deficientes na via de
sinalizagao Akt / eNOS, que pode contribuir para pressao arterial elevada
observada nestes animais. Além disso, os autores verificaram que a ativagao da
via de AKT/eNOS é preservada no endotélio da aorta de fémeas, com expressao
elevada de eNOS, resultando em maior resisténcia do endotélio a disfuncao
[144].

Em relagdo a angiogénese, a EPA induziu diminuicdo nos niveis de
expressao de VEGFA ambos os sexos, sugerindo uma possivel deficiéncia na
ativagao da via de angiogénese. Estudos apontam a importancia da expressao
de VEGFA em células cardiacas. Segundo Braile et al., (2020), os cardiomidcitos
produzem e liberam VEGF-A, além de expressarem seus receptores, VEGFR1 e

VEGFR2, em sua superficie celular. A diminuicdo da expressdo do VEGF-A no
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miocardio prejudicaria a angiogénese miocardica, e colabora com as disfungbes
cardiacas, entretanto sua expressao aumentada também prediz condigdes como
inflamacdo em andamento [145].

Tang et al. (2009) demonstraram que quando altamente expresso em
coragbes de camundongos infartados o VEGF medeia a migracdo de CSCs
(células-tronco cardiacas) para a area isquémica por meio da estimulacao de Flk-
1(Receptor VEGFR2) e ativacado de PI3K / Akt [146]. Jégou et al. (2012), com
foco na vasculatura cerebral, verificaram que o alcool pré-natal reduziu os niveis
de VEGFA-R2, afetando assim a vasculatura no cérebro neonatal [147]. Em
estudo com exposi¢cdo ao alcool, Radek et al. (2008) evidenciaram que a
exposicdo ao alcool diminuiu o nivel de mRNA de VEGF-R2 em células
endoteliais [148]. Nossos dados mostram que a redugao da expressao de VEGF
foi mais acentuada em machos EPA que em fémeas do mesmo grupo, o que

evidencia um maior potencial deletério do alcool em machos.

Metabolismo celular

O coracado neonatal passa por diversas alteracbes metabdlicas, essas
alteragcdes que iniciaram na fase neonatal sdo concluidas na fase adulta,
conjuntamente a maturagao dos cardiomiocitos. As mitocondrias, representam
cerca de 1/3 do volume de cardiomiécitos no coragédo adulto, refletindo em um
aumento na capacidade oxidativa de fornecimento de energia. Lopaschuk et al.
(1992), em condicdes fetais, o coragdo funciona em ambiente relativamente
hipéxico e o coragdo em desenvolvimento passaria por transformacdes
metabdlicas [149]. No feto, o coracdo dependeria de substratos de carboidratos
para que haja sintese de ATP, ja apds o nascimento ha elevagéo do suprimento
de acidos graxos e oxigénio. A B-oxidacdo dos acidos graxos seria a principal
fonte energética para o coragdo. Quando hipertrofiado e com insuficiéncia

cardiaca o coracao tende a reverter para o perfil metabdlico fetal [150,151].

Assim, o metabolismo celular cardiaco € de extrema importancia para o
funcionamento do coracdo. Em nossa analise de expressao de RNA mensageiro
de genes relacionados ao metabolismo celular no miocardio de camundongos
machos e fémeas adultos, observamos uma diminuicdo nos genes

fosfofrutoquinase 1, assim como na hexoquinase-1. A captagcdo de glicose
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miocardica € realizada principalmente por GLUT1 e GLUT4, que sao
transportadores de glicose. Quando a glicose entra no midcito é fosforilada em
glicose-6-fosfato pela hexoquinase, que a retém dentro da célula. Apos ser
fosforilada pela hexoquinase, a glicose mantém os volumes intracelulares de
glicose livre em nivel menor, fornecendo um grau de concentragao fundamental
para que haja fluxo continuo de glicose nos midcitos. Assim, a hexoquinase é

importante no ajuste e manutengdo miocardica de glicose [152-154].

Sofianez-Organis et al. (2016) quantificaram os niveis de expressao de
MRNA dos genes fator 1-a induzivel por hipoxia (HIF-1a) e do receptor y ativado
por proliferador de peroxissoma (PPARYy), ambos responsaveis por realizar a
transcricdo e ativarem genes envolvidos no metabolismo celular. Os autores
verificaram o efeito da gravidez nos genes-alvo da glicélise e observaram que
genes glicoliticos GLUT1, PFKM, GAPDH e HK1 s&o regulados positivamente
pela ativacdo de HIF-1a e PPARy durante a cardiomiopatia hipertréfica
patolégica, e que o exercicio fisico induziu a expressdo da fosfotrutoquinase
muscular (PFKM) e hexoquinase 1 (HK1) [155]. Em nosso protocolo, observamos
que, em machos e fémeas adultas dos grupos EPA, houve diminuicdo nas
expressoes destes genes, provavelmente um efeito deletério do alcool, podendo
estar relacionada com alteragdo do metabolismo de glicose pelo miocardio. A
expressdo de PFKM foi marcadamente reduzida em fémeas EPA quando
comparadas com machos do mesmo grupo, que também apresentaram reducao
significativa quando comparados com machos controle. Na literatura ha poucos
relatos sobre a diferenca de sexo e expressao das enzimas glicoliticas. A
expressao proteica de HK1, PFKM e GAPDH foi diferente em embriées bovinos
machos e fémeas (Garcia-Herreros et al., 2012). Os autores argumentaram que
aumento de expressao destas enzimas em embrides machos pode estar
relacionado as diferengas na cinética de desenvolvimento encontrado entre
embrides bovinos machos e fémeas. Embrides machos possuem maior consumo

de glicose e desenvolvimento mais rapido em relagcao as fémeas.[156]

O (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) € uma enzima
importante que esta envolvida no metabolismo energético. No estudo de Barber
et al. (2005) foram analisados 72 tipos de tecidos humanos em condigdes

fisioldgicas e observou-se uma variabilidade na expressao do mMRNA de GAPDH
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em tecidos humanos, sendo uma maior expressao nos tecidos cardiacos,
cerebral e niveis mais baixos no tecido pancreatico. No mesmo estudo nao foram
apresentadas diferencas na expressdo do mRNA de GAPDH relacionadas ao
sexo [157].

Karliner et al. (1971) realizaram um estudo com 63 pacientes infartados e
54 pacientes (controle) hospitalizados com intuito de avaliar a atividade sérica do
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) na lesdo miocardica. Os
autores que evidenciaram aumento dos niveis de GAPDH 3,3 vezes maior que
os valores encontrados no grupo controle [158]. Segundo Zhong et al. (1999),
os niveis de GAPDH aumentam cerca de 75% em condi¢gbes de hipoxia [159].
De maneira interessante, nossos dados sugerem que a EPA induziu uma
diminuicdo da expressdo de RNAm de GAPDH, especialmente em fémeas. Este
achado é mais interessante quando analisado em conjunto com as outras
enzimas glicoliticas quantificadas neste estudo, evidenciando uma redugao geral
do perfil de metabolismo de glicose no miocardio de animais expostos ao alcool

durante a gestacao.

O transportador de glicose facilitado pela familia 2 do transportador de
soluto ou transportador de glicose tipo 1 (GLUT1) € um gene de grande
importancia no metabolismo celular. Segundo Liao (2002), o aumento da
captacdo miocardica de glicose em camundongos transgénicos pela
superexpressao cardiaca de GLUT1 evitou o desenvolvimento da disfuncao
cardiaca e melhorou a sobrevida de camundongos submetidos a sobrecarga de
pressao crénica durante o periodo deste estudo [160]. Em nosso estudo
observamos uma reducgao de expressao de RNAm de SLC2A1 nos grupos EPA
sugerindo um possivel impacto na diminuicdo do transporte de glicose em
machos e fémeas, possivelmente devido a acdo do alcool nos cardiomidcitos.
Entre animais do grupo EPA observamos uma diminuig¢ao significativa em fémeas
quando compradas com machos. O efeito deletério da reducao da expressao de
GLUT1, como mostrado por Jiang et al. (2020) com camundongos C57BI/6
deficientes (nocaute) de GLUT1, resultou em disfuncéo sistélica e diastdlica
[161].

Em relagdo ao gene TAZ, observamos forte modulagdo do gene nos dois

grupos EPA. No estudo de Garlid et al. (2019), os autores descrevem a
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localizacao da tafazina nas membranas mitocondriais atuando como transacilase
acil-especifica de importancia no metabolismo lipidico por meio da cardiolipina
(CL) [162]. O remodelamento de CL é necessario para garantir que haja
homeostase da cadeia respiratdria nas mitocondrias. Os autores evidenciaram
ainda que mutagdes no TAZ desencadeiam defeitos cardiovasculares graves,
como observados na sindrome de Barth (BTHS), incluindo fibroelastose
endocardica (EFE), cardiomiopatia dilatada ligada ao X 3A (CMD3A e ventricular
esquerda nao compactada (LVNC) [162] Nossos dados evidenciaram um
aumento da expressdo de RNAmM de TAZ em animais com EPA. N&ao
encontramos na literatura estudos que correlacionem a expressédo de RNAm de
TAZ e exposicao preé-natal ao alcool. Entretanto, ha estudos que evidenciaram
uma diminui¢cao na expressao do gene TAZ que acarretou insuficiéncia cardiaca
[171].

A proteina desacopladora-2 (UCP2) transporta anions na membrana
interna de mitocdndrias e € um regulador negativo na producao de ROS [163].
Nossos dados sobre a expressdo de RNAm de UCP2 no grupo EPA sdo bastante
intrigantes, pois verificamos um perfil de expressao diferente entre os sexos.
Observamos grande aumento de expressao no grupo EPA fémea e diminui¢cao
significativa no grupo EPA macho quando comparados com os grupos controle.
Em estudo com camundongos nocaute para o gene UCP2, foi observado
aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) mitocondrial, evidenciando o
papel importante na mitigacdo de ROS pela ativacdo de UCP2 [164] Kutsche et
al. (2020) relatam que nao esta estabelecido o papel especifico da UCP2 em
cardiomidcitos, embora tenha sido apontado que o aumento de expressao possa
reduzir a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) mitocondriais. [165]
Horvath et al. (2002) analisaram camundongos nocautes para UCP2 e
camundongos selvagens com superexpressdao de UCP2 e os efeitos da UCP2
na sensibilidade ao alcool e o limiar da dor [166]. Um aumento de expressao da
UCP2 foi relacionado a uma reducgao da sensibilidade ao alcool, assim como
maior tolerancia ao etanol. Uma possivel explicacdo dada pelos autores para
essa sensibilidade diferente, seria devido a capacidade da UCP2 em aumentar
0 metabolismo ou até mesmo a eliminagéo do etanol.

Wu et al. (2019) relataram a importancia do papel da UCP2 em lesdes

miocardicas e na hipertrofia cardiaca, embora o mecanismo da UCP2 na
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cardioprotecao durante a isquemia de reperfusdo permaneca indefinido [167].
Razeghi et al. (2001) mostraram que UCP2 foi regulada negativamente em
coragdes com insuficiéncia, ou seja, observaram diminuicdo na expresséo de
UCP2 no coragdo, mas o mesmo nao foi observado em coragdes fetais e
saudaveis [168]. Boss et al. (1998) mostraram que ha necessidade de uma maior
eficiéncia metabdlica associada a redugdo nos niveis de expressdo de mRNA
das proteinas desacopladoras no musculo cardiaco, sugerindo que essa redugéo
diminuiria a dissipagéo de energia nesses tecidos [169].

A expressdao de RNAm da Subunidade 3 do complexo alfa da NADH
desidrogenase (Ndufa3) apresentou aumento significativo em fémeas EPA em
relacéo ao grupo controle e em relagdo aos machos EPA. O Complexo | (NADH:
ubiquinona oxidoredutase) usa o potencial de redugdo do NADH para conduzir
prétons através da membrana interna de transdugédo de energia e potencializar
a fosforilagcdo oxidativa nas mitocdndrias de mamiferos [170]. Estes dados
corroboram os dados de expressao de RNAm de UCP2, onde observamos
pronunciado aumento somente em fémeas do grupo EPA. Assim, em fémeas
EPA, parece haver uma tentativa mais eficiente de ativar mecanismos que

possam reduzir efeitos deletérios do estresse oxidativo gerado pelo alcool.

6 CONCLUSAO

Em concluséo, em estudo de expressao de RNA mensageiro de genes
relacionados ao metabolismo e sobrevida celular em camundongos machos e
fémeas adultos apds a exposicao pré-natal ao alcool, observamos alteragdes que
podem estar relacionadas as disfuncdées metabdlicas no miocardio. Nossos
dados sugerem que a EPA resultou em modificagbes transcricionais que
persistiram no miocardio na fase adulta, sendo mais pronunciadas em machos
que em fémeas. Observamos também que, em fémeas EPA, parece haver maior

ativagao de cardioprotegao em relagéao ao estresse oxidativo gerado pelo alcool.
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