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Resumo

Introducgdo: Nosso grupo de pesquisa encontrou feixe de fibras espacadas,
estriacOes celulares menos evidentes, deposicdo de feixes de fibras coldgenas e maior
presenca de fibroblastos no tecido cardiaco de ratos que ingeriram etanol, de forma
voluntéria e cronica. Além disso, observamos aumento na divisdo e morte celular de
cardiomidcitos. Para descobrir se essas alteraces levam a diminui¢do do desempenho do
coracdo e geram danos mitocondriais, alguns testes clinicos e moleculares foram
realizados. Objetivo: investigar se a ingestao cronica de etanol altera o desempenho e a
producdo de energia do ventriculo esquerdo de ratos machos e fémeas da variedade
UChB. Material e métodos: dez machos e dez fémeas adultas de ratos da variedade
Wistar, denominados UChB (Universidade do Chile), bebedores espontaneos de alta
concentracdo de etanol (consumo maior que 2 g de etanol / Kg de peso corpdreo / dia) e
dez ratos UChB machos e dez ratas UChB fémeas adultas, ndo expostos ao etanol, ratos
UChBC (controles) foram utilizados. O desempenho cardiaco foi avaliado pelo teste de
esforco, eletrocardiograma e ecocardiograma. A determinacdo da taxa de reposicdo
tecidual foi feita com o Ki 67 (mitose) e CYCS (apoptose). A avaliacdo do dano
mitocondrial foi realizada através da quantificacdo da COX-IV, SDH-A e ADH.
Resultados: O etanol crénico gera menor ganho de peso e aumento do peso relativo do
coracdo em machos e fémeas expostas, aumento do intervalo QT, diminuicéo do intervalo
RR e aumento da FC em fémeas expostas. Aumento da espessura diastolica da parede
posterior do VE (EDPP), da espessura diastolica do septo interventricular (EDSIV) e
espessura relativa do VE (ERVE) foram verificados em machos expostos. Entre 0s sexos,
a exposicdo levou ao aumento do diametro diastélico (DDVE), didmetro sistélico
(DSVE), espessura diastolica do septo interventricular (EDSIV) e indice de desempenho
miocardico (Tei) nos machos. Nas investigacdes acerca da biogénese mitocondrial e
sobrevivéncia celular, verificamos menor quantidade das proteinas SDHA e COXIV em
machos e fémeas expostos e aumento na concentracdo de CYCS em fémeas expostas.
Conclusdes: ha remodelacdo cardiaca concéntrica e lesdo mitocondrial, diminuindo o
desempenho e a producdo de energia do ventriculo esquerdo de ratos machos e fémeas da
variedade UChB, sendo as fémeas mais sensiveis.

Palavras-chave: coracdo; etanol; cardiomiopatia alcoolica; eletrocardiograma;

ecocardiograma; teste de esfor¢co; mitocondria.
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Abstract

Introduction: Our research group found spaced fiber bundles, less evident cellular
striations, deposition of collagen fiber bundles, and a greater presence of fibroblasts in
the cardiac tissue of rats that voluntarily and chronically ingested ethanol. In addition, we
observed increased proliferation and cell death of cardiomyocytes. To find out if these
changes lead to decreased heart performance and cause mitochondrial damage, some
clinical and molecular tests were performed. Aim: to investigate whether chronic ethanol
intake alters the performance and energy production of the left ventricle of male and
female rats of the UChB variety. Material and methods: ten adult male and ten adult
female Wistar strain rats, named UChB (University of Chile), spontaneous high ethanol
drinkers (consumption greater than 2 gethanol / Kg body weight / day), and ten male
UChB rats and ten adult female UChB rats, not exposed to ethanol, UChBC rats (controls)
were used. Cardiac performance was evaluated by stress testing, electrocardiogram, and
echocardiogram. Tissue replacement rate was determined using Ki 67 (mitosis) and
CYCS (apoptosis). The evaluation of mitochondrial damage was performed through the
quantification of COX-1V, SDH-A, and ADH. Results: Chronic ethanol causes lower
weight gain and increased relative heart weight in exposed males and females, increased
QT interval, decreased RR interval, and increased HR in exposed females. Increases in
LV posterior wall diastolic thickness (PPED), interventricular septum diastolic thickness
(IVSD), and LV relative thickness (LVER) were observed in exposed males. Between
sexes, the exposure led to increased diastolic diameter (LVDD), systolic diameter
(LVSD), diastolic interventricular septum thickness (EDSIV), and myocardial
performance index (Tei) in males. In investigations about mitochondrial biogenesis and
cell survival, we found a lower amount of SDHA and COXIV proteins in exposed males
and females and an increase in the concentration of CYCS in exposed females.
Conclusions: there is concentric cardiac remodeling and mitochondrial damage,
decreasing the performance and energy production of the left ventricle of male and female

rats of the UChB variety, with females being more sensitive.

Keywords: heart; ethanol; alcoholic  cardiomyopathy; electrocardiogram;

echocardiogram; stress test; mitochondria.
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I Introducdo
A primeira mencdo ao etanol como componente da dieta e de eventos

comunitarios data do sétimo milénio a.C. (Periodo Neolitico). Famosos sabios antigos,
como Hipdcrates, usavam etanol como solvente para extratos de ervas, anti sépticos e
para combater a letargia e diarreia, enquanto nos tempos medievais o etanol era usado
como anestésico, sedativo, desinfetante e diurético (KIECHL; WILLEIT, 2014). Dessa
forma, o consumo de etanol era uma atividade ocasional e comunitéria, associada a
festivais especificos (GUMEDE, 1995; PARRY & BENNETS, 1998; ROOM et al., 2003)
ou a préticas médicas e sanitarias. A medida que os destilados se tornavam disponiveis e
o transporte melhorado, as bebidas alcodlicas passaram a ser mercadoria acessivel em
todas as estacOes do ano e usuais em qualquer momento da semana. Esse aumento da
oferta e disponibilidade provou ser prejudicial (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014).

Ao longo dos séculos, o etanol tornou-se a droga viciante mais socialmente aceita
em todo o mundo (CARNEVALE; NOCELLA, 2012), sendo que no seculo XIX, os
lideres da inddstria passaram a associar o etanol como grande inimigo da produtividade
industrial, uma vez que o consumo alcodlico interferia na atengdo dos trabalhadores. As
sociedades industrializadas na Europa e outros lugares caracterizam o uso do etanol como
problema social e de saide (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). O uso nocivo
de etanol é o principal fator de risco para morte de homens entre 15 e 59 anos, com
evidéncias de que as mulheres podem ser mais vulnerdveis (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). Essa vulnerabilidade feminina associa-se ao desenvolvimento
de concentracfes mais altas e prolongadas de etanol no sangue. Isso reflete na interacédo
das diferencas sexuais em varios aspectos do metabolismo do etanol (BARAONA et al.,
2001).

A gquantidade média de etanol puro anual consumida pela populacéo brasileira
maior de 15 anos foi de 2,5 a 4,9 | em 2010, aumentando de 7,52 9,9 l em 2018 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014; 2018). Esse crescimento expressivo é preocupante,
pois 0 uso excessivo tem consequéncias socioecondémicas e na saude do consumidor
(LANNG et al., 2020). O etanol é uma molécula biologicamente pequena, altamente
reativa, se difundindo pelas membranas bioldgicas e nos compartimentos intracelulares,
e capaz de atingir todas as organelas da célula (FERNANDEZ-SOLA; PLANAVILA
PORTA, 2016).
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Investigagdes das vias de acdo do etanol sdo necessarias frente aos impactos
ocasionados pelo consumo alcodlico em diferentes 6rgéaos e sistemas. Como estudos em
humanos sdo limitados devido as questdes éticas, a solugdo parcial encontra-se na
utilizacdo de modelos experimentais como ratos, camundongos, primatas ndo humanos,
entre outros, que permitam a inferéncia e a extrapolacdo dos resultados as condigdes da
sociedade humana.

O modelo experimental de ratos Wistar, da variedade UCh (Universidad de
Chile), é reproduzido no Chile desde a década de 40. Esses animais sdo bebedores
voluntarios de etanol e expdem o conceito da herdabilidade e da predisposicdo genética
ao consumo alcodlico (MARDONES, SEQUOIA-RIQUELME, 1953). Os ratos UChB
sdo bebedores de alta quantidade de etanol (MARDONES, SEQUOIA-RIQUELME,
1983), sendo considerados modelo experimental adequado em estudos que buscam
avaliar os efeitos do consumo alcoolico voluntario, pois apresentam perfil semelhante ao
do homem na sociedade e ndo enfrentam o estresse da alimentacédo forcada (GAPP et al.,
2014).

O coracdo é um dos principais 6rgdos do corpo humano, constituido de
cardiomidcitos (30%), fibroblastos e fibrocitos (64%) (BANERJEE et al., 2007;
VLIEGEN et al., 1991), cuja finalidade € bombear sangue para todo o corpo, garantindo
a oxigenacdo e nutricdo dos tecidos. Impactos diretos e indiretos no sistema
cardiovascular podem ser fatais a saude. O etanol é considerado uma cardiotoxina ha mais
de um século (LAONIGRO et al., 2009) e o alto consumo esta associado com alteracdes
metabolicas do cardiomidcito, como diminuicdo da atividade da enzima lactato
desidrogenase, diminuicdo da beta oxidacdo de acidos graxos, aumento da atividade da
enzima etanol desidrogenase que pode levar ao acumulo de acetaldeido e sintese proteica
prejudicada, eventualmente, levando a lesdo (OBAD et al., 2018). Essas lesdes estéo
associadas a um tipo de cardiomiopatia dilatada, ndo isquémica, denominada
cardiomiopatia alcoodlica (CMA) (LAONIGRO et al., 2009).

Doses moderadas, consumidas regularmente, s&o suficientes para induzir
mudancas metabdlicas e fisiologicas em todo corpo, incluindo alteracfes estruturais e
funcionais no miocardio (BRANDT; WENZEL, 2018). A CMA possui uma fase

assintomatica, que se expressa clinicamente como um comprometimento da fungéo
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ventricular esquerda e um estagio sintomatico, nagueles que continuam a beber e
desenvolvem sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca (URBANO-MARQUEZ, 1998).

CMA é uma cardiomiopatia secundaria, ou seja, que mostra envolvimento
miocéardico patolégico como parte de um grande nimero e variedade de distarbios
sisttmicos generalizados (multiorgénicos). No entanto, ndo h& critérios
imunohistoquimicos, imunoldgicos ou de outra natureza para o diagndstico. Achados
macroscopicos e histoldgicos da CMA sédo indistinguiveis dos encontrados na
cardiomiopatia dilatada (LAONIGRO et al., 2009), sendo a principal distin¢do entre as
patologias o0 histérico do paciente que ingere etanol.

Modelos animais demonstraram que o consumo prolongado de etanol produz
alteragBes histoldgicas e celulares como perda de midcitos e disfungdo intracelular, das
proteinas contrateis e da homeostase do célcio (LAONIGRO et al., 2009). Martinez et al.
(2020) verificaram a presenca de espacamentos entre os cardiomidcitos, estriacoes
celulares menos evidentes, deposicdo de feixes de fibras coldgenas e maior presenca de
fibroblastos no tecido cardiaco de ratos bebedores voluntérios de etanol. Além disso,

aumento na divisdo e morte celular de cardiomiécitos também foi relatado.

Manifestagdes clinicas sdo o resultado de mudangas em componentes celulares e
moleculares do coragdo, assim como em mediadores que conduzem o controle
homeostatico (COHN; FERRARI; SHARPE, 2000). Para investigar a integridade
fisiolégica e funcionalidade do coracdo, exames clinicos como eletrocardiograma,
ecocardiograma e testes de esforco séo utilizados.

O eletrocardiograma (ECG) é a ferramenta de diagnodstico mais amplamente
utilizada, sendo de extrema importancia na avaliacdo inicial do paciente com suspeita de
patologia cardiovascular (ANGELAKI et al., 2021). E indispensavel para o diagndstico e
inicio da terapia em pacientes com sindromes coronarianas agudas, além de ser o meio
mais preciso na identificacdo de distarbios da conducdo intraventricular e arritmias. Sua
interpretagdo pode levar ao reconhecimento de anormalidades nos eletrdlitos,
particularmente de potéssio e calcio séricos, e permitir a deteccao de algumas formas de
anormalidades cardiacas elétricas ou estruturais (KLIGFIELD et al., 2007).

Durante o batimento cardiaco, uma pequena fracdo da atividade elétrica gerada
pelo coragéo se propaga até a superficie do corpo e 0 ECG capta essa corrente elétrica e

determina o ritmo cardiaco. Essa determinagdo é feita através da interpretacdo das ondas
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de despolarizacdo e repolarizacdo das camaras cardiacas, sendo conceituado como
intervalo a mensuracdo de tempo de uma onda até a outra. O intervalo QT abrange desde
o inicio do complexo QRS (despolarizagédo ventricular) até o fim da onda T (repolarizacédo
ventricular). Dessa forma, mensura a atividade elétrica ventricular e sua alteracdo indica
patologias ventriculares. Ja o intervalo RR representa o tempo de uma onda R até a outra,
sendo utilizado na mensuracgao dos batimentos cardiacos e célculo da frequéncia cardiaca
(GUYTON & HALL, 2011).

A ecocardiografia é sensivel para a deteccdo de alteracfes morfoldgicas cardiacas,
evidenciando o risco de doencas cardiovasculares (ANGELAKI et al., 2021). Os métodos
tradicionais de avaliacdo do sistema cardiovascular séo, na maioria das vezes, invasivos
e ndo conseguem descrever de forma completa o curso do processo patolégico. O uso da
ecocardiografia em pequenos animais de laborat6rio ¢ uma abordagem promissora, sendo
ferramenta utilizada no diagndstico de lesdes do miocardio causadas pelo etanol
(KRYZHANOVSKII et al., 2016).

Dados da aptid&o cardiorrespiratoria e da resposta cardiovascular, coletados como
parte de protocolo de teste de exercicio graduado méximo, tém consistentemente
mostrado ser preditores de doengas cardiovasculares ndo fatais e fatais (PETTEE
GABRIEL et al., 2018). O padréo-ouro para avaliacdo da capacidade funcional
cardiovascular ou aptiddo cardiorrespiratoria, em humanos, é a medi¢do do consumo de
oxigénio (VO2) durante o teste de esforco maximo (PIEPOLI; SPOLETINI; ROSANO,
2019). No entanto, em modelos experimentais animais, o estresse gerado por essa técnica
pode interferir nos resultados obtidos, sendo assim, protocolos menos desgastantes sao
preferenciais. Dessa forma, através da adaptacdo do protocolo de SOUZA et al., (2021),
criamos o teste de esforco maximo pontual para avaliacdo da aptidao cardiorrespiratoria
dos animais.

Os cardiomidcitos sdo altamente sensiveis aos efeitos toxicos do etanol com baixa
taxa de regeneragdo ap6s a morte celular (KRENZ; KORTHUIS, 2012). No entanto,
mecanismos de reparo envolvendo hipertrofia e baixa regeneracdo podem, até certo
ponto, neutralizar a geracdo de lesbes (VAIDEESWAR et al., 2014). Eventualmente,
ocorre dano estrutural irreversivel (URBANO-MARQUEZ, 1998; VAIDEESWAR,
2014) por apoptose (FERNANDEZSOLA et al., 2006). O equilibrio entre os mecanismos
que geram ou reparam lesdes define o grau e reversibilidade do dano cardiaco causado
(FERNANDEZ-SOLA, 2015). Apos estimulagdo apoptotica o citocromo C, proteina

transportadora de elétrons localizada na membrana mitocondrial interna, é liberado da
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mitocondria para o citoplasma devido a perda total do potencial da membrana
mitocondrial, resultando na ativacgao da caspase-3 e apoptose (OJO; EMOGHWA, 2020).

As mitocondrias geram a maior parte da energia nas células animais atraves da
fosforilacdo oxidativa. Os elétrons sdo passados ao longo da cadeia transportadora,
composta de quatro complexos polipeptidicos. Esses elétrons sdo gerados a partir da
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), produzida pela oxidacdo de
nutrientes, como a glicose, e transferidos para o oxigénio molecular. A cadeia
transportadora de elétrons tem orientagdo especifica na membrana mitocondrial interna.
A passagem de elétrons entre esses complexos libera energia que é armazenada na forma
de um gradiente de protons através da membrana e é entdo usado pela ATP sintase para
gerar adenosina trifosfato (ATP) a partir da fosforilacdo de adenosina 5'- difosfato (ADP)
(SARASTE, 1999).

O complexo Il da cadeia respiratoria € composto por quatro proteinas codificadas
pelo DNA nuclear (BOURGERON et al., 1995). O nucleo catalitico é formado pela
grande flavoproteina SDHA e pelo aglomerado de enxofre e ferro contendo SDHB,
enquanto as subunidades hidrofébicas SDHC e SDHD contém um (nico grupo heme,
sitios de ligacao de ubiquinona e ancoram o complexo dentro da membrana mitocondrial
interna. O complexo Il acopla a oxidacdo do succinato a fumarato com a reducdo do
transportador de elétrons ubiquinona a ubiquinol, conectando diretamente o sistema de
transferéncia de elétrons mitocondrial com o ciclo de Krebs (SARASTE, 1999).

O dano da estrutura e funcdo mitocondrial é importante contribuinte para a
patogénese cardiaca (WANG et al., 2010). Dessa forma, para avaliar se as mitocéndrias
cardiacas expostas ao etanol sofrem danos, é necessario quantificar as proteinas que
constituem a cadeia transportadora de elétrons (subunidades COX-1V do Complexo IV e
SDH-A do Complexo Il). O etanol é degradado pela alcool desidrogenase (ADH),
produzindo acetaldeido, altamente reativo e toxico, no miocéardio. O acetaldeido é
degradado em acetato pela aldeido desidrogenase mitocondrial (ALDH-2) (BRANDT;
WENZEL, 2018).

As investigacdes da acdo do etanol no cardiomiocito do ventriculo esquerdo,
motor do sistema circulatorio sistémico, contribuem na elucidacdo dos mecanismos

envolvidos na integralidade, fisiologia, diagnostico de patologias e terapias do coracao.
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Além disso, destacam-se as alteragdes entre 0s sexos, j& que a exposi¢do e 0 metabolismo
do etanol séo distintos, com consequéncias irreversiveis a saude e a sociedade.

Nosso objetivo foi investigar se a ingestdo cronica de etanol altera o desempenho
e a producéo de energia do ventriculo esquerdo de ratos machos e fémeas da variedade
UChB.

Il Material e métodos

2.1 Animais

Dez machos e dez fémeas com 250 dias de idade (adultos), pesando entre 300 -
400 g, Rattus norvegicus albinus, da variedade Wistar, denominados UChB
(Universidade do Chile), bebedores esponténeos de alta concentracgao de etanol (consumo
maior que 2 g de etanol / Kg de peso corporeo / dia) e dez ratos UChB machos adultos e
dez ratas UChB fémeas adultas com 180 dias de idade, pesando entre 300 - 400 g, ndo
expostos ao etanol, ratos UChBC (controles) obtidos do Departamento de Biologia
Estrutural e Funcional, Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu, UNESP - Univ
Estadual Paulista.

Os ratos foram alojados individualmente em gaiolas de polipropileno (43X30X15
cm) com maravalha para mensuracdo da ingestdo de agua, etanol e racdo. Mantidos em
temperatura ambiente constante (23 + 1 °C) e iluminac&o (ciclo claro / escuro de 12 h,
com as luzes acesas 6 h). Sendo tratados com uma dieta solida constituida por racao
padrdo para roedores e agua filtrada a vontade. Todos o0s experimentos realizados foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA N° 6199280820).

2.2 Delineamento experimental

Ratos UChB passaram por periodo de selecdo, no qual aos 65 dias de idade, foram
dadas duas garrafas, uma contendo solugdo de etanol a 10 % e outra agua, para livre
escolha, durante 15 dias. Os ratos de consumo > 2 g de etanol / kg de peso corp6reo / dia
foram considerados aptos para integrarem o grupo exposto ao etanol (UChB). Esse grupo
totalizou 20 ratos, sendo 10 machos (Me) e 10 fémeas (Fe) com livre acesso a solugdo de
etanol a 10% (v / v) e agua a vontade até a coleta. O grupo controle (UChBC), também
com 20 ratos, sendo 10 machos (Mc) e 10 fémeas (Fc) teve acesso somente a agua, desde

seu desmame até a coleta.
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192 2.3 Eletrocardiograma
193 Para a obtencdo de registro de eletrocardiograma (ECG), os animais, apos

194  exposicdo cronica (minimo 100 dias) ao etanol, foram anestesiados com lIsoforine®
195  (isoflurano) (4,0 % de inducéo e 1,5 % de manutencao) e mantidos em decubito dorsal.
196  Os eletrodos foram colocados em posicdo de derivagdo D2 (eletrodo positivo no membro
197 inferior esquerdo, eletrodo negativo no membro superior direito e eletrodo de referéncia
198  no membro inferior direito). O sinal foi registrado por quinze minutos, adquirido pelo
199  sistema Biopac A / D (MP100 System; BIOPAC, CA, EUA) e conectado ao programa
200  Aknology. Os dados foram analisados e processados, utilizando o programa MatLab
201  (Mathworks, Natick, MA, EUA). A figura 1 representa o procedimento da medida
202  realizada (adaptada de PROSPERO et al., 2017).

r )
i ECG| BIOPAC A/D
- -
1 o ECG
;‘—‘ | :' -------------------------------------- . . ooooo -
/) CEEEEEESEEEEE \
{ L 21 -
+ e -
203 Fig. 1. Representacdo esquematica da obtencdo do registro de eletrocardiograma (ECG).
204 Apbs o processamento do sinal adquirido, foi analisado o intervalo RR, que

205  determina a regularidade de repeticdes de ondas R do ECG, assim como o intervalo QT,

206  relacionado com a atividade ventricular e frequéncia cardiaca em batimentos por minuto
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(BPM), evidenciando a presenca de arritmias. A figura 2 ilustra 0 ECG (derivagdo D2) e
a andlise do intervalo RR para a identificacdo de arritmias.

Fig. 2. ECG obtido na derivagdo D2 para quantificacdo de arritmias. Intervalo RR e QT marcados em vermelho (fonte:
PROSPERO, 2015)

2.4 Ecocardiograma
A estrutura e a funcéo cardiaca foram avaliadas por ecocardiograma transtoracico,

utilizando equipamento da marca General Electric Medical Systems, modelo Vivid S6
(Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. Os ratos,
apos exposicdo cronica (minimo 100 dias) ao etanol, foram sedados com cloridrato de
cetamina (50 mg / kg, i.p.) e cloridrato de xilazina (1 mg / kg, i.p.). Apds a tricotomia da
regido anterior do torax, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo.
Imagens foram obtidas em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas
imagens em modo bidimensional, com o transdutor em posi¢do paraesternal, eixo menor.
Para avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE), o cursor do modo-M foi posicionado
inferiormente ao plano da valva atrioventricular esquerda junto aos musculos papilares.
As imagens obtidas foram registradas em impressora, modelo UP-895 (Sony, Japdo), e as
estruturas cardiacas medidas, manualmente, com paquimetro (Mitutoyo, Japédo). Essas
medidas foram: diametros diastolico (DDVE) e sistolico (DSVE) do VE, espessura
diastolica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV). A partir
dessas medidas, outros parametros foram calculados:
2XEDPP
DDVE
- Massa do VE (MVE) = [(DDVE + EDPP + EDSIV)® — (DDVE)3] x 1,04

onde 1,04 representa a densidade especifica do miocardio

MVE
Peso corpoéreo

- Espessura relativa do VE (ERVE)=

- Indice de massa do VE (IMVE) =

Para avaliacdo da funcéo sistdlica do VE foram utilizados os indices:
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(DDVE)3— (DDSVE)3
(DDVE)3

- Fracéo de ejecéo (FRE) =

- Velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP) = tangente méaxima do
movimento sistélico da parede posterior

Jé& a funcdo diastolica foi avaliada através dos indices:
- Onda E = pico de velocidade do enchimento diastolico inicial

- Onda A = velocidade do enchimento diastolico tardio
N E
- Razdo entre ondas Ee A = Z

- Tempo de desaceleracdo da onda E (TDE)

Para a analise conjunta da funcéo diastolica e sist6lica do VE utilizou-se o indice
de desempenho miocardico (indice de Tei)
- Indice de performance miocardica (Tei)

g

PG-BGA

_ Tempo de contragido isovolumétrica (tciv)+tempo de relaxamento isovolumétrico (triv)

Tempo de ejegido

2.5 Teste de esforgo
Para avaliacdo da capacidade funcional os ratos, apds exposi¢do crénica (minimo

100 dias) ao etanol, passaram por um periodo de adaptacéo ao ambiente de teste no qual
foram submetidos a 10 minutos / dia de exercicios, com velocidade de 5m / min, em dias
alternados, por 1 semana. No dia das avaliagdes, o teste consistiu em aquecimento inicial
de 5 min em esteira com velocidade de 5m / min. Apds 0 aquecimento, os animais foram
submetidos ao exercicio com velocidade de 8 m / min, seguido de incrementos de 3 m /
min a cada 3 min até a exaustdo, determinada quando o animal se recusar a correr mesmo
apos estimulacéo elétrica ou for incapaz de coordenar as etapas. A velocidade maxima e
0 tempo de operacdo foram registrados e a distancia total calculada (SOUZA et al., 2021).

Cada animal foi testado e adaptado individualmente.

2.6 Coleta
Para o procedimento de eutanasia, primeiramente os animais foram colocados em

camaras de saturacao de gas carbénico para serem anestesiados. Posteriormente, 0s ratos
foram decapitados para coleta do sangue e foi realizada a abertura da cavidade toracica
para coleta do coracdo. O coracdo de 5 animais de cada grupo foi seccionado no plano
sagital mediano com o auxilio de ldmina de aco inoxidavel (marca Feather) e fixado em

paraformaldeido a 4 % durante 24 h. Posteriormente, lavado em agua corrente por 72 h e
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armazenado em etanol 70 %. J& o coragdo dos outros 5 animais de cada grupo foi

congelado em nitrogénio liquido e armazenado em biofreezer.

2.7 Andlise histolégica

A avaliacdo da integridade estrutural do tecido cardiaco foi realizada com o
material corado com Hematoxilina & Eosina (HE) e o processo cicatricial, se presente,
através da marcacao dos feixes de fibras colagenas com Tricromico de Masson (TM). Os
fragmentos do ventriculo esquerdo do coracdo foram embebidos em parafina,
seccionados com 4 um de espessura e corados com HE e TM. Os cortes foram examinados

em microscopio de luz.

2.8 Avaliacao do dano mitocondrial

Para avaliar a regulacdo da biogénese mitocondrial e o estresse celular, em
resposta a estimulos ambientais, foi feita a analise e quantificacdo por Western Blot das
proteinas COX-411 e SDH-A. Uma porc¢éo do ventriculo esquerdo foi macerados com a
utilizacdo do tampdo de lise RIPA contendo inibidores de protease (Sigma CO, Saint
Louis, MO, USA). Os tubos foram mantidos em gelo para coleta individual do
sobrenadante e uma aliquota retirada para quantificacdo proteica total pelo método de
Bradford.

Amostras com 50 pg de proteina foram solubilizados e aplicados em gel de
poliacrilamida 4-20 % (SDS-PAGE). Apoés a realizacdo da eletroforese, as proteinas
foram eletrotransferidas (300 mA) para membrana de nitrocelulose (BioRad, California,
USA). Em seguida, a membrana foi bloqueada com BSA 3 % (m/v) ou leite molico® 3 %
(m/v) e incubada com os anticorpos primarios monoclonais: anti-SDHA (1:1000), anti-
COX4lI1 (1:1000) (Elabscience® E-AB-40089 e E-AB-70109), diluidos em leite 3 %
durante a noite. A membrana foi lavada 3X em solucdo basal (TBS - Tween 1 % v/v) e
incubada com anticorpo secundario anti-Rabbit em BSA 1 % (m/v), conjugado a
peroxidase - HRP (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 1:30 h. Apds a lavagem com
solucéo basal 3X, a reacéo foi revelada pelo sistema de deteccdo ECL®Selected Western
Blot Detection Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Apds a captura da imagem em
transiluminador G-Box foi feita a quantificacdo densitométrica das bandas utilizando o
software Image J. A intensidade da banda foi quantificada atraves do indice de
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densitometria Optica (IOD) relativo a intensidade de GAPDH (marcador celular
enddgeno).

Para a determinacdo da atividade da enzima aldeido desidrogenase mitocondrial
(Aldh2) foi realizada a quantificacdo no tecido pelo método de ELISA (Kit ER065 Fine
Test) de acordo com as instrucgdes do fabricante.

2.9 Avaliagao da taxa de reposicao tecidual

Utilizamos o anticorpo CYCS (E-AB-70033) para detectar a translocacdo do
citocromo ¢ para o citosol durante a apoptose. A translocagdo foi determinada pelo
método de Western Blot, seguindo as recomendacdes do fabricante. Também foram
realizados ensaios relacionados a mitose (Ki67). Os cortes do coracdo de cada grupo
foram corados com anticorpos contra Ki-67 (Millipore, Merck KGaA, Burlington, MA,
EUA) de acordo com o protocolo de fabricacdo. Apds imunorreagdes, as ldminas foram
lavadas em tampao TBS-T e incubadas com anticorpos secundarios (Polymer Anti-Rabbit
- DAKO & CYT) por 1 h. Em seguida, as laminas foram coradas com diaminobenzidina

(DAB, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e contrastadas com Hematoxilina.

2.10 Analise estatistica

Os dados tiveram sua normalidade (curva de Gauss) analisada pelo teste Shapiro-
Wilk. O teste t ndo pareado foi usado para dados normais (paramétricos) e para dados nao
normais (ndo paramétricos) o teste de Mann-Whitney foi aplicado. O valor de p < 0,05
foi considerado significativo, utilizando-se o GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, Estados Unidos).

111 Resultados

3.1 Consumo alimentar

A avaliacdo da ingestdo de adgua ndo apresentou diferenca entre 0s grupos na
maioria das semanas, no entanto, em algumas semanas pontuais, por conta das variaces
climéticas, houve picos de consumo (Fig. 3). Quanto ao consumo de ra¢do, houve maior
diferenga entre machos e fémeas nos grupos expostos (Fig. 3D) do que nos controles (Fig.
3C).
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Fig. 3. Consumo de agua. A: comparacéo entre fémeas; B: comparacéo entre machos; C: comparagdo entre controles;

330 D: comparagAo entre expostos (*p < 0,05).
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332 Fig. 4. Consumo de ragdo. A: comparacéo entre fémeas; B: comparacéo entre machos; C: comparacéo entre controles;
333 D: comparag#o entre expostos (*p < 0,05).
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335 3.2 Ganho de peso
336 Houve diferencas no ganho de peso em todas as comparacdes (Fig. 5).
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Fig. 5. Ganho de peso. A: comparacédo entre fémeas; B: comparagdo entre machos; C: comparagdo entre controles; D:

comparagao entre expostos (*p < 0,05).
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O peso relativo do coragdo (indice cardiaco), divisdo do peso do coracdo (mQg)
pelo peso corpéreo (mg) (Fig.7), mostra diferenca entre fémeas (Fig. 6A), machos (Fig.

6B) e expostos (Fig. 6D).

Peso relativo do coragao
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Fig. 6. Peso relativo do coragdo. A: comparagdo entre fémeas; B: comparagdo entre machos; C: comparacdo entre
controles; D: comparacéo entre expostos (*p < 0,05).
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Fig. 7. Peso corpdreo dos animais no momento da coleta.

3.4 Eletrocardiograma
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Verificamos diferenca entre os grupos Fc e Fe em todas as analises (Fig. 8A, 9A

e 10A). Também identificamos diferencas no intervalo QT entre os grupos controles (Fig.

8C). N&o houve diferenca nas comparagdes restantes.
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Fig. 8. Intervalo QT. A: comparacéo entre fémeas; B: comparagédo entre machos; C: comparacéo entre controles; D:
comparagao entre expostos (*p < 0,05).
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Fig. 9. Frequéncia cardiaca. A: comparacdo entre fémeas; B: comparagdo entre machos; C: comparagdo entre controles;
D: comparacéo entre expostos (*p < 0,05).
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Fig. 10. Intervalo RR. A: comparagdo entre fémeas; B: comparacéo entre machos; C: comparacéo entre controles; D:
comparagéo entre expostos (*p < 0,05).
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3.5 Ecocardiograma
Os ecocardiogramas das fémeas ndo apresentaram diferenga em nenhum dos

parametros analisados. J& os dos machos apresentaram diferencas no EDPP, EDSIV e
ERVE (Figura 11). Os ecocardiogramas dos controles apresentaram diferencas no
DDEVE, DSVE, EDPP, EDSIV e VEPP (Figura 12). Os ecocardiogramas dos expostos
apresentaram diferencas no DDVE, DSVE, EDPP, EDSIV, IMVE e Tei (Figural3).

EDPP EDSIV ERVE
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Fig. 11. Ecocardiograma machos. EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do VE. EDSIV: espessura diastolica
do septo interventricular. ERVE: espessura relativa do VE (*p < 0,05).
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Fig. 12. Ecocardiograma controles. DDVE: diametro diastélico. DSVE: diametro sistélico do VE. EDP: espessura
diastdlica da parede posterior do VE. EDSIV: espessura diastolica do septo interventricular. VEPP: velocidade
de encurtamento da parede posterior (*p < 0,05).
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Fig. 13. Ecocardiograma expostos. DDVE: didmetro diastélico. DSVE: didmetro sistolico do VE. EDP: espessura
diastdlica da parede posterior do VE. EDSIV: espessura diast6lica do septo interventricular. IMVE: indice de
massa do VE. Tei: indice de desempenho miocardico (*p < 0,05).
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431 3.6 Teste de esforgo
432 Os testes de esforco ndo apresentaram diferencga nas distancias totais percorridas
433  (Figura 14), nem nos tempos de operacédo (Figura 15).
434 Teste de esforgo (d)
435 A 400- B 400-
436 1
B 300 € 300
437 @ o
2 200 £ 200
438 3 7
439 2 1p0- 0 1004
440 0 - - 0 T
Qo Qe' @ @0
441
C D
442 400+ 400+
443 a3 300- £ 300
444 g 2004 g 2004
«0 o
445 b 3
8 100+ 8 100-
446
0 T T 0 T
447 Q(, o« @ &
448 Fig. 14. Distancia total percorrida durante o teste de esfor¢o em esteira. A: comparacgao entre fémeas; B: comparacao
449 entre machos; C: comparacédo entre controles; D: comparagdo entre expostos (*p < 0,05).
450
451 Teste de esforgo (t)
452 A B ..
453 204
€ 204 <
454 E 20 £ 151
o o
455 g g 104
456 =10 ©
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457
0 ' T 0 .
458 QO Q@ @0 \&Q&
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460
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461 £ % £
462 3 2
4 63 g 104 ﬁ 104
464 . . : o :
465 < Q© < ¥

466 Fig. 15. Tempos de operagéo do teste de esfor¢o em esteira. A: comparacéo entre fémeas; B: comparagéo entre machos;
467 C: comparagdo entre controles; D: comparagdo entre expostos (*p < 0,05).
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468 3.7 Histologia

469 Verificamos que as fibras cardiacas se apresentaram mais espacadas € com menor
470 quantidade de nucleos. Além disso, constatamos maior presenca de fibroblastos e
471  deposicdo de feixes de fibras coldgenas nos ratos expostos. Notamos aproximacdo maior
472  entre os nacleos dos cardiomidcitos e estriacfes das fibras cardiacas mais evidentes nos
473  controles (Figs. 16 e 17).

-

474 Fig. 16. Fotomicrografia do ventriculo esquerdo do coragdo. A: fémeas controles; B: fémeas expostas; C: machos
475 controles; D: machos expostos. HE. Aumento do microscépio: 400X.

476

477 Fig. 17. Fotomicrografia do ventriculo esquerdo do coragdo. A: fémeas controles; B: fémeas expostas; C: machos
478 controles; D: machos expostos. TM. Aumento do microscopio: 400X.
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479 3.8 Dano mitocondrial

480 Constatamos que tantos as fémeas quanto os machos expostos apresentaram

481  menor concentracdo da proteina SDHA (Fig. 19). J& a concentracdo da proteina COX
482  (Fig. 21) é menor nos machos expostos. A concentracdo da ALDH2 mostrou diferenca
483  entre os grupos controles (Fig. 22C).

Controles Expostos
I
O
2| Il \'2chos
484
485 Fig. 18. Western Blot para quantificacio da SDHA.
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486 Fig. 19. Quantificacdo da proteina SDHA. A: comparagao entre fémeas; B: comparacéo entre machos; C: comparagao
487 entre controles; D: comparagao entre expostos (p < 0,05*).
Controles Expostos

493  Fig. 20. Western Blot para quantificagio da COXIV.

COXIV
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494
495 Fig. 21. Quantificacdo da proteina COXIV. A: comparacéo entre fémeas; B: comparagédo entre machos; C: comparacdo
496 entre controles; D: comparagio entre expostos (p < 0,05%).
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511  Fig.22. Elisapara quantificagdo da ALDH2. A: comparagéo entre fémeas; B: comparagao entre machos; C: comparagéo
512 entre controles; D: comparagao entre expostos (p < 0,05*).
513
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514 3.9 Taxa de reposicao tecidual

515 N&o houve diferenca na proliferacéo celular (Fig. 24). A concentragdo da proteina

516  CYCS mostrou diferencga entre fémeas (Fig. 26A) e controles (Fig. 26C).

517 Fig. 23. Fotomicrografia do ventriculo esquerdo do coragdo. A: fémeas controles; B: fémeas expostas; C: machos

518 controles; D: machos expostos. Imunihistoquimica com anti-Ki67. Aumento do microscépio: 400X.
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520 Fig. 24. Contagem dos nicleos marcados com Ki67. A: comparagdo entre fémeas; B: comparagdo entre machos; C:
521 comparagdo entre controles; D: comparagdo entre expostos (p < 0,05%).

522



nstituto de
Biociéncias

523
524

525

526
527

528
529
530
531
532
533

A
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u nesp ' 4{LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Controles Expostos
% L L T™ ﬁ&m Fémeas
' W& Machos
Fig. 25. Western Blot para quantificagdo da CYCS.
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Fig. 26. Quantificagdo da proteina CYCS. A: comparagéo entre fémeas; B: comparagdo entre machos; C: comparagdo
entre controles; D: comparacéo entre expostos (p < 0,05%).

IV Discusséo

O etanol crénico gera menor ganho de peso e aumento do peso relativo do coragao
em machos e fémeas expostas, aumento do intervalo QT, diminuigdo do intervalo RR e
aumento da FC em fémeas expostas. Aumento da espessura diastolica da parede posterior
do VE (EDPP), da espessura diastdlica do septo interventricular (EDSIV) e espessura

relativa do VE (ERVE) foram verificados em machos expostos. Entre 0s sexos, a
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exposicao levou ao aumento do didmetro diastolico (DDVE), didmetro sistélico (DSVE),
espessura diastolica do septo interventricular (EDSIV) e indice de desempenho
miocardico (Tei) nos machos.

Ha um estagio assintomatico da ACM que se caracteriza pela dilatacdo e aumento
da massa do VE e disfuncéo diastolica. O estagio sintomatico da ACM ¢ caracterizado
por dilatacdo e aumento da massa do VE, adelgacamento da parede, disfuncdo sistélica e
sinais e sintomas de IC (LAONIGRO et al., 2009). Com a progressdo da doenca para IC,
o tamanho do coracdo aumenta para equilibrar o dano, a funcédo cardiaca se deteriora e 0s
sintomas tornam-se evidentes. Esse aumento é resultado do processo de remodelacdo
cardiaca que engloba mudancas associadas a IC (COHN, FERRARI, SHARPE, 2000).

A remodelacdo cardiaca pode ser descrita como condicdo fisiologica e patoldgica
que pode ocorrer apos infarto do miocardio (IM), sobrecarga de pressao (estenose adrtica,
hipertensdo), doenca inflamatdéria do musculo cardiaco (miocardite), cardiomiopatia
idiopética dilatada ou sobrecarga de volume (regurgitacdo valvar). Embora as etiologias
dessas doencas sejam diferentes, elas compartilham varias vias bioquimicas e
moleculares (COHN, FERRARI, SHARPE, 2000). A remodelacdo é conceituada como
alteragBes moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente através
de alteragdes no tamanho, forma e funcdo do coracdo apds lesdo. Sendo esse processo
influenciado pela carga hemodindmica e ativacdo neuro-hormonal, tendo o0s
cardiomidcitos como principais células envolvidas. A partir do estiramento das fibras
cardiacas ocorre aumento na atividade de norepinefrina local, na liberacdo de
angiotensina e endotelina, resultando na expressdo de proteinas alteradas e na hipertrofia
dos cardiomidcitos. A hipertrofia acarreta aumento da ativacdo neuronal e deterioracédo
do desempenho cardiaca (COHN, FERRARI, SHARPE, 2000).

Os tecidos cardiacos contém quantidades substanciais de norepinefrina,
localizadas nas terminacGes dos nervos simpaticos, em posicdo proxima as fibras
miocardicas (DAHLSTROM et al., 1965). A ativagio simpatica cardiaca ocorre durante
o0 estresse, para melhorar o débito cardiaco. Entretanto, no quadro de lesdo cardiaca, a
diminuicdo do débito cardiaco resulta reflexivamente em ativacdo simpatica cronica, que
pode levar a progressdo da insuficiéncia cardiaca e ao desenvolvimento de arritmias
ventriculares (FUKUDA et al., 2015). A norepinefrina &€ o neurotransmissor primario
liberado pelos nervos eferentes simpaticos pos-ganglionares (CHAN et al., 2020).

O sistema nervoso auténomo regula intrinsecamente a excitabilidade e funcéo

contratil do coracdo. A cada batimento cardiaco, os aferentes fornecem informagdes da
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atividade do musculo cardiaco para o neuro eixo. InformacGes adicionais sdo transmitidas
via receptores circulatdrios extra cardiacos. Nas cardiopatias estruturais, onde as
heterogeneidades no substrato elétrico cardiaco sdo amplificadas pela norepinefrina,
levando a alto risco de arritmias, incluindo taquicardia e fibrilacdo. A desregulacao
autondmica cardiaca é central para o desenvolvimento e progressdo da maioria das
doencas cardiovasculares (hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, arritmias e infarte)
(FUKUDA et al., 2015).

A doenca cardiaca perturba ndo s6 musculo, mas também o sistema nervoso
cardiaco (CHAN et al., 2020), que esté fortemente ligado a regulagdo elétrica do coracao.
Dentre muitos dos efeitos do etanol no coracdo, esta a implicacdo sobre o ritmo cardiaco
e arritmias (GEORGE, FIGUEREDO, 2010). Verificamos diferenca entre os grupos Fc e
Fe em todas as analises eletrocardiograficas, identificando maior intervalo QT, maior FC
e menor intervalo RR nas expostas. Também identificamos diferengas no intervalo QT
entre os grupos controles, comprovando a teoria da diferenca sexual (FEI, STATTERS,
CAMM, 1994; RAUTAHARJU, SURAWICZ, GETTES, 2009; URBANO-MARQUEZ
etal., 1995).

O intervalo QT é definido como o intervalo desde o inicio do complexo QRS, ou
seja, a indicagdo mais precoce de despolarizacdo ventricular até o final da onda T que
indica o fim da repolarizacdo ventricular (RAUTAHARJU, SURAWICZ, GETTES,
2009). Dessa forma, o aumento detectado no Fe comprova alteracdes na despolarizacao
e repolarizacgdo ventricular.

A frequéncia cardiaca € o numero de batimentos do coracdo por minuto
(GUYTON & HALL, 2011), sendo seu aumento denominado taquicardia. O etanol
também esta positivamente correlacionado com taquicardia ventricular e morte subita
cardiaca em bebedores pesados (GEORGE, FIGUEREDO, 2010). Quando a frequéncia
cardiaca aumenta, a duracdo de cada ciclo cardiaco diminui, incluindo as fases de
contracdo e relaxamento, isso significa que o coracdo, em frequéncia muito rapida, ndo
permanece relaxado tempo suficiente para permitir o enchimento completo das cdmaras
cardiacas antes da proxima contracdo (GUYTON & HALL, 2011). A turbuléncia anormal
da frequéncia cardiaca esta associada ao aumento da mortalidade e morte subita em
pacientes com doenca arterial coronariana e cardiomiopatia dilatada (FUKUDA et al.,
2015).

O Intervalo RR corresponde ao tempo entre dois complexos QRS. Esse complexo

é produzido pelos potenciais gerados quando os ventriculos se despolarizam antes de sua
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contracdo, isto €, enquanto a onda de despolarizacdo se propaga pelos ventriculos
(GUYTON & HALL, 2011). Dessa forma, a constatacéo de que o Fe possui um intervalo
RR menor que o Fc corrobora que arritmias em alcoolicos cronicos podem representar
manifestacdes clinicas da cardiomiopatia dilatada, devido a anormalidades eletroliticas
(GEORGE, FIGUEREDO, 2010).

Os ecocardiogramas dos Me apresentaram aumento na espessura diastolica da
parede posterior do VE (EDPP), na espessura diastolica do septo interventricular
(EDSIV) e espessura relativa do VE (ERVE). Esse aumento caracteriza remodelacao
concéntrica da geometria ventricular esquerda (ANGELAKI et al., 2021). Entre os
controles, os ecocardiogramas apresentaram diferencas no diametro diastélico (DDVE),
diametro sistélico do VE (DSVE), espessura diastolica da parede posterior do VE
(EDPP), espessura diastolica do septo interventricular (EDSIV), espessura relativa do VE
(ERVE) e velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP). Sendo todos esses
valores maiores nos Mc comparados as Fc. Esse resultado representa a diferenca de peso
corporeo entre machos e fémeas. As fémeas pesdo em média 150 g a menos gque 0s
machos. Dessa forma, os pontos de corte para identificar hipertrofia ventricular esquerda
séo diferentes entre os sexos (KRUMHOLZ, LARSON, LEVY, 1995).

Os ecocardiogramas dos Me foram maiores nas variaveis: didametro diastélico
(DDVE), diametro sistolico (DSVE), espessura diastélica do septo interventricular
(EDSIV) e indice de desempenho miocardico (Tei) em relacdo a Fe. Além disso, foi
constatado menor indice de massa do VE (IMVE) nos machos. Esses resultados apontam
as diferencas estruturais, bioquimicas e funcionais do coracdo de machos e fémeas, da
mesma idade (CAPASSO et al., 1983), além de terem relacdo com a diferenca do peso
corporal e do peso do coracdo, sendo que maiores nos machos (SHREINER,
WEISFELDT, SHOCK, 1969; WOLINSKY, 1971; DADGAR, et al., 1979). Porém, a
razdo do peso do cora¢do pelo peso corporal € maior nas mulheres (BERG; HARMISON,
1955).

Nas investigacOes acerca da biogénese mitocondrial e sobrevivéncia celular,
verificamos menor quantidade das proteinas SDHA e COXIV em machos e fémeas
expostos e aumento na concentragdo de CYCS em fémeas expostas. O etanol e o
acetaldeido conferem efeito toxico nas mitocondrias, atuando na inibicdo da respiracéo
mitocondrial, além disso, aumenta as concentra¢es da proteina pro-apoptética Bax e a

atividade da enzima caspase-3 (LAONIGRO et al., 2009). Com a ativacdo do processo
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de morte celular ocorre a liberagdo do citocromo C no citoplasma, aumentando a
concentracdo da CYCS.

Durante a respiracdo celular, o O2 atua como aceptor final de elétrons, dessa
forma, ao ser reduzido pelo complexo IV ocorre a formacdo de H.O, catalisada pela
COXIV. Esse processo nédo é totalmente eficiente e a transferéncia de elétrons para O>
pode ocorrer no complexo | ou I, resultando na geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que oxidam proteinas celulares, lipidios e acidos nucleicos, causando disfuncéo
ou morte celular (FUKUDA et al., 2007). Portanto, a diminui¢do da COXIV contribui na
geracdo de ROS. Além disso, essa proteina atua como reguladora da respiracéo celular,
pois se liga ao ATP, levando & inibicéo alostérica da atividade do complexo IV, em altas
razbes ATP/ADP (NAPIWOTZKI; KADENBACH, 1998).

Dentre os mecanismos relacionados a lesdes de 6rgdos expostos ao etanol, o
aumento do estresse oxidativo, a inducdo de metilacdo, as modificacbes pos-traducionais,
a desregulacdo do metabolismo lipidico e a transducdo de sinal se destacam (OBAD et
al., 2018). A desregulacdo no metabolismo lipidico € extremamente prejudicial no
coracdo, pois cerca de 60 a 80 % da energia do miocardio em adultos € derivada da
oxidacdo de acidos graxos livres, sendo que em pacientes com doencgas cardiacas foram
detectadas falta de energia ou acumulo excessivo de gordura (AJITH; JAYAKUMAR,
2016).

As mitocondrias sdo a forca motriz da célula e alvos vulnerdveis ao dano
oxidativo. A manutencdo da homeostase redox é critica para a funcgéo celular normal e €
particularmente importante para o coragdo que exige alta quantidade de energia.
Normalmente, a homeostase redox é mantida pelo equilibrio entre a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), originadas pela utilizacdo de oxigénio para geracdo de
energia, e a defesa antioxidante endégena (WANG et al., 2010). O prejuizo da estrutura
e funcdo mitocondrial, resultante do aumento do estresse oxidativo, € importante
contribuinte para a patogénese cardiaca (WANG et al., 2010).

Comprometimento da atividade da SDH foi descrita em alguns pacientes nos
ultimos 20 anos, associada a cardiomiopatia hipertrofica isolada (RUSTIN et al., 1993) e
cardiomiopatia hipertrofica com miopatia do musculo esquelético (LESTIENNE, 1999).
Como essas proteinas representam alvo privilegiado para os superoxidos, pode-se prever
gque danos semelhantes, envolvendo o SDH, serdo progressivamente relatados em
diversas situacOes de estresse oxidativo. Dessa forma, alteragdes no funcionamento das

proteinas do complexo Il, tanto na producéo de ATP na cadeia respiratdria e no manuseio
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do O, quanto no ciclo de Krebs e metabolismo mitocondrial 6rgéo especifico (RUSTIN,
2002) estéo ligados a cardiomiopatias.

V _Conclusao
Concluimos que ha remodelacdo cardiaca concéntrica e lesdo mitocondrial,
diminuindo o desempenho e a producdo de energia do ventriculo esquerdo de ratos

machos e fémeas da variedade UChB, sendo as fémeas mais sensiveis.
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