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Resumo

Mgdes alcoolistas, em humanos e animais de laboratorio, vém sendo responsaveis por distdrbios sistémicos em seus
descendentes. O presente estudo avaliou, através da histoquimica e da analise digital de imagem, o perfil histoldgico do
coragdo de ratos (ratos Wistar) submetidos indiretamente ao etanol e a desnutrigdo cronica, durante o periodo perinatal,
gerados por matrizes submetidas aos seguintes tratamentos: dieta padréo do biotério, dieta experimental hipoprotéica,
ingestdo de &gua e ingestao cronica de etanol (3g/kg do peso corporal). Foram originados quatro grupos experimentais
(Grupo Controle — GC, Etanol- GE, Desnutrido — GD, Etanol — Desnutrido — GED), avaliando-se a evolugéo do
peso corporal em trés periodos: 3°(P3), 25° (P25) e 40° (P40) dia de vida. Na analise morfométrica, avaliaram-se as areas
de deposito de colégeno, o nimero e o didmetro médio dos vasos cardiacos e as inclusdes PAS-positivas e lipofucsina. Os
resultados demonstraram que, em P3, apenas o grupo etanol (GE) tinha peso significativamente menor, quando
comparado com 0s demais grupos. Houve diferenca significativa de peso entre 0s grupos com o mesmo tratamento e
dietas diferentes (GE x GED) em P25 e P40, tendo 0 GED o menor peso. A anélise de imagens dos depdsitos de
colageno revelou um aumento significativo no GE. O GD exibiu uma redugéo no nimero médio de vasos, quando
comparado a outros grupos. O GED apresentou um aumento significativo no didmetro médio dos vasos do endo-
miocérdio, bem como inclusdes PAS-positivas, com distribuicdo difusa dos cardiomidcitos e do endotélio vascular.
Pode-se, entdo, concluir que a exposicao pré e pds-natal ao etanol induz altera¢des morfoldgicas importantes no tecido
cardiaco dos descendentes, e muitas dessas altera¢es sao intensificadas pelo estado de desnutricdo protéica.
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INTRODUCAO

O alcoolismo é um dos maiores proble- ganicos, como, por exemplo, no sistema nervo-
mas de satde publica mundial. O consumo de so central, no trato gastrointestinal, nos 6rgaos
alcool tem impacto nos diferentes sistemas or- hematopoiéticos e no sistema cardiovascular. @
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Por ser uma molécula pequena, soltvel
em &gua e lipidios, o etanol permeia todos os
tecidos e pode, quando em uso crénico e
abusivo, causar uma ampla variedade de altera-
¢Oes sistémicas, entre elas a cardiomiopatia al-
codlica. @

Dentre os efeitos deletérios do &lcool no
coragdo, podemos destacar a perda da
contratibilidade do miocéardio, a arritmia étrio-
ventricular e a cardiopatia dilatada ndo-
isquémica. @ Contudo alguns estudos defen-
dem que o consumo moderado de alcool prote-
ge contra doengas coronarias cardiacas por me-
canismos ainda ndo totalmente esclarecidos.®
4)

O uso moderado de etanol estd associa-
do ao dano oxidativo nas mitocondrias dos
cardiomidcitos e na sintese de fibronectina, uma
das principais proteinas componentes da ma-
triz extracelular. ® A doenca alcodlica cardiaca
(DAC) ¢ caracterizada por alteragdes estrutu-
rais que incluem dilatacdo das camaras,
hipertrofia ventricular e danos aos midcitos. ©
Os achados histologicos em alcoolistas croni-
cos, com ou sem manifestacdes clinicas, consis-
tem de fibrose miocérdica de intensidade e dis-
tribuicdo variaveis, inclusdes PAS-positivas no
endotélio arteriolar, depositos de lipofucsina e
vacuolizacdo no citoplasma dos miocardidcitos.
@)

O estudo dos efeitos teratogénicos do al-
cool inclui, entre eles, desnutricdo materna,
disfuncéo placentéria e disturbios na formagéo
dos 6rgdos ®. A interacdo de etanol e desnutri-
¢éo tem sido implicada na patogénese das prin-
cipais cardiomiopatias. ©

Apesar de existirem, na literatura, varios
relatos com a quantificacdo das alteracdes
morfoldgicas no tecido cardiaco, através da uti-
lizagdo  concomitante de  métodos
fotocolorimétricos e morfométricos “% Y, pou-
co se sabe sobre os efeitos da desnutrigdo
protéica associada a ingestdo cronica de etanol
na histo-arquitetura cardiaca, nos periodos pré
e pbs-natal.

A partir desses dados, objetivou-se, nes-
te estudo, avaliar os efeitos indiretos da exposi-
¢do cronica ao etanol e da desnutricdo protéica
de matrizes (maes), em ratos recém natos, ava-
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liando-se a evolucdo do peso corporal e do cora-
¢do dos filhotes e as possiveis alteragfes
histomorfomeétricas dos cardiomidcitos no endo-
miocardio

METODO

Animais e dietas

Para o acasalamento, foram colocadas, em
cada gaiola, trés ratas fémeas e um macho da
linhagem Wistar. A gestacdo era confirmada pela
identificacdo de células descamativas, muco
gestacional e espermatozéides, em exame mi-
croscopico (Microscdpio Zeiss Standard 25,
10x).

No periodo compreendido entre o pri-
meiro dia de gravidez e o Ultimo do aleitamen-
to, as matrizes foram submetidas a um dos qua-
tro diferentes protocolos resultantes da combi-
nacdo de dois tratamentos nutricionais: racéo
comercial LABINA? ou dieta béasica regional
(DBR), uma dieta experimental hipoprotéica,
com, respectivamente, 23% e 8% de protei-
nas, com dois tratamentos por gavagem: admi-
nistragdo diaria de agua filtrada ou de etanol. A
gavagem foi executada sempre entre 7 e 8 horas
da manha. Os filhotes das matrizes assim trata-
das originaram 0s quatro grupos experimentais,
descritos a seguir.

Grupo-controle (GC, n=13): ratos oriun-
dos de mées mantidas com a racdo LABINA? e
doses de 3,8 ml de agua filtrada. Assim, as ma-
trizes desse grupo foram submetidas a0 mesmo
estresse, causado pela contencdo e gavagem, so-
frido pelas gestantes dos demais grupos.

Grupo Etanol (GE, n=17): ratos procria-
dos por matrizes mantidas com LABINA?, as
quais recebiam etanol na dose de 3g/kg de peso
corporal, diluido em &gua filtrada, em volume
total de 3,8 ml (Alcool Etilico Absoluto PA. —
VETEC?, Lote: 013471).

Grupo Desnutrido (GD, n=11): ratos ge-
rados por mées mantidas com a dieta experi-
mental hipoprotéica (DBR), as quais recebiam,
também, 3,8 ml de agua filtrada.

Grupo Etanol-Desnutrido (GED, n=16)
ratos gerados por matrizes alimentadas com di-
eta experimental hipoprotéica (DBR), as quais
recebiam etanol.



No terceiro dia apds o parto, executou-
se a sexagem, excluindo-se as fémeas, devido a
conhecida influéncia dos horménios sexuais fe-
mininos no metabolismo do élcool. #? Os fi-
Ihotes machos de cada grupo experimental, ge-
rados por diferentes matrizes, foram mistura-
dos entre si e mantidos em ninhadas de 4 a 6
animais. A padronizacdo do tamanho da ninhada
teve como objetivo eliminar a desnutrigdo
induzida por grandes ninhadas durante a
lactacdo.™ A contagem dos animais era reali-
zada diariamente, e foram estabelecidos méto-
dos para evitar a coprofagia e o canibalismo.

Peso corporal

Os animais foram pesados no 3° dia ap6s
0 nascimento (P3), no final da lactacdo (P25) e
aos 40 dias de vida (P40), utilizando-se balan-
¢a eletrénica (Marte, modelo S-000). A opgdo
pela pesagem a partir do 3° dia apds o nasci-
mento foi decorrente da observacdo de aumen-
to da agressividade e canibalismo entre as ma-
trizes submetidas ao tratamento com etanol e
DBR, quando os filhotes eram manipulados nos
dois primeiros dias de vida.

Estudo histolégico

Perfusdo

Aos 40 dias de vida, os filhotes foram
pesados e anestesiados por via intraperitonial,
com solucdo aquosa que continha uma mistura
de Uretana a 10% (19/Kg) e Cloralose a 0,4%
(40 mg/Kg), de acordo com 0 peso corporal.
Para a execucdo da perfusdo, procedeu-se a uma
ampla abertura do torax, para exposi¢ao do co-
racdo. Apds a injecdo de 0,1 ml de heparina
(Liquemine®) no ventriculo esquerdo, para evi-
tar a coagulacdo sanglinea, introduziu-se, na
mesma regido, uma canula de polietileno (por
onde foram injetadas as solucbes de perfusdo)
e, concomitantemente, fez-se a abertura do atrio
direito. Dessa forma, tanto o sangue quanto as
solugdes de perfusédo eram eliminadas por aquela
abertura.

Ap6s o blogueio da artéria aorta abdo-
minal com uma pin¢a hemostatica, procedeu-
se a perfusdo, com o auxilio de um compressor
com pressao regulada em torno de 90 mmHg.
Para a remocdo do sangue e a manutencdo da
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integridade tecidual, injetou-se, através da ca-
nula, um volume em torno de 100 a 150ml de
uma solucdo de tampéo fosfato de sédio 0,1M,
pH 7.2, com 0,9% por volume de NaCl. A
seguir, perfundiu-se um volume em torno de
150 a 300 ml de formaldeido a 10%, diluido
em salina a 0,9%, controlando-se a fixacdo do
tecido pelo volume inoculado e a rigidez do
pescoco e dos membros superiores. Finalizada a
perfusdo, procedeu-se a retirada do coragdo e
mergulhou-se 0 mesmo em formalina a 10%
tamponada.

Microtomia e histoquimica

Os coracdes, apos a fixacdo (tempo mini-
mo de 48h), foram cortados transversalmente
na regido média, obtendo-se um fragmento do
ventriculo esquerdo e direito, com espessura de
0,5 cm, Esses fragmentos foram submetidos a
rotina histoldgica e incluidos em parafina. Os
cortes histolégicos (4um) foram obtidos em
micrétomo horizontal Yamato (Japan) e cora-
dos com Hematoxilina-Eosina (HE), para ava-
liagdo morfoldgica; em Tricomico de Masson
(hematoxilina de Harris) e PAS (Periodic Acid
Schiff), para o estudo da distribuicdo dos depo-
sitos de colageno e mucopolissacarideos, respec-
tivamente.

Analise morfométrica e estatistica

A analise morfométrica foi executada
quantificando-se 0 nimero dos vasos (5 cam-
pos aleatorios por lamina de cada animal), a
area dos depositos de colageno perivascular e
diametro das artérias coronarias (3 campos ale-
atdrios por lamina de cada animal), através de
um sistema computacional de analise de ima-
gens (softwares TCI-Pro? e OPTIMAS 6.1%). As
medidas obtidas foram submetidas ao estudo
estatistico, utilizando-se o teste de Tukey, com
p<0,05, através do software PRISMA 3.0%

Aspectos éticos

O protocolo experimental desenvolvido
no presente trabalho foi submetido e aprovado
pela comissdo de ética em experimentagdo ani-
mal da Universidade Federal de Pernambuco
(CCB-UFPE-Oficio 120/2003).
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RESULTADOS

Evolugdo ponderal

O peso corporal médio do grupo etanol
(GE) apresentou-se significativamente menor
(p<0,05) apenas no periodo P3, quando com-
parado ao grupo-controle.

Entre os grupos desnutridos, observou-
se que o grupo etanol desnutrido (GED) néo
diferiu estatisticamente em P3, quando com-
parado com o grupo desnutrido (GD), embo-
ra, em P25 e P40, o GED apresentasse peso
médio significativamente mais baixo.

Por outro lado, a comparacdo entre gru-
pos com 0 mesmo tratamento, porém com die-
tas diferentes, isto é, GE versus GED, demons-
trou que a diferenca de peso era significativa
nos periodos P25 e P40.

Finalmente, a analise relacionada apenas
a dieta empregada mostrou que, nos trés perio-
dos estudados, o peso médio dos grupos GC e
GD diferiam significativamente entre si, sendo
mais baixos nesse ultimo (FIGURA 1).

Estudo histolégico

No grupo-controle, ndo foram encontra-
das alteracBes na arquitetura celular nem no sis-
tema vascular cardiaco. Também néo ficou evi-
dente a presenca de infiltrado inflamatério ou
depositos alterados de colageno intersticial.

Entre o grupo experimental, apenas no
GD e GED observou-se uma intensa
vacuolizagdo dos miocardi6citos.

O GE apresentou uma maior quantida-
de de colageno perivascular e intersticial, em
compara¢do com o padrdo observado nos ou-
tros grupos experimentais.

Ndao foram identificadas diferencas na
distribuicdo de lipofucsina no endo-miocardio
entre os grupos estudados.

Em relacéo as inclusdes PAS-positivas, 0s
grupos GE, GD e GED apresentaram uma dis-
tribuicdo difusa nos cardiomidcitos e marcagao
intensa no endotélio vascular, diferindo do gru-
po GC, que exibiu um padréo de marcacéo bas-
tante restrito.

Analise morfométrica

A analise de imagens para quantificacdo
do endo-miocardio apresentou niumero médio
de vasos significativamente menor apenas no GD
(FIGURA 2), quando comparado ao grupo-con-
trole e demais grupos experimentais, que apre-
sentaram valores assemelhados.

Quanto ao diametro médio dos vasos, 0s
grupos GE (p<0,001), GD (p<0,05) e GED
(p<0,001) diferiram estatisticamente do gru-
po-controle, apresentando valores maiores (FI-
GURA 3).

A analise da fibrose cardiaca perivascular
foi realizada através das medidas da espessura
do anel de colageno dos vasos, no endo-
miocardio. Os resultados obtidos indicaram que
apenas o grupo GE apresentou valores médios
significativamente maiores (p<0,01), em com-
paracdo com os demais grupos (FIGURA 4).

Figura 1 - Evolucdo ponderal de ratos wistar recém-natos em diferentes periodos de
vida (3°a 40° dia) submetidos ao alcoolismo e desnutrigdo maternos.
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Figura 2 - NUumero médio de vasos do endo-miocéardio
de ratos recém-natos submetidos ao alcoolis-
mo e desnutri¢do maternos.

Nota: drea 12234um2, p<0,05)

wn

ll[ll'ﬁl
Figura 3 - Didémetro médio de vasos do endo-miocérdio
de ratos recém-natos submetidos ao alcoolis-

mo e desnutri¢do maternos.
Nota: * § p<0,001;, # p<0,05)

DISCUSSAO

O consumo excessivo do etanol pode re-
sultar numa alta taxa de mortalidade, causando
varias doencas, entre as quais se incluem o can-
cer e a cirrose hepatica, Além disso, mais recen-
temente, as doencas do coragdo tém represen-
tado uma importante causa de morbidade en-
tre alcoolistas cronicos. @4

A analise do peso corporal médio de-
monstrou que os grupos etanol (GE) e etanol-
desnutrido (GED) tinham peso significativa-
mente menor, quando comparados aos demais
grupos. Esse resultado é concordante com o es-
tudo Vary, Lynch e Lang @, que também con-
cluiu que a administragdo crénica de alcool re-
sulta em reducgdo no peso corporal com 25%
de perda em proteinas, quando comparado com
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Figura 4 - Espessura média do anel de colageno
perivascular em ratos recém-natos submeti-

dos ao alcoolismo e desnutricdo maternos.
Nota: * p<0,01

0 grupo-controle. Embora ndo tenhamos iden-
tificado, na literatura, trabalhos experimentais
relacionados ao alcoolismo fetal, comparando
os efeitos toxicos do etanol com os da desnutri-
¢do protéica, constatamos que esses fatores iso-
lados e (ou) conjugados contribuem para uma
diminuicdo importante da evolugdo ponderal
dos individuos estudados.

Além disso, a desnutricdo, determinada
pelo reduzido aporte de nutrientes, pode ser
agravada no recém-nascido, que, sob a a¢do in-
direta do etanol, reduz sua capacidade de ma-
mar e de metabolizar nutrientes, em raz&o das
alteracOes hepaticas que apresenta.

E possivel que radicais livres, resultantes
do metabolismo do alcool, participem da
patogénese da cardiomiopatia alcodlica. ® Eles
também podem desempenhar um papel impor-
tante nas deficiéncias nutricionais. No entan-
to, mesmo assim, a cardiomiopatia alcodlica pode
manifestar-se em pessoas com nutrigéo e supri-
mento vitaminico normal. @719

Quanto a vacuolizagdo dos cardiomidcitos
no grupo desnutrido exposto ao etanol (GED),
trabalhos anteriores ®* 7 apdiam esses resulta-
dos, ao afirmarem que o dano as células
miocardicas, na ingestdo excessiva e prolongada
de alcool, é atribuido a uma acéo toxica direta
do préprio alcool ou de seus metabdlitos, espe-
cialmente o acetaldeido. E, de fato, uma possi-
vel explicagdo para a vacuolizagédo de cardio-
midcitos se deve, pelo menos em parte, ao
acumulo citoplasmatico de triglicerideos.

R. Ci. méd. biol., Salvador, v. 6, n. 1, p. 17-25, jan./abr. 2007
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De acordo com nossos resultados, o gru-
po etanol (GE) apresentou uma maior quanti-
dade de colageno perivascular e intersticial, con-
trariando um estudo morfométrico anterior so-
bre a cardiomiopatia alcodlica, que revelou um
didmetro menor dos midcitos e um grau leve
de fibrose intersticial. ®® Entretanto, estudos
mais recentes afirmam que a existéncia de uma
cardiomiopatia diretamente relacionada a acdo
téxica do alcool sobre a fibra cardiaca é hoje
aceita pela maioria dos autores, tendo em vista
evidéncias clinicas, epidemioldgicas, anatomo-
patolégicas e experimentais. 2V

Os resultados obtidos reforcam a idéia
de que alteragdes no citoesqueleto e na matriz
colagena extracelular podem afetar a funcédo
contractil, a partir de distarbios na organizacao
dos componentes que formam a arquitetura intra
e intercelular, que é responsavel pela organiza-
¢do do tecido cardiaco. 2

Além das alteracdes morfoldgicas resul-
tantes da ingestdo de etanol, pode ocorrer uma
série de disturbios bioquimicos que geram
acumulo de substancias indicadoras de estresse
celular, dentre elas a presencga de lipofucsina.

Embora Maia e colaboradores ) relatem
a presenca de pigmento acastanhado
(lipofucsina) nos cardiomidcitos de alcoolistas,
no presente trabalho esse achado ndo diferiu
entre 0S grupos experimentais e 0 grupo-con-
trole (GC). Esse resultado contraditorio era es-
perado, pelo fato de que, em nosso estudo, fo-
ram utilizados ratos jovens, enquanto que, no
trabalho citado, foram estudados coragbes hu-
manos em idade avancada.

O aumento dos depositos de lipofucsina
intracelular esta classicamente associado com 0
avanco da idade do individuo, sendo normal-
mente encontrado em neurdnios e miécitos car-
diacos. Entretanto, ndo existem evidéncias de
que esse pigmento interfira no metabolismo
celular. @

Fibrose, infiltrado inflamatorio
mononuclear, vacuolizacdo de miocardiécitos e
acimulo de lipofucsina sdo alteragfes
histolégicas que tém sido descritas em alcoolistas
cronicos, com ou sem manifestagdes clinicas.
(24)

Em relacdo a quantificacdo do didmetro
e do numero médio de vasos do endo-miocérdio,
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foram reveladas alteragdes significativas nos nos-
S0s grupos experimentais, havendo concordan-
cia com estudo angiografico e histopatoldgico
post mortem em humanos, que demonstrou a
existéncia de alteracGes na microcirculacdo
coronaria em pacientes com cardiomiopatia al-
coolica. ® Na verdade, distarbios na circula-
¢do cardiaca tém sido cada vez mais valorizados
na patogénese de doencas cardiacas congestivas
@9 e de etiologia chagasica.?”

Utilizamo-nos de uma dieta experimen-
tal, Dieta Basica Regional (DBR), que contém
apenas 8% de proteinas, 0 que reproduz as con-
digBes alimentares da populacdo pobre da Zona
da Mata de Pernambuco ¥, a fim de desenvol-
ver um modelo de desnutricdo protéica e estu-
dar seus efeitos nas alteragdes induzidas pelo
etanol.

Estudo anterior, de Teoddsio e colabora-
dores @, que utilizou a DBR, evidenciou que
ratas gravidas submetidas a essa dieta geraram
proles cujo desenvolvimento corporal era com-
prometido, semelhante ao encontrado entre as
criancas desnutridas, principalmente com cor-
po de dimensdes reduzidas e desproporcdo en-
tre a cabeca e o resto do corpo. Esse dado tam-
bém foi observado no presente trabalho, quan-
do se avaliou o0 peso corporal.

No estudo do alcoolismo em modelos
animais, muitas questdes podem ser
simplificadas em relagdo ao estudo em huma-
nos, e essa possibilidade facilita a sensibilidade
dos estudos e justifica a utilizacdo desses mode-
los. @ Este trabalho vem contribuir para rea-
firmar que a meta da pesquisa animal ndo é sim-
plesmente mostrar que fetos de roedores po-
dem reagir ao alcool como fetos humanos o fa-
zem, mas estudar a natureza das reagdes comuns
ao alcool, para identificar fatores de risco, para
descobrir mecanismos e explorar potenciais tra-
tamentos. GV

A anélise dos resultados obtidos pela
metodologia empregada nos permite concluir
que:

- a exposicdo cronica ao etanol favoreceu
uma maior deposicdo de colageno perivascular
e intersticial no coragdo;

- apenas os individuos expostos a desnu-
tricdo protéica exibiram uma diminuicdo signi-
ficativa no numero de vasos do endo-miocardio.



Vérias pesquisas tém objetivado analisar
o efeito isolado e combinado do etanol e da
desnutricdo na alteracdo das fibras musculares
esqueléticas e cardiacas em ratos, confirmando
que a desnutri¢do potencializa os efeitos do
etanol. ©

O alcoolismo e a desnutri¢do protéica
experimental promoveram:

- diminuicdo importante do peso corpo-
ral médio, no periodo a partir do 25° dia de
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- inclusBes PAS positivas, com distribui-
cdo difusa nos cardiomidcitos e deposicdo in-
tensa no endotélio vascular;

- aumento significativo no diametro mé-
dio dos vasos do endo-miocardio.

A partir dos dados obtidos neste traba-
Iho, pode-se constatar que a exposicdo pré e pos-
natal ao etanol induz alteracfes morfolégicas
significantes na arquitetura do tecido cardiaco,
e muitas dessas alteragdes sdo intensificadas pelo

vida; estado de desnutricdo protéica.

Histochemical and morphometric analysis of the rat cardiac tissue exposed
to ethanol and chronic malnutrition

Abstract

Alcoholic mothers, in human and laboratory animals, have been responsable for systemic disturbances
in their offspring. The present study evaluated, using the histochemistry and digital analysis of image, the
histologic profile of the heart of male newborn rats (Wistar rats) from mothers submitted to two nutritional
treatments: 1) commercial laboratory diet (Labina®, with 23% of protein) and 2) low-protein diet
(Basic Regional Diet-BRD, with 8% of protein) and chronic ingestion of ethanol (3g/kg/day) or filtered
water. It was used four experimental groups Control Group (CG), Ethanol Group(EG), Malnourished
Group (MG) and Ethanol-Malnourished Group (EMG). The body weights was evaluated at 3 (P3), 25
(P25) and 40 (P40) days. Morphometric analysis of the perivascular and interstitial collagen, number
and average diameter of the cardiac vessels and PAS-positive inclusions in the cardiomyocites were also
studied. The results showed that in P3 only the EG animals had significant lower weight when compared
to other groups while. In P25 and P40 the EMG presented significant wheight reduction when compared
with CG and MG. Significant difference of weight was observed among the different groups with same
treatment and diets (EG x EMG) in P25 and P40, having the EMG the lower weight. The image analysis
of the perivascular and interstitial collagen demonstrated a significant increase in EG. The MG showed a
reduction in the average number of endo-myocardium vessels when compared with other groups. The
relationship between ethanol ingestion and malnutrition (EMG) favored a significant increase in the
average vessels diameter of the endo-myocardium, as well as PAS-positive inclusions with diffuse distribution
in the cardiomyocites and vascular endotelium. It could be concluded that pre and postnatal exposure to
etanol inducs important morphologic changes in the cardiac tissue of the offspring, and many of these
changes are intensified by the proteic malnutrition.

Keywords: Heart — Ethanol — Malnutrition — Perinatal period; Ethanol exposure.
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