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RESUMO

A proposta do presente estudo foi de avaliar as alteracdes ponderais e histomorfologicas do
coracao de ratas Wistar adultas expostas a doses cronicas de aguardente. Os animais (n = 48),
foram alimentados com dieta contendo 23% de proteina (“Labina” - Purina), e divididos em
dois grupos experimentais a partir do 50° dia de vida: 1) Grupo Controle (GC), (n = 24)
recebendo 3,8 ml de agua filtrada por gavagem e 2) Grupo aguardente (GA), (n = 24)
recebendo 3,8 ml de aguardente “in natura” por gavagem. As gavagens foram feitas,
diariamente a partir do 50° dia de vida e durante 40 (n = 8); 50 (n = 8); e, 60 (n = 8) dias de
experimento. Durante 0 experimento os animais foram pesados diariamente. Apos a perfusao
foi extraido o coragdo, que foi pesado e fixado em formalina tamponada a 10% por 48h.
Posteriormente, foi retirada a parede ventricular esquerda, e desta foram obtidos trés
fragmentos: superior, médio e inferior, obtendo-se de cada um deles dois cortes histologicos
corados pela Hematoxilina-Eosina e Tricrbmico de Masson. N&o se observou diferenga
estatistica no peso corporal nos trés periodos do experimento 40 (p = 0,287), 50 (p = 0,659) e
60 (p = 0,369) dias, entre os grupos. Em relacdo ao peso cardiaco umido, também néo houve
diferenca estatistica, nos trés periodos do experimento 40 (p = 0,125), 50 (p =0,337) e 60 (p =
0,599) dias. Na morfometria, constatou-se aumento do nimero médio de vasos cardiacos do
grupo aguardente em relacdo ao grupo controle em todos os periodos de tratamento, havendo
diferenca tanto no fragmento superior (p < 0,001), médio (p < 0,001), e inferior (p < 0,001).
Em relacdo ao didmetro médio dos vasos cardiacos do endomiocardio, ndo houve diferenca
estatistica entre os fragmentos (superior, médio e inferior) estudados: 40 (p = 0,957), 50 (p =
0,268) e 60 (p = 0,296) dias, nos dois grupos analisados. No aspecto histologico, ndo se
observou a presenca de areas de depdsito de coladgeno perivascular e intersticial, nos grupos
estudados. Concluiu-se gque, ratas expostas a doses cronicas de aguardente “in natura” por 40,
50 e 60 dias ndo tem alteracdo na evolugdo do peso corporal e cardiaco. Ainda que ndo tenha
ocorrido fibrose cardiaca com o protocolo adotado, mas foi observado um aumento no
nimero de vasos, O que acarretaria maior oxigenacdo ao musculo cardiaco, e
consequentemente a inibicdo das lesGes provocadas pelo alcool. Desta forma, acreditamos que
novos estudos precisam ser desenvolvidos no sentido de melhor compreender 0os mecanismos
patoldgicos através dos quais o alcool, presente nas bebidas alcodlicas, atua na patogénese da
Doenca Cardiaca Alcoolica (DCA).

Palavras-chaves — alcoolismo, fibrose, rato.
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ABSTRACT

The proposal of the study present was to evaluate the alterations ponders and
histomorfological of the heart of adult Wistar rats exposed chronic doses of alcohol. The
animals (n = 48), had been fed with diet contend 23% of protein (“Labina” - Purina), and
divided in two experimental groups from the 50th day of life: 1) Control group (GC), (n = 24)
receiving 3,8 ml from water percolated for gavage and 2) Alcohol Group (GA), (h = 24)
receiving 3,8 ml from alcohol “in natura” for gavage. The gavagens had been made, daily
from the 50th day of life during 40 (n = 8); 50 (n = 8); and, 60 (n = 8) days of experiment.
During the experiment the animals had been weighed daily. After the perfusion was extracted
the heart, that was weighed and fastened in formalin buffered to 10% for 48h. Afterwards, it
was removed the left ventricular wall, and of these three fragments had been gotten: superior,
medium and inferior, getting itself of each one of them two cuts histological colored by
Hematoxilina-Eosina and Tricromico de Masson. Statistical difference in the corporeal weight
in the three periods of the experiment 40 was not observed (p = 0,287), 50 (p = 0,659), and 60
(p = 0,369) days, among groups. In relation to the humid cardiac weight, also it did not have
statistical difference (p = 0,395). In the morphometric study, it verified increase of the average
number of cardiac vases of the alcohol group in relation to the control group in all treatment
periods, having difference so much in the superior fragment (p < 0,001), medium (p < 0,001),
and inferior (p < 0,001). In relation to the average diameter of the cardiac vases of
endomyocardiac, it did not have statistical difference among studied fragments (superior,
medium and inferior): 40 (p = 0,957), 50 (p = 0,268) and 60 (p = 0,268) das, in the two
analyzed groups. In the aspect histological, the presence of collagen per vascular deposit areas
was not observed and interstitial, in the groups. It concluded that, rats exposed the chronic
doses of alcohol “in natura” for 40, 50 and 60 days do not have alteration in the evolution of
the corporeal and cardiac weight. Still that cardiac fibrosis with the adopted protocol,
observed an increase in the number of vases, followed a rise oxigenation by cardiac muscle, in
this wa an inibithion of alcoholic injuries. Thus, we believe that new studies need to be
developed in the direction of better to understanding the pathological mechanisms through
which the alcohol, present in alcoholic beverages, act in pathogeneses of the Alcoholic
Cardiac Disease (DCA).

Key words — alcoholism, fibrosis, rat.
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1. INTRODUCAO

1.1 ALCOOL E DOENCA CARDIACA ALCOOLICA (DCA)

O termo alcoolismo foi proposto pelo medico sueco Magnus Huss
(1849) e inclui alteracdes que atingem varios o0rgdos e sistemas do organismo
humano, principalmente o digestivo, o enddcrino, o nervoso central e
periférico (HUSS, 1849 apud RAMOS; BERTOLOTE, 1997).

Defini-lo ndo é tarefa simples, mas segundo a Décima Classificacao
Internacional de Doencgas (CID-10) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1993), o alcoolismo é entendido “como o0 uso padronizado de uma substancia
alcodlica que causa dano fisico ou mental”.

Segundo Chick (1994), Joyce (1994), Ramos; Bertolote (1997), o
alcoolista cronico é acometido por trés desordens:

e Social (dificuldade em se relacionar com a familia e 0 emprego);
e Psiquiatrica (presenca de distirbios depressivos e ansiedade); e,
e Patofisiolégica (anormalidade da funcéo fisioldgica).

O éalcool € um liquido incolor, volatil, com odor etéreo, obtido por meio
da fermentacdo de uma solugdo que contém acucar. O alcool etilico, ou etanol
cuja férmula quimica é C,HsOH (hidréxido ou radical organico), é encontrado
em todas as bebidas ditas alcodlicas. Tais bebidas sdo descritas literalmente
como qualquer liquido potavel, dotado de teor alcodlico, entre 37 a 50% por
volume. Todas elas estdo enquadradas dentro de trés categorias basicas
(ALCOOLISMO E RECUPERACAO, 2003):

e Fermentadas: produzidas por meio da fermentacdo de grdos e
frutas;

e Destiladas: resultantes da destilacdo de bebidas fermentadas; e,
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e Compostas: resultantes da combinacdo entre bebida fermentavel e
destilada, contendo substancias aromatizantes.

O alcool ingerido é rapidamente absorvido no estdémago (20%) e no
intestino delgado (80%), distribuindo-se praticamente por todos os tecidos,
em ordem crescente, a maior concentragcdo ocorre no sangue, cérebro, rins,
pulmdes, coracdo, paredes intestinais, musculos estriados e figado (SEIZI,
1996).

Os mecanismos fisiopatologicos que levam o alcool, a lesar as células
miocardicas, continuam sendo intensamente investigados (SEGEL, 1988;
RIBIERE et al., 1992). Varios mecanismos, tais como: acumulo de
triglicérides, diminuicdo de catecolaminas e da resposta do miofilamento ao
Ca?* e inibicdo da sintese protéica cardiaca, foram postulados para justificar
o efeito lesivo do alcool sobre o coracdo (TERAGAKI; TAKEUCHI;
TAKEDA, 1993; PREEDY; RICHARDSON, 1994; THOMAS et al., 1994;
BARAONA; LIEBER, 1998). Segundo Wynne; Braunwald (1987), Diamond
(1989), Zamorano (1995), ocorre perda ou rompimento de miofibrilas, e
dilatacdo do reticulo endoplasmatico dos midcitos ap6s consumo de alcool em
longo prazo.

Substéncias adicionais, como o0s sais de cobalto, utilizados na
fabricacdo de bebidas alcodlicas tém sido apontadas como elementos co-
determinantes das lesdes celulares na musculatura cardiaca (OKADA, 1989).
O cobalto junto com o alcool encontrado na composicao da aguardente eleva a
cardiotoxicidade (KESTELOOT et al., 1992).

Radicais livres como anions de oxigénio, gerados pelo metabolismo do

alcool, influem na disfuncdo cardiaca, esta alteracdo cardiaca foi observada
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em animais intoxicados pelo alcool (McCORD, 1986; REINKE et al., 1987).
Tais disfungdes estdo relacionadas as lesdes das mitocondrias do musculo
cardiaco (VENDEMIALE et al., 1998; GRATTAGLIANO et al., 1999), o qual,
contribui para a patogénese da DCA (JAARTINEM; SANKKO; HERVONEN,
1993).

O dano as células miocardicas tem sido atribuido a uma ac¢do tdxica
direta do proprio alcool ou por meio de seus metabolitos, especialmente o
acetaldeido (SCHOENN, 1994). Estudo realizado por Ren; Brown (2000),
demonstrou que o acetaldeido, causa disfuncdo cardiaca, porque atua
reduzindo a contratilidade dos miocardiocitos.

Experiéncias em ratos demonstraram que o &lcool e o acetaldeido, em
doses agudas podem produzir necrose cardiaca, desde que essas substancias
sejam mantidas em niveis elevados no sangue, como por exemplo, através da
administracdo intragastrica de alcool ou por repetidas inalacdes de

acetaldeido (ZABIROVA, 1983).

1.2 CARDIOMIOPATIAS E DOENCA CARDIACA ALCOOLICA (DCA)
Os efeitos clinicos e patolégicos do alcool no trato gastrintestinal e no
sistema nervoso central ja& foram descritos na literatura (HOGNESTAD,;
TEISBERG, 1973). Da mesma forma hepatopatias decorrentes do abuso do
alcool sdao amplamente relatadas desde o periodo Hipocratico (RUBIN, 1979).
No entanto, apenas na década de 1970, foi reconhecida a participagdo do
alcool como fator desencadeante de disfun¢cdes cardiacas (BURCH; GILES,

1977).
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A primeira descricdo de insuficiéncia cardiaca cronica relacionada ao
uso abusivo do alcool foi feita por Wood em 1847, reforcada por Walshe, em
1873, e posteriormente por Bolliger, em 1884, e Stell (1893 apud RUBIN,
1979). A partir de entdo, a associacdo entre alcoolismo e doenga cardiaca
alcodlica ¢é reconhecida, estudada e documentada, repetidamente
(EDMONDSON, 1980; URBANO-MARQUEZ et al., 1995).

A definicdo de cardiomiopatia como “uma doenc¢a subaguda ou crdnica
do miocardio, sem componente vascular ateromatoso presente”, foi proposta
por Goodwin em 1951 (GOODWIN, 1951 apud GOODWIN; OAKCLEY,
1972). Posteriormente, em 1971, Oakcley a descreveu como um “disturbio do
musculo cardiaco de causa ou associacdes desconhecidas” (GOODWIN;
OAKCLEY, 1972), sendo assim aceita pela Organizacdo Mundial de Saude e
pela International Society and Federation of Cardiology (GOODWIN, 1990).

Goodwin (1970), baseado em achados clinicos e hemodinamicos,
classificou as cardiomiopatias em:

e Congestiva,;
e Hipertrofica (obstrutiva); e,
e Restritiva.

A cardiomiopatia congestiva produz uma sindrome clinica e
hemodindmica representada por reducdo da funcdo sistolica, decorrente da
diminuicdo da forca de ejecdo ventricular esquerda. Seus portadores
usualmente desenvolvem insuficiéncia cardiaca congestiva com
cardiomegalia, dilatacdo das cavidades ventriculares (principalmente

esquerda) e hipertrofia miocardica difusa (SILVA, 1995). Uma possivel causa
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dessa doenca parece ser a acao de drogas, tais como: adriamicina,
furazolidona e o &lcool (CZARNECKI, 1984).

A cardiomiopatia hipertrofica, também referida como cardiomiopatia
obstrutiva, caracteriza-se por prejuizo da funcdo diastélica em face de
acentuada hipertrofia miocardica. Na maioria dos pacientes, a hipertrofia esta
presente no septo interventricular e na parede antero-lateral do ventriculo
esquerdo. Histologicamente, além de hipertrofia, observa-se intensa
desorganizacdo das células miocardicas. E dita obstrutiva, quando ha
impedimento ao trajeto do fluxo sanguineo no ventriculo esquerdo, simulando
estenose adrtica (CECCHI et al., 1990; SILVA, 1995).

A cardiomiopatia restritiva, outrora denominada obliterativa, é definida
como resultante de um defeito primario no relaxamento diastélico, sendo a
forma menos comum das cardiomiopatias.

As formas congestiva e hipertrofica, embora sejam raras nas regifes
temperadas, corresponde a grande maioria dos casos estudados (SILVA,
1995).

Em 1991, uma quarta modalidade foi incluida no grupo das
cardiomiopatias, consistindo em uma displasia arritmogénica do ventriculo
direito, caracterizada por infiltracdo gordurosa, fibrose focal miocardica e
elevada incidéncia de perturbacdes no ritmo cardiaco (DECOURT, 1995;
SILVA, 1995).

Considerando-se que o termo cardiomiopatia inclui altera¢cdes primarias
do musculo cardiaco de etiologia desconhecida, denominam-se como doencas
especificas do mdsculo cardiaco ou cardiomiopatias secundarias, as

disfuncdes ou alteracdes miocardicas de origem e etiologia conhecidas, como:
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a miocardite infecciosa e as miocardiopatias por hemocromatose ou
amiloidose (EDWARDS, 1987; GOODWIN, 1990; SCHOENN, 1996).

Pelo mesmo motivo, prefere-se denominar doenca cardiaca alcodlica
(DCA), aquela relacionada ao abuso do alcool (OKADA, 1989). A doenga
cardiaca alcodlica possui um quadro clinico bastante similar a cardiomiopatia
dilatada decorrente do uso abusivo e prolongado do alcool, sendo por isso,
chamada erroneamente, cardiomiopatia alcodlica (URBANO-MARQUEZ et
al., 1995). Segundo os trabalhos de Richardson; Wodak (1983) e Richardson
et al. (1986), a DCA somente se desenvolve em individuos que consomem em
torno de 80 miligramas diarios de alcool, por 10 anos ou mais, ou fazem uma
ingestdo excessiva de 250 gramas em curto intervalo de tempo. Clinicamente,
os pacientes com DCA tém funcdo cardiaca mais preservada do que o0s
pacientes com cardiomiopatia dilatada.

Macroscopicamente, observou-se nas autépsias, aumento do volume e
peso cardiaco, dilatacdo das camaras e hipertrofia das paredes ventriculares,
envolvendo, particularmente, o ventriculo esquerdo (ASKANAS; UDOSHI;
SADJAD, 1980; OKADA, 1989), diferentemente da cardiopatia beri-bérica,
que € clinicamente semelhante a DCA, porém de carater basicamente
nutricional, e onde a dilatacdo das cadmaras e a hipertrofia das paredes
ocorrem no ventriculo direito (SOKOLOW; MCILROY; CHEITLIN, 1990).

Para estabelecer a diferenca entre a doenca cardiaca alcodlica e a
cardiomiopatia dilatada, € necessaria a biopsia endomiocardica ventricular.
Microscopicamente, a hipertrofia dos midcitos, a fibrose, e as mudancas
nucleares sdo menos significativas na DCA em relagdo a cardiomiopatia

dilatada. A morfometria comparativa das duas doencgas revela que na DCA o0s
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midcitos tém menor diametro e a fibrose intersticial € menor em comparacao a
cardiomiopatia dilatada (TERAGAKI; TAKEUCHI; TAKEDA, 1993). Maia et
al. (2002) referem que a DCA apresenta fibrose perivascular e intersticial
miocardica de intensidade variavel, assim como depdsitos de lipofuscina e
vacuolizacdo dos miocardidcitos. A vacuolizacdo para esses autores
corresponde, pelo menos em parte, a acamulo de lipidios neutros.

Além das alteracdes das fibras musculares cardiacas, ha indicios de que
o alcool altera a microcirculacdo miocardica, e também distorce o didmetro do
[Gmen vascular (HOGNESTAD; TEISBERG, 1973; FACTOR, 1976). Em 1963,
Benchimol; Schlesinger ja descreviam hemorragias nos vasos coronarianos em
alcoolistas, no estagio inicial da DCA (BURNS; HULEWIEZ, 1990). Uma das
hipdteses levantadas para explicar a patogénese dessas lesdes é a isquemia
cronica que causa lesdo degenerativa das principais artérias coronarias, que
assim originam a hipo6xia e os distdrbios circulatérios que contribuem para a
génese da DCA (GRATTAGLIANO et al., 1999; MANSOURI et al., 2001;

VENDEMIALE et al., 2001).

1.3 ORGANIZAGAO HISTOLOGICA E MATRIZ COLAGENA DO CORACAO

O coracdo é um d&rgdao muscular que se contrai ritmicamente,
impulsionando o sangue no sistema circulatorio. Suas paredes apresentam-se
constituidas por trés tinicas: a interna, o endocérdio; a média, o miocardio; e
a externa, o pericardio. O coracdo tem uma porcdo central fibrosa que lhe
serve de ponto de apoio: é o esqueleto fibroso do coracdo. Além dessas
estruturas observam-se neste 6rgdo as valvulas cardiacas e um sistema

gerador e condutor do estimulo elétrico cardiaco (BRAUNWALD, 1991).
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O miocardio é composto pelos compartimentos muscular, vascular e
intersticial. O intersticio, que serve como suporte para musculos cardiacos e
vasos sanguineos, € constituido pelo epi-, peri- e endomisio que séo
compostos principalmente por fibras colagenas. A proteina elastina esta
presente, porém em menor extensdo, principalmente no interior do endocardio
e epicardio (DOERING et al., 1988). O epimisio é uma bainha de tecido
conectivo que envolve todo musculo cardiaco. O perimisio estd associado ao
grupamento celular, e o endomisio envolve e interconecta as células
individualmente (ROBINSON et al., 1988).

A matriz coldgena do miocardio é composta, primariamente, por
colageno tipo | (85%), predominantemente agregado a fibras espessas, e tipo
Il (11%), organizado em fibrilas menores. Sintetizada por fibroblastos
cardiacos, essa matriz é o principal fator determinante da arquitetura e
integridade estrutural sendo responsavel pelas propriedades mecanicas do
miocardio (WEBER, 1989).

O fibroblasto é a célula responsavel pela sintese das proteinas da matriz
extracelular cardiaca, (CARVER; TERRACIO, 1993; BELARDINELLLI et al.,
1995). Essas células sdo sensiveis as mudancas nas propriedades mecanicas e
quimicas no tecido cardiaco, como por exemplo, a pressdo alta, a alteracdo
mecanica na forca de contracdo e a alteracdo dos perfis dos mediadores
quimicos. O fibroblasto cardiaco adapta-se a essas alteracBes fisioldgicas e
quimicas modificando sua estrutura e organizacdo (McCEWAN et al., 1998),
por meio da sintese de proteinas da matriz (principalmente coladgeno) e de
receptores para mediadores quimicos, e pela secre¢cdo de enzimas proteoliticas

(TERACCIO et al., 1991; MANN; SPINALE, 1998; TYAGI et al., 1998;
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VILLAREAL; BAHNSON; KIM, 1998) o que contribui para remodelar a
matriz extracelular cardiaca (SUN et al., 2000).

E nesta matriz que, em resposta a estados alterados da funcdo cardiaca,
ocorre proliferacdo fibroblastica, havendo aumento da sintese de colageno,
levando & hipertrofia dos miocardidcitos e distdrbios das fungdes cardiacas
(DOERING et al., 1988). Como conseqliéncia, hd aumento da pressdao no
ventriculo esquerdo, levando a hipocontratilidade cardiaca (TURTO; LINDY:;
HALME, 1987), condi¢cdes observadas nas cardiopatias hipertensiva e
cardiomiopatias hipertréfica e dilatada (WEBER, 1989; UNVERFERTH et al.,
1996).

A fibrose é caracterizada por acumulo de coldgeno proveniente do
tecido conjuntivo, no coracdo, podendo ser perivascular e/ou intersticial
(WEBER; BRILLA, 1991) A Aarea fibrdtica consiste principalmente de
fibroblastos e proteinas da matriz extracelular (GRIMM et al., 2001). Esta
alteracdo na estrutura cardiaca traz como conseqléncia o surgimento de
hipoxia e alteracdo na contratilidade cardiaca, o que contribui para a
hipertrofia ventricular esquerda, a qual, estd por sua vez associada as
disfuncdes cardiovasculares, como o infarto do miocardio, a congestdo
cardiaca e a faléncia cardiaca (LEVY et al., 1990).

Embora o consumo de bebidas alcodlicas, seja considerado nocivo ao
coracdao (RIBIERE et al., 1992) estudos epidemioldgicos recentes, sugerem
que o consumo moderado de alcool reduz o risco de doencas cardiovasculares
(CRIQUI, 1996; HEIN; SUADICANI; GYNTELBERG, 1996; RIMM et al.,

1996).
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Bebidas como o vinho, largamente consumido em paises de clima frio,
possuem efeito cardioprotetor, sugerindo-se que essa acdo seja decorrente dos
antioxidantes presentes nessas bebidas (LAUTERBURG et al., 1995).

No entanto, segundo Pontes-Filho (2003), ndo ha referéncia sobre o
padrdo de consumo de bebidas alcodlicas pela populacdo do nordeste
brasileiro, embora seja bastante difundida, nessa regido, a ingestdo de bebida
alcodlica extraida da cana-de-acUcar denominada “aguardente” com teor de
etanol em torno de 42%. Se tal pratica for significativa, podera por em risco
essa populacdo, pela possibilidade do desenvolvimento da DCA em individuos
expostos a doses cronicas dessa bebida destilada, trazendo prejuizos
econdmicos e da qualidade de vida, nesta regiéo.

Assim, pareceu-nos oportuno o desenvolvimento de um protocolo
experimental utilizando a bebida acima referida. Para tal finalidade
baseamos-nos na hipotese de que ratas expostas de forma crbnica a aguardente

podem apresentar alteracfes cardiacas.
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2. OBJETIVOS

Realizar o estudo ponderal e histomorfologico do coragdo de ratas

submetidas a doses cronicas de aguardente.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.1.1 — Avaliar a evolucao do peso corporal,
2.1.2 — Comparar o peso umido cardiaco dos diferentes grupos; e,
2.1.3 — Proceder a analise morfométrica e o estudo histolégico do
coracdo, analisando os seguintes parametros no endomiocardio:
e NUmero médio dos vasos;

e Diametro médio dos vasos; e,

e Area do depo6sito do colageno perivascular e intersticial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 48 ratas da linhagem Wistar com 50 dias de vida,
provenientes da coldnia do Biotério do Departamento de Nutricdo do CCS /
UFPE, as quais foi mantido em ambiente com ciclo claro-escuro por 12 horas
(luminosidade entre 7:00 e 19:00 horas), com temperatura de 23 + 1°C, com
sistema de exaustdo, em gaiolas plasticas com grades metalicas (33x40x17
cm) e com oferta de agua filtrada ad libitum e alimentadas com dieta
comercial de manutencdo com 23% de proteinas (LABINA® - Purina do
Brasil) durante todo o experimento.

Os animais foram divididos em dois grupos:

Grupo controle (GC)

Constituido por 24 ratas submetidas a gavagem (técnica de
administracdo de liquidos no animal, via intragastrica por meio de céanula),
recebendo 3,8ml de agua filtrada. As gavagens foram feitas, diariamente
(entre as 7:00 e 9:00 horas da manhd) a partir do 50° dia de vida e durante 40
(n =8); 50 (n=8); e, 60 (n=28) dias de experimento.

Grupo aguardente (GA)

Constituido por 24 ratas que receberam por gavagem 3,8ml de
aguardente “in natura”, em lugar de agua, em mesmo numero e periodos do
grupo controle.

A composicdo quimica da aguardente apresenta diversos tipos de

alcoois e é adocicada (Anexo 1).

3.2 ANALISE DO PESO CORPORAL
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Os animais foram pesados a partir do 50° dia de vida, diariamente, até o

final do experimento (90, 100, 110 dias de vida).

3.3 PERFUSAO

A perfusédo foi realizado no setor de Patologia do LIKA, onde os
animais foram anestesiados, por via intraperitonial, com solucdo aquosa
contendo uma mistura de Uretana a 10% (1g/kg) e Cloralose a 0,4% (40
mg/kg) de acordo com o peso corporal. Para execucdo da perfusdo procedeu-
se ampla abertura do térax para exposicdo do coracdo. Apo6s a injecdo de 0,1
ml de heparina (Liquemine®) no ventriculo esquerdo, para evitar a
coagulacdo sanglinea, introduziu-se na mesma regido uma canula de
polietileno (por onde foram injetadas as solucGes de perfusdo) e
concomitantemente fez-se a abertura do atrio direito. Desta forma, tanto o
sangue quanto as solucdes de perfusdo eram eliminadas por aquela abertura,
com o auxilio de um compressor com pressdo regulada em torno de 90 mmHg.
Para a remoc¢do do sangue e manutencdo da integridade tecidual, injetou-se
através da canula um volume em torno de 100 a 150 ml de uma solucdo de
tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7.2, contendo 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 tampdo fosfato, controlando-se a fixacdo do tecido pelo
volume inoculado e a rigidez do pescoco e dos membros. Finalizada a
perfusdo procedeu-se a retirada do coracdo que foi lavado e po6s-fixado em
formalina tamponada a 10% por 48h. Posteriormente, ap6s a pesagem da
viscera, foi retirada a parede ventricular esquerda, a partir da insercdo da

aorta, dissecando-se toda a parede ventricular. Desse segmento da parede
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foram feitos dois cortes transversais obtendo trés fragmentos: superior, médio

e inferior, com espessura média de 1 a 1,5um.

3.4 PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

Para o estudo histolégico foram utilizados dois cortes histoldgicos de
cada fragmento obtidos da parede ventricular esquerda, os quais foram
submetidos a rotina histolégica e incluidos em parafina. Os cortes
histologicos (4pum) foram obtidos em micrétomo horizontal Yamato (Japan) e
corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliacdo histolégica geral; e o
Tricromico de Masson (TM) para o estudo da distribuicdo dos depdsitos de
colageno. Em seguida, as preparacfes foram examinadas em microscépio

optico (Olympus, BH - 2).

3.5 ESTUDO MORFOMETRICO

O estudo morfométrico foi realizado no Laboratério de Anélise de
Imagens do Departamento de Patologia CCS/UFPE, utilizando-se um
microcomputador com programas de controle de captura e anélises
automaticas de imagens (Bioscan®, Image hyperlink® e Optimetric®)
interligado a uma camara de video JVC, modelo CV - 730, e esta a um
microscépio (Leica, modelo ATC 2000).

Nesse sistema, as imagens coloridas captadas e digitalizadas e
convertidas em imagens com diferentes tonalidades de cinza foram
arquivadas. Para o estudo de determinada imagem de interesse, executava-se a
transformacdo da imagem cinza em uma imagem bidimensional (2D) bem

delimitada. Dessa forma, foi possivel medir a imagem (2D) em pixels, e
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converter o valor da leitura automaticamente para a unidade de medida
desejada conforme o aumento conferido pelo microscépio. As funcdes
matematicas para medidas morfologicas, tais como area do didmetro dos vasos
coronarianos e da area do deposito do coldgeno, foram executadas
automaticamente por um programa (Optimas® macros, 1996, Optimas
Corporation, Washington, USA) com linguagem orientada para leitura de
imagem, instalada no microcomputador.

A analise morfométrica foi executada quantificando-se em toda
extensdo da parede ventricular esquerda o numero de vasos coronarianos, 0
diametro desses vasos, e a area de depdsitos de colageno perivascular e
intersticial.

As amostras foram analisadas por dois observadores diferentes, por

meio de duplo-cego, ndo havendo diferenca estatistica (p = 0,729).

3.6 ESTUDO ESTATISTICO

Para a analise estatistica do peso cardiaco Uumido, usou-se analise de
variancia com um fator (ANOVA). A anéalise do peso corpdéreo para
comparacdao dos grupos: aguardente e controle ao longo do tempo de
experimento foram feitos por meio de analises multivariadas utilizando os
Modelos Gerais Linearizados — GLM.

Para comparacdo do didmetro e numeros de vasos do endomiocardio,
aplicou-se a ANOVA com multiplas comparacdes e o teste de Tukey.

Foi utilizado o software SPSS versdo 10.0 e os resultados analisados ao

nivel de confianca de 95% (p < 0,05).
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3.7 ASPECTOS ETICOS

O protocolo experimental desenvolvido neste trabalho foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA - UFPE)

oficio 095/2002. (Anexo 2)
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4. RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL

O estudo da evolucdo do peso corporal durante os trés periodos do

experimento ndo apresentou diferenca significativa, 40 dias (p = 0,287), 50

dias (p = 0,659), e 60 dias (p = 0,369), entre os grupos controle e aguardente,

figuras I, Il e I11.
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Figura I. Peso corporal médio dos animais do grupo aguardente (GA) e

grupo controle (GC), aos 40 dias de tratamento. Ratas Wistar (n = 8). 40 dias
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Figura Il. Peso corporal médio dos animais do grupo aguardente (GA)

e grupo controle (GC), aos 50 dias de tratamento. Ratas Wistar (n = 8). 50

dias (p = 0,659).
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Figura Ill. Peso corporal médio dos animais do grupo aguardente (GA)

e grupo controle (GC), aos 60 dias de tratamento. Ratas Wistar (n = 8). 60

dias (p = 0,369).

4.2 PESO UMIDO CARDIACO

Em relacdo ao peso cardiaco (figura IV), foi feita a anélise de variancia
com um fator (ANOVA), observou-se que durante os trés periodos do
experimento ndo apresentou diferenca significativa, 40 dias (p = 0,125), 50
dias (p = 0,337), e 60 dias (p = 0,599), entre os grupos controle e aguardente

nos periodos observados.
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Figura IV. Peso cardiaco médio dos animais do grupo aguardente (GA)
e grupo controle (GC) nos diferentes tempos de tratamento. Ratas Wistar. 40

dias (n = 8; p = 0,125); 50 dias (n =8; p = 0,337) e 60 dias (n = 8; p = 0,599).

4.3 ANALISE MORFOMETRICA E HISTOLOGICO DO CORAGAO

4.3.1 Contagem do numero médio dos vasos do endomiocardio
Constatou-se que em todos os periodos de tratamento (40, 50 e 60 dias)

0 numero meédio dos vasos foi maior no grupo aguardente, apresentando

diferencas estatisticamente significativas, tanto no fragmento superior, médio

e inferior, nos periodos 40 dias (p < 0,001), 50 dias (p < 0,001) e 60 dias (p <

0,001) figuras V, Vl e VII.
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Figura V. Numero médio de vasos cardiacos do endomiocardio dos
animais do grupo aguardente (GA) e do grupo controle (GC) aos 40 dias de

tratamento. Ratas Wistar (n = 8). 40 dias (p < 0,001).
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Figura VI. Numero médio de vasos cardiacos do endomiocardio dos

animais do grupo aguardente (GA) e do grupo controle (GC) aos 50dias de

tratamento. Ratas Wistar (n = 8). 50 dias (p < 0,001).
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Figura VII. Nimero médio de vasos cardiacos do endomiocardio dos

animais do grupo aguardente (GA) e do grupo controle (GC) aos 60 dias de

tratamento. Ratas Wistar (n = 8). 60 dias (p < 0,001).

4.3.2 Diametro médio dos vasos cardiacos do endomiocardio

Em relacdo aos didmetros dos vasos,

ndo se observou diferenca

estatisticamente significativa, quando comparados 0s grupos aguardente e o

grupo controle, em relacdo ao fragmento superior, médio e inferior, nos

periodos 40 dias (p = 0,957), 50 dias (p = 0,268) e 60 dias (p = 0,296) figuras

VI, 11X, e X.
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Figura VIII. Diametro de vasos cardiacos médios dos animais do grupo
aguardente (GA) e do grupo controle (GC) aos 40 dias de tratamento. Ratas

Wistar (n = 8). 40 dias (p = 0,957).

500 434,2
N 347 .,4 331.1
396,3 , 375 .9

1%
o 281,3
3
c 375 o
3N
g ¢
° B OG A
3 g 250 A
E 5 G C
g E
g 125
<
[a)

0 T

Superior M édio Inferior

50 dias

Figura IX. Diametro de vasos cardiacos medios dos animais do grupo
aguardente (GA) e do grupo controle (GC) aos 50 dias de tratamento. Ratas

Wistar (n = 8). 50 dias (p = 0,268).
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Figura X. Diametro de vasos cardiacos medios dos animais do grupo
aguardente (GA) e do grupo controle (GC) aos 60 dias de tratamento. Ratas

Wistar (n = 8). 60 dias (p = 296).
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4.3.3 Analise histoldgica

N&o foram encontradas alteragGes na arquitetura celular e nem no
sistema vascular cardiaco, tanto no grupo controle quanto no grupo
aguardente, também ndo ficou evidente a presenca de infiltrado inflamatorio

ou depositos de colageno nos espacos intersticial e perivascular.

Grupo Aguardente (GC)
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5. DISCUSSAO

A associacdo entre alcoolismo crénico e disfuncdo cardiaca tem sido
estudada e documentada repetidamente (ASKANAS; UDOSHI; SADJAD,
1980; EDMONDSON, 1980; URBANO-MARQUEZ et al., 1995). Considerado
grave problema social, o alcoolismo é entendido como uma doenca que
envolve fatores familiares, culturais, raciais, religiosos e distdrbios
fisiologicas ante os efeitos do alcool (EDMONDSON, 1980; ROBINSON et
al., 1987; ESTRUCH et al., 1995).

O uso abusivo do alcool pode levar ao desenvolvimento de alteracdes
em um ou mais sistemas organicos, acarretando doencas no figado, pancreas,
coracdo e determinando, no geral, maior comprometimento em apenas um
deles (EDMONDSON, 1980). Nesse contexto, embora ndo sejam disponiveis
dados epidemioldgicos exatos, a doenca cardiaca alcodlica (DCA) tem
recebido atencdo progressivamente maior (MAIA et al., 2002).

A DCA é caracterizada por alteracfes estruturais que incluem: dilatacéo
das camaras, hipertrofia ventricular e danos aos miocitos (MEEHAN et al.,
1999).

Dentre os efeitos deletérios do alcool no coracdo, podemos destacar: a
perda da contratibilidade do miocardio, arritmia A&trio-ventricular e
cardiopatia dilatada ndo-isquémica (MAISCH, 1996).

O efeito do alcool no desenvolvimento da DCA tem sido estudado em
dois modelos animais: o cachorro e o rato. A exposi¢cdo prolongada ao alcool
em cdes ndo tem reproduzido as alteracGes morfologicas e funcionais
observadas no homem (REGAN, 1972; ETTINGER; LYONS, 1976; THOMAS;

HAIDER; REGAN, 1980). Em face desta observagdo, utilizamos ratas
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(Wistar), por ser animais de melhor manejo para a aplicacdo da agua e da
aguardente e criados em biotério com condi¢des fisiolégicas semelhantes ao
do humano, o que contribui para a veracidade dos resultados.

A opcéo de trabalhar com animais de sexo feminino, baseou-se no fato
de ser o sexo que aparenta maior risco para o desenvolvimento da doenca
cardiaca alcoodlica, possivelmente por apresentar uma sensibilidade elevada
aos efeitos toxicos do alcool (REGAN, 1972). Segundo Brody (1998), este
sexo apresenta déficit da enzima aldeido-desidrogenase hepatica, contribuindo
para a elevacdo da concentracdo de acetaldeido, dessa forma aumentando a
prevaléncia de DCA nas mulheres alcoolistas, apesar de estas ingerirem uma
menor quantidade de alcool (URBANO-MARQUEZ et al., 1995).

Nossos resultados ndo demonstraram existir diferengas significativas
em relacdo ao peso corporal, contrariando alguns relatos na literatura. Uma
possivel explicacdo para esse resultado se deve ao fato de que a aguardente
por ser adocicada contribui para o fornecimento de calorias (PONTES-FILHO,
2003).

Segundo estudos anteriores (ASKANAS; UDOSHI; SADJAD, 1980;
OKADA, 1989), na DCA, hd aumento do volume e peso cardiaco, dilatacao
das camaras e  hipertrofia das paredes ventriculares, envolvendo,
particularmente, o ventriculo esquerdo. Em relagdo ao peso cardiaco umido,
0s nossos dados, demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos, resultados concordantes com os achados de Maia et al. (2002), que
ndo encontrou diferencas entre alcoolista e ndo alcoolistas. Possivelmente, o
aumento do peso cardiaco s6 é significativo quando ha hipertrofia ventricular

esquerda, o que segundo Kino et al. (1981), ocorre apenas em grandes
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consumidores. No nosso experimento acreditamos que o0 periodo de exposicao
a aguardente ndo foi suficiente para induzir tal distdrbio.

Em nosso trabalho quando se comparou o numero dos vasos
endomiocéardicos, entre o grupo aguardente e controle, foi observado uma
diferenca estatisticamente significativa. Possivelmente, o encontro de maior
nimero de vasos é decorrente de um processo adaptativo do miocardio,
facilitando a oxigenacdo do coracdo, para inibir as les6es provocadas pelo
alcool, principalmente no processo de isquemia que ird& comprometer 0sS
pequenos vasos intramiocardicos, além dos efeitos toxicos diretos do alcool
sobre as células musculares cardiacas (BURNS; HULEWIEZ, 1990; AHMED;
ELTON; BERSEHIL, 1996).

Em camundongos alimentados durante trés meses com dieta contendo
alcool (15% por volume), verificaram-se alteracdes ultra-estruturais em
capilares miocardicos entre elas o estreitamento do lumen dos vasos cardiacos
(BURCH et al., 1971). Factor (1976), prop6s a ocorréncia de um aumento da
permeabilidade vascular em alcoolista, e como conseqiéncia hd depdsitos
protéicos plasmaticos nas paredes vasculares, reduzindo o didmetro do vaso
cardiaco. Nossos resultados ndo evidenciaram alteragdes no diametro dos
vasos cardiacos. Possivelmente, isso se deve ao fato de que houve aumento do
namero de vasos cardiacos, impedindo a oclusdo do limen dos vasos
cardiacos, evitando lesdo isquémica crbnica que causa degeneragdo das
principais artérias coronarias que assim originam hipoxia e distarbios
circulatérios que contribuem para a génese da DCA. Nossos dados corroboram

com os resultados de Ahmed; Elton; Bersehil (1996), e de Maia et al. (2002),
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quando foram realizados estudos morfométrico em material de pacientes com
DCA, onde ndo houve alteracdao do diametro dos vasos cardiacos.

Os efeitos téxicos do alcool, ou de seu metabdlito o acetaldeido, no
coracdo tém sido comprovados e mensurados tanto em humanos como em
animais de laboratério (WILKE et al., 1996; MAIA et al., 1999; MAIA et al.,
2002). Dentre as alteracOes observadas em ratos expostos a doses moderadas
de etanol, a fibrose cardiaca é um dos achados histopatolégicos relacionados
a DCA, mais evidentes (VENDEMIALE et al., 2001). Em relacdo a essa
evidéncia nossos resultados sdo discordantes com os da literatura estudada,
uma vez que ndo encontramos areas de depdsito de coldgeno nos espacos
perivascular e intersticial, provavelmente decorrente do tempo de exposicdo

utilizado no experimento ou ao processo adaptativo do fibroblasto cardiaco.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que quando ratas Wistar sdo expostas, por gavagem a doses

crénicas de aguardente “in natura” durante 40, 50, e 60 dias:

N&o héa alteracdo na evolucdo do peso corporal e do peso cardiaco
amido;

Ocorre aumento do nimero de vasos coronarianos;

N&o hd aumento do diametro dos vasos coronarianos; e,

N&o se observou a presencga de areas de deposito de coldgeno nos

espacos perivascular e intersticial.
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Rua Tereza Mellia, s/n Campus.Universitario- Recife- PE - Fone: (081) 3271.8712- FAX (081 )3271.0095

CERTIFICADO DE ANALISE DA AGUARDENTE

Certificado N°: 007 -A/2002

ANEXO 1

Natureza da Andlise: Produtos secundarios em aguardente

RESULTADO (expresso em mg/L do produto):

COMPONENTE TEOR (mg/100 mL)
Acetaldeido 2,7
ciclo- Hexano n. d.
Acetona n. d.
Acetato de Etila 1,3
Alcool Metilico 1,6
Alcool n-Propilico 15,5
Alcool iso-Butilico 21,0
Alcool n-Butilico 0,5
Alcool iso-Amilico 71,6

n. d. = ndo detectado (teor < 0,1 mg/100 mL)

Recife, em 26 de julho de 2002

- .I(_} ( > (,/'[ A _-—-"'é??_

Prof. Alexandre Ricardo Pereira Schuler

Chefe do Laboratorio de Cromatografia
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
'CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAQ DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

ANEXO 2

Oficio no 095/2002

Da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Ao Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho
Departamento de Patologia da UFPE

Prezado Professor,

Apbs o recebimento de sua carta de encaminhamento solicitando anélise do
procedimento com animais no Projeto de pesquisa intitulado "Avaliacdo das alteracdes
ponderais e histomorfoldgicas do coracdo de ratas adultas expostas a doses cronicas de
aguardente”, os membros da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE)
analisaram os aspectos relativos aos protocolos experimentais a serem adotados.

Concluimos que na versdo atual, os procedimentos descritos para 0 manejo e
cuidado dos animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio
Brasileiro para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas
pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as
quais sdo adotadas como critérios de avaliacdo e julgamento pela CEEA - UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 - art. 32 ¢
Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos, ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, realizado no
presente trabalho, justifica-se pelo fato de ndo existirem recursos alternativos para a
realizacdo do procedimento cientifico.

Diante do exposto, emitimos um parecer favoravel aos protocolos experimentais
propostos.

Atenciosamente,
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Profa.Belmira Lara da S. Andrade da Costa

Coordenadora da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE
Recife, 02 de setembro de 2002
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