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Devido a escassez de trabalhos sobre a influéncia do
todo-trans-acido retindico (ATRA) no coracdo de ratos normais, foi
realizado experimento com ratos jovens adultos, que receberam
diferentes doses de ATRA. O objetivo deste estudo foi verificar se as
alterac6es causadas pelo ATRA no coracao dos ratos, sao fisioldgicas ou

patoldgicas e se apresentam relacdo dose-dependente.

Para este estudo, foram utilizados 72 ratos Wistar,
distribuidos em 4 grupos: 1) grupo com 18 animais que receberam a dieta
sem ATRA (controle), 2) grupo com 18 animais que receberam 0,3 mg de
ATRA / kg de dieta/dia (AR 0,3), 3) grupo com 18 animais que receberam
10 mg de ATRA /kg de dieta/dia (AR 10), 4) grupo com 18 animais que

receberam 50 mg de ATRA /kg de dieta/dia (AR 50).

Apbés 4 semanas de tratamento, os animais foram
avaliados pelo ecocardiograma e apds eutanasia, as amostras de
sangue, do figado e do coragdo, foram coletadas. As amostras dos
ventriculos esquerdos (VE) foram separadas para a avaliacao do teor de
agua, da hipertrofia, da fibrose, da conexina 43, das enzimas do
metabolismo energético cardiaco e para a realizacdo das dosagens de
vitamina A total e ATRA. No figado, foram feitas as dosagens da vitamina
A total e do ATRA. No sangue, foram realizadas as quantificacées de

retinol, triglicerideos e colesterol total.
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Neste trabalho, foi observado, por meio do
ecocardiograma, que o0s animais que receberam 50 mg de ATRA
apresentaram  hipertrofia cardiaca caracterizada pelo aumento
proporcional entre a espessura da parede do ventriculo esquerdo e o
didametro da sua cavidade (EPVE/DDVE), sem o aparecimento de fibrose.
A funcéo sistélica melhorou e a funcao diastélica permaneceu normal. O
teste de tendéncia linear mostrou aumento gradual nas seguintes
variaveis: didmetro do atrio esquerdo (DAE), diametro diastélico do
ventriculo esquerdo (DDVE), diametro sistélico do ventriculo esquerdo
(DSVE), EPVE/DDVE, indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE),
débito cardiaco (DC), indice cardiaco (IC), velocidade na aorta (VAO) e
associagao entre essas variaveis e as doses de ATRA, mostrando que o

efeito do ATRA no coracgao foi dose-dependente.

Nos ratos que receberam a dose fisiolégica de ATRA, os
niveis da vitamina A total no figado e coragédo foram mais altos do que nos
animais do grupo controle; enquanto, que a concentracdo de ATRA no

figado e no coracao foi dose-dependente.

Em relacdo a conexina 43, ndo foram observadas
alteracées na intensidade e na localizagdo dessa proteina, no grupo
suplementado com a maior dose de ATRA; mas, houve associagao
negativa entre intensidade da conexina 43 e dose de ATRA. Em relagéo
as enzimas do metabolismo energético cardiaco, observou-se que nao

houve alteracbes na B-hidroxiacilcoenzima A desidrogenase e na lactato
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desidrogenase, mostrando que a via da B-oxidacdo e a via glicolitica

estavam preservadas nos animais que receberam ATRA.

A partir desses resultados, pode-se inferir que o ATRA
causou remodelacao cardiaca com alteracbes mais compativeis com
resposta fisiolégica e que seus efeitos no coragcdo foram dose-

dependentes.
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In the current medical bibliography there are only a few
papers concerning the influence of all-trans-retinoic acid (ATRA) on the
hearts of normal rats. To supply this lack was carried out a study with
young adult rats, that received different doses of ATRA. The aim of this
work was to evaluate if the cardiac alterations caused by ATRA are

physiological or pathological and if these alterations are dose-dependent.

In this research were used 72 Wistar rats allocated in 4
groups: 1) group with 18 animals that received a diet without ATRA
(control), 2) group with animals that received 0,3mg of ATRA/ kg of the
diet (RA 0,3), 3) group with animals that received 10mg of ATRA/ kg of the
diet (RA 10) and 4) group with animals that received 50 mg of ATRA/ kg of

the diet (RA 50).

After 4 weeks, the animals were evaluated by
echocardiography exam and in the next day, the rats were euthanasiated
and the samples of blood, liver and heart were collected. The left ventricle
(LV) samples were separated for evaluation of water content, hypertrophy,
fibrosis, connexin 43, enzymes of energetic metabolism and for dosages
of total vitamin A and ATRA. In the livers were determined the total vitamin
A and ATRA and in the blood were carried out the dosages of the retinol,

triglycerides and total cholesterol.

In was observed ,by echocardiogram, that the animals

which received 50mg of ATRA presented cardiac hypertrophy with
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proportional increase in the wall thickness of the left ventricle in relation to
its diameter (LVWT/LVDD), but it was observed fibrosis. The systolic
function increased and diastolic function was normal. In relation to the
trend test was observed gradual increase in the left atrium diameter (LAD),
left ventricle diastolic diameter (LVDD), left ventricle systolic diameter
(LVDS), LVWT/LVDD, left ventricle mass index (LVMI), cardiac output
(CO), cardiac index (Cl), velocity in aorta (VAO) and association among
these variables and dose of ATRA, showing that the effects of ATRA in the

heart were dose-dependent.

In the rats that received the physiologic dose of ATRA the
levels of the total vitamin A in the liver and in the heart were higher than in
the rats control. The dosages of ATRA showed that its concentration in the

liver and in the heart of the animals was dose-dependent.

In relation to connexin 43, was not observed alterations in
the intensity and in the localization this protein in the group that received
the highest dose of ATRA, but there was a negative association between
intensity of connexin 43 and dose of ATRA. In relation to enzymes of
cardiac energetic metabolism it was not observed any alteration in the B-
hydroxyacilcoA dehydrogenase and in the lactate dehydrogenase,
showing that the B-oxidation and the glycolitic via were preserved in the

animals that received ATRA.
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These results could bring on that the cardiac alterations
caused by ATRA are more compatible with a physiologic response and its

effects in the heart were dose-dependent.
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O termo vitamina A engloba compostos alimentares
lipossoluveis essenciais, que sdo estruturalmente relacionados com o
retinol e que compartilham, ou n&o, de algumas de suas atividades. Esses
compostos sdo o proprio retinol (alcool), o retinal (aldeido) e o acido
retindico (acido carboxilico) (Hofmann & Elchele, 1994; Ross & Zolfaghari,

2004).

No sistema cardiovascular, os efeitos do acido retindico
sdao mediados pelo receptor do &acido retindico (RAR) e o receptor
rexindide (RXR), ligantes da familia dos fatores de transcricdo génica que,
quando sao ativados alteram a sintese protéica (Chambon, 1996; Bastien

& Rochette-Egly, 2004; Schug et al., 2007; Pan & Baker, 2007).

As principais proteinas moduladas pelo acido retindico no
sistema cardiovascular estao relacionadas com a contratilidade cardiaca
(miosina de cadeia pesada - a, a-actina), matriz extracelular (colagenase),
metabolismo energético cardiaco (acilcoA desidrogenase) e condutividade
elétrica (conexina 43) (Smith & Dickman,1997; Nagpal & Chandraratna,

1998).

A estrutura quimica do acido retindico existe na forma
trans como todo-trans-acido retinéico (ATRA) e nas formas cis como 9 -
cis - acido - retindico ( 9 - cis -AR) e 13 - cis- acido - retindico (13 - cis -
AR) e dentre esses isdbmeros, o ATRA é o mais estudado em termos de

remodelagao cardiaca. (Miano & Berk, 2000).
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A remodelagédo cardiaca é caracterizada por variagdes
celulares, intersticiais, moleculares cardiacas, que vao se manifestar
clinicamente por alteragcbes no tamanho, na massa, na geometria e na

funcéo do coragédo em resposta a um estimulo (Cohn et al., 2000).

O processo de remodelacao pode ocorrer em situacoes
fisioldgicas, tais como: o desenvolvimento normal do coracdo até a vida
adulta, resposta ao exercicio fisico e a gravidez. Embora, esse termo seja
mais utilizado para descrever alteragées cardiacas patologicas (Cohn et

al., 2000; Zornoff et al., 2002; Opie et al., 2006).

Em geral, na remodelacdo cardiaca fisiolégica, as
alteracbes cardiacas sao hipertrofia sem aparecimento de fibrose e a
funcdo cardiaca permanece normal ou aumentada, o coragcdo metaboliza
mais acidos graxos que glicose e ndao ha conhecimento sobre as
alteracbes na quantidade e localizacdo da proteina formadora das
juncdes comunicantes no coracéo, a conexina 43 (McMullen & Jennings,
2007; Kodde et al., 2007; Severs et al., 2008). Na remodelacao cardiaca
patolégica, geralmente, as alteragdes cardiacas sao hipertrofia com
aparecimento de fibrose e a funcéo cardiaca esta diminuida, o coracao
metaboliza mais glicose que acidos graxos e ocorre alteracdo na
quantidade e localizagao da conexina 43 (Stanley et al., 2005; Saks et al.,
2006; Tansey et al., 2006; McMullen & Jennings, 2007; Fiavola et al.,

2007).



Introdugdo 4

Os trabalhos com ATRA, na maioria, sdo realizados no
periodo embrionario ou em coracdes que sofreram algum tipo de
agressao. Durante a cardiogénese, muitos trabalhos vém mostrando que,
tanto a deficiéncia como o excesso de acido retindico pode causar
malformacgdes cardiovasculares, desde anormalidades do arco aortico até
defeitos no septo interventricular e afilamento das paredes ventriculares
(Wilson & Warkani, 1950; Dyson et al, 1995; Smith & Dickman,1997;

Rychebusch et al., 2008).

Alguns trabalhos mostraram que o ATRA na dose
fisiolégica inibiu a hipertrofia e a producdo de colageno em midcitos
cardiacos, tratados com angiotensina Il, em ratos durante o periodo

embrionario (Wang et al., 2002%; He et al., 2006).

Em estudo com ATRA, Nobakht et al. (2006) observaram
que as doses de 40 e 60 mg de ATRA, administradas a camundongas,
causaram malformacdes no coracdo dos embrides. Ainda no periodo
embrionario, Ryckebusch et al. (2008) observaram que 65 mg de ATRA
/kg de peso da rata/ dia, como a sua deficiéncia, causaram malformagdes

cardiacas nos embrides.

Os estudos com ATRA no periodo pds-embrionario sao
na maioria realizados em coracdes de ratos que sofreram algum tipo de
agressao. Em ratos submetidos ao infarto agudo do miocardio, Paiva et al.
(2005) mostraram que a dose fisiolégica de ATRA diminui a area do

cardiomiécito e a porcentagem de colageno. Em ratos espontaneamente
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hipertensos, Lu et al. (2003) e Zhong et al. (2004) observaram que as
doses de 5, 10 e 20mg de ATRA/kg do peso do animal, por dia, inibem
hipertrofia de artérias intramiocardicas e fibrose ventricular. Em trabalho
recente, Choudhary et al. (2008) mostraram que a dose de 30mg de
ATRA /kg de peso do rato/ dia, durante 5 meses, inibe a hipertrofia

causada pela constricdo da artéria aorta.

Em pesquisa anterior desenvolvida no laboratério, Paiva
et al. (2003) mostraram pela primeira vez, que o ATRA, na dose
fisioldgica, causou remodelacdo no coracdo de ratos normais. As
alteracGes cardiacas observadas foram hipertrofia do miocardio sem
acumulo de colageno, aumento proporcional do diametro da cavidade e
manutencdo da fungado sistdlica. A partir desse trabalho, foi possivel
levantar as questdes se o ATRA causa remodelacédo cardiaca fisiolégica
ou patolégica no coracdo saudavel de ratos e se esses efeitos podem

estar relacionados com as doses (dose-dependente).

Com a intencdo de contribuir para o esclarecimento das
questdes levantadas no trabalho anterior, foi delineado um experimento
com ratos jovens adultos que receberam diferentes doses de ATRA, para
tentar elucidar se os efeitos do ATRA sao fisiolégicos ou patoldgicos e se

esses efeitos sdo dose-dependentes.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de
diferentes doses de ATRA no coracdo de ratos normais, para verificar se
as alteracbes cardiacas causadas pelo ATRA sao fisiolégicas ou

patoldgicas e se essas alteracdes sdo dose-dependentes.



8. MATERIAL E METODOS



Material e Métodos 9

3.1. Material

3.1.1. Animais e Doses de ATRA

O protocolo experimental do presente trabalho foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da

Faculdade de Medicina da Unesp/Botucatu (Protocolo n® 452).

Os ratos utilizados neste trabalho foram provenientes do
Biotério da Unicamp e acondicionados no Biotério do Centro de
Pesquisas Experimentais do Departamento de Clinica Médica da Unesp
em Botucatu. Os ratos ficaram durante o periodo experimental de 30 dias
a temperatura de 25 = 1°C, periodo claro/escuro de 12 horas,

permanecendo cinco ratos por caixa, com livre acesso a agua e a ragao.

A dieta AIN-93G foi escolhida para este experimento por
ser preparada com a quantidade minima de vitamina A (4000 Ul), sem
prejudicar o crescimento e o desenvolvimento dos animais. Além disso, a
dieta AIN-93G € quimicamente definida e adequada para o crescimento

dos roedores (Reeves et al., 1993).

Neste trabalho, foram testadas trés diferentes doses de
ATRA (dose fisiolégica e doses farmacolbégicas) no coracdo de ratos
normais. A dose de 0,3 mg foi escolhida com base em trabalho anterior
desenvolvido por Paiva et al. (2003), onde foi mostrado que essa dose

promoveu remodelacao cardiaca em ratos. A dose de 10 mg foi escolhida
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a partir dos trabalhos de Lu et al. (2003) e Zhong et al. (2004), em que o
ATRA causou efeitos benéficos no coracao de ratos hipertensos. E a dose
de 50 mg foi escolhida tendo-se como base os estudos de Nobakth et al.

(20086).

3.2. Métodos

3.2.1. Delineamento Experimental

Foram utilizados 72 ratos, Wistar, com peso inicial de 100
g, alocados aleatoriamente em 4 grupos de 18 ratos: o grupo 1 recebeu a
dieta sem suplementacdao com ATRA (controle); o grupo 2 recebeu 0,3 mg
de ATRA /kg de dieta/dia (AR 0,3); o grupo 3 recebeu 10 mg de ATRA /kg
de dieta/dia (AR 10) e o grupo 4 recebeu 50 mg de ATRA /kg de dieta/dia
(AR 50). Apés 4 semanas de tratamento, os animais foram avaliados pelo
ecocardiograma e apds a eutanasia, as amostras de sangue, do figado e
do coracao foram coletadas. Ap6s a dissecacdo dos coragdes, cinco
ventriculos esquerdos (VE) de cada grupo foram rapidamente lavados em
soro fisiolégico para a remocdo de sangue. Em seguida, os VE foram
seccionados transversalmente a 4 mm da ponta e um fragmento de 3 mm
de espessura foi posto em solucédo de formol tamponado. Os fragmentos
do VE ficaram nessa solucdo por 24 h, mais 24 h em agua corrente e

posteriormente colocados em alcool 70%. Em seguida, foram fixados com
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parafina, em blocos, dos quais foram feitas as laminas para a anélise
histol6gica, com cortes de 5 micrémetros de espessura. Os restantes dos
ventriculos esquerdos foram seccionados em trés fragmentos: um
fragmento para andlise do teor de agua tecidual e os outros dois
fragmentos foram congelados a -80°C, para a posterior analise das
enzimas do metabolismo energético cardiaco e para a determinacao da

vitamina A total e do ATRA.

O sangue dos animais foi centrifugado a 10.000 rpm por
10 minutos, para a obtencado do soro, que foi congelado a - 80°C para
posterior dosagem do retinol, triglicerideos e colesterol total. E o figado foi

congelado a - 80°C para posterior andlise da vitamina A total e do ATRA.

3.2.2. Avaliacao do Peso Corporal e da Ingestao Alimentar

As medidas do peso corporal e da ingestdo alimentar
foram aferidas semanalmente. Para a verificacdo da ingestdo alimentar
foram utilizados 20 ratos divididos em 4 caixas. A dieta foi pesada e
oferecida aos animais e apds 24h, a dieta que restou, foi novamente
pesada. A diferenca entre o peso da dieta oferecida e o peso da dieta
restante, em 24 h, foi dividida pelo numero de ratos por caixa e por dia. A
partir desse valor da ingestao alimentar foi calculada a ingestao de ATRA/

dia.
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3.2.3. Avaliacao Morfoldgica e Funcional — Ecocardiograma

Apbs 4 semanas recebendo ATRA na dieta, os animais
foram submetidos ao ecocardiograma. O exame foi realizado por meio de
Doppler-ecocardiografia transtoracica convencional, com equipamento
Philips (HDI 5000), dotado de transdutor eletrbnico setorial
multifrequencial (7,5 a 12 MHz), sc1seguindo-se a padronizagdo descrita

na literatura (Sahn et al., 1978).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg), via intramuscular,
seguido de tricotomia na regido anterior do térax. Apds esses
procedimentos, os animais foram posicionados em decubito dorsal para a

realizagdo do ecocardiograma.

A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida
posicionando o cursor do modo-M, logo abaixo do plano da valva mitral,
entre os musculos papilares. As imagens da aorta e do atrio esquerdo
também foram obtidas na posi¢ao para-esternal eixo menor com cursor de
modo-M passando pela valva aértica. As medidas do didmetro diastélico
do ventriculo esquerdo (DDVE), didmetro sistolico do ventriculo esquerdo
(DSVE), espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (EPVE),
didametro do atrio esquerdo (DAE) e didametro da aorta (DAO) foram

realizadas por meio do cursor do proprio equipamento, durante o exame.
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Trés a cinco ciclos consecutivos foram utilizados para a realizacdo das

medidas, obtendo-se a média aritmética em seguida.

Os fluxos diastélico transmitral e sistélico transvalvar
adrtico foram obtidos com o transdutor colocado nas posi¢cdes apicais
quatro e cinco camaras, permitindo as medidas da onda E, onda A e
velocidade maxima na via de saida do ventriculo esquerdo. A frequéncia
cardiaca (FC) foi estimada pelo tempo entre dois batimentos cardiacos

consecutivos (Sahn et al., 1978).

As outras variaveis foram derivadas das formulagdes que

estdo descritas a seguir:

e EPVE/DDVE

e MVE = {{{DDVE + (2 x EPVE)]® - (DDVE)} x 1,04} /1000, sendo MVE

a massa do ventriculo esquerdo

e |IMVE = MVE/PC, sendo IMVE o indice de massa do ventriculo

esquerdo e PC o peso corporal dos ratos

e FE = (DDVE® - DSVE®) / DDVE?, sendo FE a fracdo de ejecdo do

ventriculo esquerdo

e %ENC = [(DDVE — DSVE) / DDVE] x 100, sendo %ENC a

porcentagem de encurtamento do ventriculo esquerdo
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e DC = (DDVE®- DSVE?®) x FC, sendo DC o débito cardiaco

e |C = DC/PC, sendo IC o indice cardiaco e PC o peso corporal dos

ratos.

3.2.4. Avaliacao Morfoldgica

3.2.4.1. Pesagem e Teor de Agua nos Tecidos

As pesagens do ventriculo esquerdo (VE) e do ventriculo
direito (VD) foram realizadas para posterior analise da relagao do peso do
VE e do VD em relagdo ao peso corporal dos animais. O teor de agua foi

avaliado no VE, VD e também nos atrios.

3.2.4.2. Estudo da Area e do colageno

As laminas previamente preparadas, com cortes de VE
foram coradas com Hematoxilina & Eosina para andlise da area seccional
dos midcitos. Para o calculo das areas dos midcitos cardiacos foi utilizado
a média das medidas das areas de aproximadamente 70 cardiomidcitos

por lamina (Paiva et al., 2003).
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A porcentagem de colageno intersticial foi determinada
nas laminas coradas com Picrosirius Red. Essa coloragdo permitiu a
diferenciacdo de estruturas que continham colageno, coradas em
vermelho, e as que nao apresentavam colageno, coradas em amarelo.
Assim, pbde-se estabelecer a porcentagem de colageno em relacao a
area total do campo para depois realizar a média de todos os campos
(Doering et al., 1998 e Matsubara et al., 2000). As medidas das areas dos
miocitos e a porcentagem de colageno foram feitas a partir de imagens
obtidas com objetiva 40x, de uma camera acoplada a microscépio Leica e
posteriormente analisadas pelo software (Image-Pro-Plus 3.30, Media

Cybernetics).

3.2.4.3. Estudo da Conexina 43

Primeiramente, as laminas com os cortes histologicos
foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol, alcool e agua. Em seguida,
os cortes histolégicos foram colocados em solugcao de &cido citrico 0,01M
com pH 6,0 e submetidos a ambiente de microondas, por 10 minutos,
para recuperagao antigénica. ApoOs resfriamento de 20 minutos, as
laminas foram lavadas em solucédo de tampao fosfato de sédio (PBS) com
pH 7,2 e incubadas, por trinta minutos, em solucdo de albumina sérica

bovina (BSA) a 3% (solucdo de BSA em PBS), para o bloqueio de
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reacdes inespecificas. Apds os trinta minutos, os cortes foram incubados
por 12 h a 4°C, em camara umida, com anticorpo primario (policlonal anti-
rabbit connexin 43; GJA1, Abcam). A diluicao utilizada foi de 1:100. Apds
esse periodo, foi feita a lavagem das laminas em PBS e os cortes foram
incubados com anticorpo secundario (Texas Red anti-rabbit IgG; Vector),
na diluigdo de 1:50, por 1h, em temperatura ambiente. Depois de lavadas
com PBS, as laminas foram cobertas com meio de montagem, composto

de glicerina tamponada e laminula.

Para cada bateria de reacbes de imunohistoquimica, o
controle negativo correspondeu a uma lamina de ventriculo esquerdo, em

que se omitiu o anticorpo primario (van Veen et al., 2002).

A leitura foi feita utilizando-se microscopio equipado com
unidade de epifluorescéncia (Carl-Zeiss, Inc. North America) acoplado a
camera de video (AxioPlan 4.1; Carl-Zeiss Inc.) utilizando aumento de
40x, localizado no Departamento de Reprodugao Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria - Unesp, Botucatu. O filtro utilizado foi o verde (WG),

com comprimento de onda de excitacdo a 550 nm e emissao a 650 nm.

Para cada coragdo, foram observados de cinco a dez
campos. As reagbes de imunohistoquimca foram analisadas quanto a
intensidade e localizacdo da proteina no midécito (no disco intercalar ou
fora do disco intercalar), de acordo com escores pré-estabelecidos e

apresentados a seguir:
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Intensidade de Marcacao:
+++ Fortemente marcado
++ Moderadamente marcado

+ Fracamente marcado

Localizacao:

++++ Totalmente no disco intercalar

+++ Maioria no disco intercalar

++ Metade no disco intercalar e metade fora do disco

+ Minoria no disco intercalar

3.2.5. Avaliacao Bioquimica

3.2.5.1. Dosagens de ATRA e Vitamina A Total por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia

Esses compostos foram  determinados  por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com o cromatégrafo
Alliance da Waters 2695 com detector Waters 2996 — fotodiodo. As
amostras foram protegidas da luz e armazenadas a - 70 ¢ C até o

momento da analise.

A extracdo do ATRA nos tecidos (figado e coracao) foi

desenvolvida e analisada, utilizando-se o0 método de Tang & Russel
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(1990). O padrao interno foi o &cido all-trans — 9 - methoxi -2,3,6 —
trimetifenil — 3,7 — dimetil — 2, 4, 6, 8 — nonatetranéico (TMMP), preparado
em metanol (107M). A anélise foi feita com 200 mg de tecido, 100 pl de
TMMP, 2 ml de salina 0,9%, 5 ml de cloroférmio: metanol 2:1 v/v. Ap6s
agitacado, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C e
a camada de cloroférmio foi evaporada sob nitrogénio liquido e o residuo
formado (0,2 ml) foi aplicado na coluna de aminopropil, previamente
saturada com 2 ml de hexano. Os constituintes da coluna foram lavados
com 4ml de cloroférmio: metanol 2:1 v/v. Novamente foram aplicados a
coluna de aminopropil 4 ml de dietil éter com 3% de &cido acético e o que
ficou no tubo foi evaporado em nitrogénio liquido. O residuo contendo o
ATRA foi ressuspendido em 100 ul de metanol, sendo que 20 ul foram

injetados no CLAE.

As condicdes operacionais do cromatégrafo para a
analise do ATRA foi 0 uso da coluna Cg - Pecosphere-3 (7,5 cm x 0,46
um); comprimento de onda de 351 nm e a fase movél constituida da
Solucéo A: metanol: agual 75 : 25 e 1% de acetato de aménio e solugao
B: metanol 100% . O fluxo total foi de 1ml/min com 25 min de 100% de
solugcédo A, de 26 a 32 min de 100% de solugdo B e de 32 a 40 min,

retornando novamente para 100% de solugao A.

Para a extracao do retinol do soro, foi utilizado o método
de Tang & Krinsky (1993). A andlise foi feita com 200 ul de soro, 2 ml de

cloroférmio: metanol (2:1), 150ul de equinenona em etanol e 500 ul de



Material e Métodos 19

solugdo de salina 0,9%. Apdés agitagdo, as amostras foram centrifugadas
a 3000 rpm durante 10 min, a 4°C. Em seguida, foi removida a camada
cloroférmica e reservada em outro tubo de ensaio. No primeiro tubo foram
adicionados 3 ml de hexano e apds agitacdo, o material foi novamente
centrifugado. Logo ap6s a centrifugacao, a camada superior (hexanica) foi
removida e adicionada ao tubo reservado com a camada inferior. Em
seguida, esse extrato foi posto para secar sob nitrogénio liquido. O
precipitado formado foi ressuspendido em 100 ul de etanol e centrifugado

por mais 1 minuto e em seguida, injetado no CLAE.

Para a extracao da vitamina A total dos tecidos (figado e
coracao), foi utilizado o método de saponificacao, descrito por Yeum et al.
(1998). O padréo interno foi a equinenona. A analise foi feita com 200 mg
de tecido, 100 ul de pirogalol a 12% em etanol, 300 ul de hidréxido de
potassio (KOH) a 30% em agua e 1 ml de etanol. Ap6s agitacado, as
amostras foram incubadas em banho - maria, a 37°C, por 2h. Apds as
amostras atingirem a temperatura ambiente, foi adicionado 1 ml de agua e
100 wl de equinenona. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
reservado em outro tubo. A extracao foi repetida com 2 ml de éter: hexano
(2:1 com 1% de etanol) e apds a centrifugagéo, o segundo sobrenadante
foi removido. No tubo reservado, foi adicionado o segundo sobrenadante
e foram adicionados 2 ml de agua, 2 ml de etanol, que em seguida foram
agitados e centrifugados por mais 5 min. Dessa centrifugacdo, a camada

hexanica foi removida para outro tubo para a secagem com nitrogénio
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liqguido. O precipitado formado foi ressuspendido em 100 ul de etanol,

centrifugado por mais 1 min e em seguida, injetado no CLAE.

As condi¢cdes operacionais do cromatografo para as
dosagens da vitamina A total foi o uso da coluna Cis - Pecosphere-3 (7,5
cm x 0,46 um); comprimento de onda de 325 nm para o retinol e 455 nm
para a equinenona. A fase mével foi constituida da solugdo A: &gua:
acetonitrila: tetrahidrofurano (30: 50:20) com 1% de acetato de ambénio e
solugdo B: agua: acetonitrila: tetrahidrofurano (6:50:44) com 1% de
acetato de amodnio. O fluxo total foi de 1 ml/ min, com 2 min de 85% de
solucao A e 15% de solugao B, de 9 a 19 min com 17% de solucéo A e
83% de solucao B, 1 min de 100% solucéo B, de 21 a 30 min, o gradiente

voltou a ser 85% de solugao A e 15% solugao B.

Para a quantificacdo dos cromatogramas foi feita a
comparacao entre as relacdes area da substancia/area do padrao interno,
obtidas na andlise. Os valores das substancias da solucao padrao foram

corrigidos por seus coeficientes de extincado molar.
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3.2.5.2. Dosagens das Enzimas do Metabolismo Energético Cardiaco

por Espectrofotometria

O metabolismo energético cardiaco foi determinado
através da atividade da enzima B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase
(OHADH, E.C. 1.1.1.35) que patrticipa do metabolismo dos acidos graxos,
lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27) que participa do metabolismo
da glicose e a citrato sintase (CS, E.C. 4.1.3.7) que patrticipa na entrada
da acetil coenzima A no ciclo do citrato. Para essas analises, 200 mg de
ventriculos esquerdos foram homogeneizados sob gelo em 5 ml de
solugcédo de tampao fosfato (0,1M, pH=7,4), contendo 1 mM de etileno
diamino &cido tetra-acético (EDTA) (Bass et al., 1969; Diniz et al., 2004;

Novelli, 2005).

A atividade da OHADH foi determinada no coragdo em
meio contendo acetilcoenzima A 0,05 mM e dinucleotideo adenina
nicotinamida, na forma reduzida (NADH) 0,1 mM. A atividade da LDH foi
determinada pela oxidacdo do NADH a 340nm, tendo o piruvato como
substrato. A atividade da CS foi determinada em meio contendo
acetilcoenzima A 0,1 mM e oxaloacetato 0,5 mM. Nesse estudo também
foi determinada a concentracdo de proteinas totais. As analises foram
feitas por meio de espectrofotdbmetro e o padrao utilizado foi solucdo de

albumina sérica bovina (Bass et al., 1969).
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3.2.5.3. Dosagens de Triglicerideos e Colesterol Total por

Espectrofotometria

Para a determinacao de triglicerideos e colesterol total em
soro de ratos, foi utilizado o kit para determinacdo de triglicerideos
(TRIGLICERIDEOS GPO-PAP) e o kit para determinagdo de colesterol
total (COLESTEROL CHOD — PAP), que consistem de testes fotométricos
enzimaticos. A amostra (10 ul de soro) foi incubada por 10 min com 1000
ul do kit a 37°C e a absorbancia foi lida em relagcdo ao branco (10 ul de

agua destilada com 1000 ul do kit) e o comprimento de onda foi 500nm.

3.2.6. Analise Estatistica

Os dados paramétricos estao apresentados como média +
desvio- padrao e as comparacgdes entre os grupos foram feitas por anélise
de variancia paramétrica (ANOVA) de uma via e complementado com o
teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos estdo apresentados como
mediana e quartis 1 e 3 e o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis,

complementado pelo teste de Dunn.

Para avaliar o teste de tendéncia entre os grupos (doses

de ATRA) e as variaveis, foi realizado o teste de correlagdo de Spearman.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4.1. Peso Corporal e Ingestao

Ao final da suplementacdo com ATRA, o peso corporal

dos ratos foi semelhante nos diferentes grupos (Figura 1).

A ingestao da dieta foi calculada por rato e apresentada
por valor diario (C: 16g, AR 0,3: 18g, AR 10: 16g, AR 50: 18 g). Em
relacdo a quantidade de ATRA ingerida por dia, o grupo controle nao
ingeriu nada de ATRA, o grupo AR 0,3 ingeriu 0,006 mg, o grupo AR 10

ingeriu 0,17mg e o grupo AR 50 ingeriu 0,92 mg.

300 A

250 - T T
200

150 -

100 -

50 A

0 - .

controle AR 0,3 AR 10 AR 50

Peso do corpo (g)

Figura 1. Peso do corpo dos ratos nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e
AR50. ANOVA de 1 via, P=0,178.
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4.2. Ecocardiograma

4.2.1. Variaveis Morfologicas

Os dados do estudo morfolégico obtido por meio do
ecocardiograma estao apresentados na Tabela 1. Em relagdo ao diametro
do atrio esquerdo (DAE), houve diferenca entre os grupos, contudo o
teste de Dunn néo detectou qual o grupo apresentava valor diferente, no
entanto, foi observado que o grupo AR 50 apresentou o maior valor (C:
3,0 (2,8 - 3,4); AR 0,3: 3,1 (2,9-3,6); AR10: 3,8 (3,2-4,5); AR50: 3,8 (3,1-
5,1), mm, P=0,015). Quanto ao DAE, também observou - se que o
didmetro estava associado com a dose; a medida que aumenta a dose de
ATRA aumenta o DAE (teste de tendéncia, r = 0,345, P = 0,003) (Figura
2). Nao houve diferenca nos valores do diametro da aorta (DAO) (C: 3,0 =
0,3; AR 0,3: 2,9 £ 0,2; AR10: 3,0 £ 0,2; AR50: 3,1 £ 0,3, mm, P=0,241) e
nao houve associacédo entre DAO e dose de ATRA (Tabela 1). O grupo
AR 50 apresentou maior diametro diastolico do ventriculo esquerdo
(DDVE) do que o grupo controle e o grupo AR 0,3 (C: 6,2 = 0,6; AR 0,3:
6,3 £ 0,5; AR10: 6,6 £ 0,5; AR50: 7,0 = 0,9, mm, P=0,008). Também
houve associacao entre DDVE e dose de ATRA (teste de tendéncia, r =
0,411, P = < 0,001) (Figura 3). Quanto ao diametro sistélico do ventriculo
esquerdo (DSVE), ndo houve diferenca entre os grupos (C: 2,9 + 0,6; AR
0,3: 2,9 £ 0,5; AR 10: 3,1 + 0,4; AR50: 3,2 + 0,6, mm, P=0,332), mas foi

observada associacao entre DSVE e dose de ATRA (teste de tendéncia, r
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= 0,236, P = 0,05 (Figura 4). Nao houve diferenca nos valores de
EPVE/DDVE nos diferentes grupos (C: 0,21 = 0,02; AR 0,3: 0,21 + 0,04;
AR 10: 0,20 = 0,02; AR50: 0,20 = 0,03, P=0,243) , mas houve associagao
EPVE/ DDVE com dose de ATRA (teste de tendéncia, r = - 0,244, P =
0,043) (Figura 5). Houve tendéncia do grupo AR 50 em aumentar o indice
de massa do ventriculo esquerdo (IMVE) (C: 1,8 £ 0,4; AR 0,3: 1,9 £0,3;
AR10: 1,9 + 0,4; AR50: 2,2 + 0,4, g/kg, P=0,053) e observou-se
associagao entre IMVE e dose; a medida que aumenta a dose de ATRA,

aumenta o IMVE (teste de tendéncia, r = 0,340, P = 0,004)(Figura 6).

Os resultados obtidos pelo exame do ecocardiograma, por
meio da avaliacdo das variaveis morfolégicas, mostraram que 0s animais
do grupo AR 50 tiveram aumento nas cavidades esquerdas do coragao
sem alteracdo de geometria cardiaca. Em relacdo as alteracoes
morfolégicas cardiacas, observou-se associacdo entre DAE, DDVE,
DSVE, EPVE/DDVE, IMVE e a dose de ATRA, mostrando efeito dose-
dependente; a medida que aumenta a dose de ATRA, aumentam os

valores dessas variaveis .
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Figura 2. Didmetro do atrio esquerdo (DAE) nos grupos controle, AR 0,3,
AR10 e AR50. Kruskal-Wallis com teste a posteriori de Dunn,
P= 0,015. P para teste de tendéncia (Correlacdo de Spearman)
= 0,003.
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Figura 3. Didmetro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) nos grupos
controle, AR 0,3, AR10 e AR50. ANOVA de 1 via com teste a
posteriori de Tukey, P=0,008. P para teste de tendéncia
(Correlagéo de Spearman) = < 0,001. Letras diferentes indicam

significancia entre os grupos.
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Figura 4. Diametro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE) nos grupos
controle, AR 0,3, AR10 e AR50. ANOVA de 1 via, P=0,332. P

para teste de tendéncia (Correlagcado de Spearman) = 0,05.
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Figura 5. Espessura da parede do ventriculo esquerdo em relagéao ao seu
diametro diastélico (EPVE/DDVE) nos grupos controle, AR 0,3,
AR10 e AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,243. P para teste de

tendéncia (Correlacao de Spearman) = 0,043.
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Figura 6. indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE) nos grupos

controle, AR 0,3, AR10, AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,053. P

para teste de tendéncia (Correlacao de Spearman) = 0,004.
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4.2.2. Variaveis Funcionais

Os dados referentes a funcdo cardiaca obtidos pelo
ecocardiograma estdo apresentados na Tabela 2. Em relacdo a
frequéncia cardiaca (FC), ndo houve diferenca entre os grupos (C:
342(314-416); AR 0,3: 337(329-372); AR10: 349(337-372); AR50: 334
(304-365); batimentos por min, P=0,476) e ndo foi observada associacao
entre FC e dose de ATRA. Quanto ao débito cardiaco (DC), o grupo AR
50 apresentou maior valor de DC do que o grupo controle e o grupo AR
0,3 (C: 0,07 £ 0,02; AR 0,3: 0,08 + 0,02; AR10: 0,10 = 0,03; AR50: 0,11+
0,03; I/min, P=0,003) e houve associacao entre DC e dose de ATRA (teste
de tendéncia, r = 0,431, P = < 0,001) (Figura 7). Em relagdo ao indice
cardiaco (IC), o grupo AR 50 apresentou maior valor de |IC do que o grupo
controle (C: 0,33 + 0,08, ARO0,3: 0,34+ 0,09, AR10: 0,41 + 0,12, AR50:
0,43 + 0,12, DC/PC, I/min/kg, P=0,010) e foi observada associagéo entre
IC e aumento da dose de ATRA (teste de tendéncia, r = 0,394, P = <
0,001) (Figura 8). Quanto a velocidade pela aorta (VAO), o grupo AR 50
apresentou maior valor do que os grupos controle, AR 0,3 e AR 10 (C: 79
+14; AR 0,3: 91 £+ 11; AR10: 91 £ 10; AR50: 96 £ 10, cm/s, P = <0,001) e
foi observada associagao entre VAO e dose de ATRA (teste de tendéncia,
r = 0,389, P = 0,001)(Figura 9). Com relacdo a funcao sistélica, foi
observado que ndo houve diferenga entre os valores da fracdo de ejecao

(FE) (C: 0,89 +0,04; AR 0,3: 0,89 *+ 0,04; AR10: 0,89 + 0,03; AR50: 0,90 +
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0,04, P=0,983) e da porcentagem de encurtamento sistélico (ENC) (C: 52
+7,3; ARO0,3: 53 + 6,1; AR10: 53 + 4,7; AR50:53 + 5,9, %, P=0,980) nos
diferentes grupos e também nao houve associacao dessas variaveis com

o0 aumento na dose de ATRA.

Os dados referentes a funcao diastélica também estao
apresentados na Tabela 2. Nao houve diferenga entre os valores da onda
E (C: 75 £ 13, AR 0,3: 791+ 12, AR10: 77+ 10, AR50: 74 = 8,7, cm/s,
P=0,555), onda A (C: 56 (49-68), AR0,3: 59(54-66), AR10: 53(47-59),
AR50: 52(47-60), cm/s, P=0,396) e na relagao E/A (C: 1,29 + 0,30, ARO,3:
1,37+ 0,31, AR10: 1,37 £ 0,31, AR50: 1,37 £ 0,32, P=0,873) assim como

nao foi observada associacao entre essas variaveis e dose de ATRA.

Os resultados obtidos pelo exame do ecocardiograma por
meio da avaliacdo das variaveis funcionais cardiacas, mostraram que os
animais do grupo AR 50 apresentaram maiores valores de DC, IC, VAO e
as variaveis relacionadas a funcao diastélica foram semelhantes nos
diferentes grupos. Em relagdo as alteragbes funcionais cardiacas, foi
observada associacao entre DC, IC, VAO e a dose de ATRA, mostrando

efeito dose-dependente.
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Figura 7.

i
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Débito cardiaco (DC) nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e
AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de Tukey,
P=0,003. P para teste de tendéncia (Correlacdo de Spearman)

= <0,001. Letras diferentes indicam diferenca significante entre

0S grupos.
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Figura 8.

indice cardiaco (IC) nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e grupo
AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de Tukey, P=
0,010. P para teste de tendéncia (Correlacao de Spearman) = <
0,001. Letras diferentes indicam diferenca significante entre os

grupos.
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Figura 9. Velocidade na aorta (VAO) nos grupos controle, AR 0,3, AR10 e
AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de Tukey, P=
<0,001. P para teste de tendéncia (Correlacdo de
Spearman) = 0,001. Letras diferentes indicam diferenca

significante entre os grupos.



Resultados 39

4.3. Estudo Morfolégico

4.3.1. Pesagem dos Tecidos

Os dados obtidos pela pesagem dos tecidos estao
apresentados na Tabela 3. Os pesos dos ventriculos esquerdos (PVE) (C:
0,48 £ 0,07; AR 0,3: 0,54 + 0,03; AR 10: 0,54 + 0,05; AR 50: 0,53 £ 0,02,
g, P=0,107) e em relacédo ao peso corporal dos ratos (PVE/PC) (C: 2,0
0,3; AR0,3: 2,2 = 0,1; AR10: 2,1 £ 0,3; AR50: 2,1 = 0,1, g/kg, P=0,455)
foram semelhantes entre 0os grupos e ndo houve associacéo entre PVE e

PVE/PC e dose de ATRA.

Os pesos dos ventriculos direitos (PVD) (C: 0,14 + 0,02;
AR 0,3: 0,15+ 0,09; AR 10: 0,15 £ 0,02; AR 50: 0,13 £ 0,02, g, P=0,570) e
em relacédo ao peso corporal dos ratos (PVD/PC) (C: 0,58 + 0,07; ARO0,3:
0,59 + 0,05; AR10: 0,58 + 0,10; AR50: 0,53 + 0,11, g/kg, P=0,591)
também foram semelhantes entre os grupos e nao foi observada

associacao entre PVD, PVD/PC e dose de ATRA.

O teor de agua nos ventriculos esquerdos (Ta VE), nos
ventriculos direitos (Ta VD) e nos éatrios (Ta A) foi semelhante nos
diferentes grupos e também nao foi observada associacdo entre Ta VE,
Ta VD, Ta A e dose de ATRA, o que sugere a inexisténcia de edema

tecidual (Tabela 3).
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4.3.2. Area do Cardiomidcito e Fracdo de Colageno

As medidas da area seccional dos cardiomiocitos (C: 188
+ 35; AR 0,3: 201 £ 23; AR10: 205 = 12; AR50: 201 + 30, umz, P=0,496)
foram semelhantes entre os grupos e ndo houve associagao entre area e
dose de ATRA (Tabela 4). A porcentagem da fragao do colageno (C: 4,9 +
1,5; AR 0,3: 5,0 £ 2,2; AR10: 5,7 £ 2,6; AR50: 4,2 = 1,3, %, P=0,398)
também foi semelhante nos diferentes grupos e nao houve associacao

entre colageno e dose de ATRA (Tabela 4).

4.3.3. Conexina 43

Os resultados da conexina 43 estdo apresentados na
Tabela 5 e nas fotos da Figura 10. Em relacao a intensidade da conexina
43, ndao houve diferenca entre os grupos (C: 2,8 £ 02; AR 0,3: 2,7 £ 0,2;
AR10: 24 + 0,4; AR50: 2,3 + 0,4, P=0,105), mas existiu associagao
negativa entre intensidade da conexina 43 e dose de ATRA, pois, a
medida que aumenta a dose de ATRA, diminui a quantidade de conexina
43 (teste de tendéncia, r = - 0,489, P=0,028) (Figura 11). Quanto a
localizagdo da conexina 43, ndo houve diferenca entre os grupos (C: 3,0 +
0,3; AR 0,3: 2,8 + 0,2; AR10: 2,5 + 0,4, AR50: 2,6 £ 0,3, P=0,140) e nem
associacao entre localizagdo da conexina 43 e dose de ATRA (teste de

tendéncia linear, r = -0,432, P=0,060) (Tabela 5).
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Figura 10. Corte longitudinal de ventriculo esquerdo mostrando a
conexina 43 identificada por imunofluorescéncia nos animais

suplementados com ATRA.
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Figura 11. Intensidade da conexina 43 (I) nos grupos controle, AR 0,3,
AR10 e AR50. ANOVA de 1 via, P= 0,105. P para teste de

tendéncia (Correlacdo de Spearman) = 0,028.
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4.4. Estudo Bioquimico

4.4.1. ATRA e Vitamina A Total

As dosagens de ATRA estdo apresentadas na Tabela 6.
Observou-se que a quantidade de ATRA no figado dos ratos do grupo
AR50 foi maior do que no grupo controle, grupo AR 10 e grupo AR 0,3 (C:
8,7 +2,0; AR0,3: 12 £ 3,6; AR 10: 15 £ 3,6; AR 50: 25 + 8,3; ng/g, P =
<0,001) e houve associacao entre essa quantidade e dose de ATRA (teste
de tendéncia, r =0,809, P = <0,001) (Figura 12). Em relagdo a quantidade
de ATRA no coracdo, nao houve diferenca entre os grupos (C: 14 (5,4 -
16), AR 0,3: 19 (12 - 27), AR 10: 27 (17 - 30), 24 (20 - 30), ng/g, P =
0,218), mas houve associacao entre essa quantidade e dose de ATRA, a
medida que aumenta a dose, aumenta a quantidade de ATRA no coracéao

(teste de tendéncia, r = 0,605, P = 0,035) (Figura 13).

Os valores de retinol sérico e vitamina A total no figado e
no coragdo estdo apresentados na Tabela 7. A quantidade de retinol
sérico foi semelhante nos grupos (C: 2,02 + 0,73; AR 0,3: 1,95 + 0,45; AR

10:1,57 +0,70; AR 50: 2,23 + 0,19, umo/l, P=0,342).

Em relacdo a quantidade de vitamina A total no figado, foi
observado que os valores do grupo AR 0,3 foram maiores do que os do
grupo controle (C: 150 (133 - 201); AR 0,3: 833 (710 - 1521); AR 10: 276

(269 - 302); AR 50: 360 (255 - 571), umol/kg, P = 0,002) e ndo houve
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associagao entre quantidade de vitamina A total no figado e dose de ATRA

(Figura 14).

A quantidade de vitamina A total no coragédo foi maior no
grupo 0,3 em relacédo ao grupo controle e ao grupo AR 10 (C: 0,56 + 0,15;
AR 0,3: 1,30 £ 0,25; AR 10: 0,67 £ 0,11; AR 50: 0,91 + 0,53, umol/kg, P =
0,014) e ndo existiu associacao entre essa variavel e dose de ATRA (Figura

15).
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Figura 12. Todo-trans-AR no figado (ATRAF) nos grupos controle, AR 0,3,
AR 10 e AR 50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de
Tukey, P=< 0,001. P para teste de tendéncia (Correlacdo de

Spearman) = < 0,001. Letras diferentes indicam diferenca

significante entre os grupos.
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Figura 13. Todo-trans-AR no coracdo (ATRAC) nos grupos controle, AR
0,3, AR10 e AR50. Kruskal-Wallis com teste a posteriori de
Dunn, P=0,218. P para teste de tendéncia (Correlacéo de

Spearman) = 0,035.
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Vitamina A total no figado (vit A t F) nos grupos controle, AR
0,3, AR10 e AR50. Kruskal-Wallis com teste a posteriori de
Dunn, P= 0,002. P para teste de tendéncia (Correlacdo de
Spearman) = 0,488. Letras diferentes indicam diferenca

significante entre os grupos.
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Figura 15. Vitamina A total no coragao (Vit At C) nos grupos controle, AR

0,3, AR10 e AR50. ANOVA de 1 via com teste a posteriori de
Tukey, P= 0,014. P para teste de tendéncia (Correlacdo de
Spearman) = 0,349. Letras diferentes indicam diferenca
significante entre os grupos.
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4.4.2. Triglicerideos e Colesterol Total no Soro

A avaliacdo do metabolismo lipidico por meio das
dosagens de triglicerideos séricos (TG) (C: 114 £ 29; AR 0,3: 118 + 31;
AR 10: 99 + 21; AR 50: 113 + 32, mg/dl, P = 0,796) e colesterol total
sérico (CT) (C:61+£8,4; ARO0,3:64 +12; AR 10: 68 £ 13; AR 50: 61 +
8,6, mg/dl, P = 0,709) mostrou resultados semelhantes nos diferentes
grupos e nédo foi observada associagcédo entre TG, CT e dose de ATRA

(Tabela 8).

4.4.3. Enzimas do Metabolismo Energético Cardiaco

AS dosagens das enzimas B - hidroxiacil coenzima A
desidrogenase (OHADH) (C: 23 £5,4; AR 0,3: 18 £ 7,8; AR 10: 11 £ 4,9;
AR 50: 33 + 10, umo/g, P = 0,250), lactato desidrogenase (LDH) (C: 104 +
16; AR 0,3: 84 +42; AR 10: 92 £ 13; AR 50: 102 £ 33, umo/g, P = 0,685) e
citrato sintase (CS) (C: 39 * 6,6; AR 0,3: 36 + 3,8; 40 £ 6,8, 36 £ 10,
umo/g, P = 0,814) foram semelhantes entre os grupos e nao foi

observada associagdo entre as enzimas do metabolismo energético

cardiaco e doses de ATRA (Tabela 9).
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Tabela 8. Triglicerideos e colesterol total nos animais suplementados com

ATRA
Controle ARDO0,3
AR 10 AR 50
(n=5) (n=5) *P r * P
(n=5) (n=5)
TGS
114+29 118+31 99+21 11332 0,796 -0,069 0,770
(mg/dl)
CTS
1+84 6412 6813 61x8,6 0,709 -0,042 0,860
(mg/dl)

TGS: triglicerideos no soro; CTS: colesterol total no soro. Valores foram expressos como
média + desvio-padrdo. * ANOVA de 1 via e ** Correlagdo de Spearman. Significancia
estatistica para p <0,05.

Tabela 9. Enzimas do metabolismo energético cardiaco nos animais

suplementados com ATRA

Controle ARDO0,3 AR 10 AR 50 r > Pp
*P
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
OHADHC
23+54 18+78 1149 33+10 0,250 0,048 0,843
(umol/g)
LDHC
104+16 84 +42 92+13 102+33 0,685 0,062 0,792
(umol/g)
CSC
39+6,6 36+3,8 40+6,8 36+10 0,814 0,054 0,816
(umol/g)

OHADHC: B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase no coragdo; LDHC: lactato

desidrogenase no coracéo; CSC: citrato sintase coragdo. Valores foram expressos como
média + desvio-padrao. * ANOVA de 1 via e ** Correlagdo de Spearman. Significancia
estatistica para p <0,05.
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O presente trabalho foi proposto para tentar esclarecer se
o ATRA causa remodelacao cardiaca fisioldégica ou patolégica no coragao

saudavel de ratos e se esses efeitos sdo dependentes da dose.

Nesta discussdao, os topicos abordados serao
apresentados da seguinte maneira: toxicidade da vitamina A, alteracdes

cardiacas, metabolismo do ATRA e da vitamina A total.

5.1. Toxicidade da Vitamina A

A toxicidade aguda com retinol, em ratos, ocorre com a
ingestdao de 180 umol/kg de peso corpdéreo por dia, enquanto que 0s
sinais de toxicidade com o ATRA aparecem com a ingestdo de 47 umol/kg
de peso corpéreo por dia (Vedder & Rosenberger, 1937; Kurtz et al.,
1984). Neste trabalho, os animais ingeriram 4,2 umol/kg de retinol por
meio da dieta e 3,1 umol/kg de ATRA, quando suplementados com sua

maior dose.

Além disso, ndo foram encontradas alteracdes no peso
corporal (Figura 1), nos niveis séricos de triglicerideos e colesterol

(Tabela 8) e infiltracdo gordurosa no figado.

De acordo com o guia de necessidade de nutrientes para
animais de laboratorio, os sinais tipicamente associados com a toxicidade

de vitamina A sdo: perda de peso, infiltracdo gordurosa no figado,
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hiperlipidemias, fraturas nos ossos e hemorragia (Clark et al., 1995).
Desta maneira, pode-se dizer que as doses escolhidas para este estudo

nao foram toxicas.

5.2. Alteracoes Cardiacas

Neste trabalho foi observado, por meio do
ecocardiograma, que o0s animais suplementados com 50 mg de ATRA
apresentaram aumento da cavidade esquerda do coracdo (Figuras 2,
Figura 3, Figura 4), sem alteracdo na geometria cardiaca (Figura 5),
aumento da massa do ventriculo esquerdo (Figura 5), sugerindo
hipertrofia excéntrica. Notou-se ainda, que o teste de tendéncia mostrou
aumento gradual nas variaveis: DAE, DDVE, DSVE, EPVE/DDVE e IMVE,

mostrando altera¢des cardiacas dose-dependentes (Tabela 1).

A hipertrofia cardiaca é processo adaptativo do miocardio
a sobrecargas hemodinamicas que sao caracterizadas por aumento no
tamanho dos cardiomi6citos (Chien et al., 1991). Esse crescimento
hipertréfico dos cardiomiécitos decorre do aumento quantitativo das
proteinas estruturais e contrateis e re-expressdo dos genes
caracteristicos da vida fetal (Lips et al., 2003; Frey & Olson, 2003). Tanto
os estimulos patolégicos como os fisiolégicos podem causar hipertrofia
excéntrica (Opie et al., 2006). Dessa forma, esse padrao de hipertrofia

néo determina se o processo ¢ fisioldgico ou patolégico.
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Os dados ecocardiograficos também mostram que nos
animais suplementados com a maior dose de ATRA houve melhora da
funcao sistolica, observada pelo maior débito cardiaco (Figura 7) e indice
cardiaco (Figura 8), sem alteracées na funcao diastélica (Tabela 2). Nota-
se ainda, que o teste de tendéncia mostrou aumento gradual nas
variaveis: DC, IC e VAO, sugerindo melhora da fungao sistélica, de
maneira dose-dependente nos animais suplementados com ATRA

(Tabela 2).

Em relacdo aos dados obtidos com o ecocardiograma, 0s
resultados deste trabalho estdo de acordo com Paiva et al. (2003), em
que o ATRA causou remodelacao cardiaca no coracao saudavel de ratos,
embora Paiva et al. (2003) tenha testado o ATRA na dose fisioldgica com

tempo de suplementacao de 3 meses.

No coragdo, o colageno é a proteina mais abundante da
matriz extracelular, tendo papel importante no alinhamento entre as fibras
musculares e miécitos, na manutencao da estrutura cardiaca, no suporte
as tensbes mecanicas e no auxilio da contracdo cardiaca. O colageno,
por estar intimamente associado com o0s demais componentes do
miocardio, quando aumentado pode prejudicar o funcionamento cardiaco
e influenciar no tamanho e na forma do coracéo (Janicki, 1992; Janicki et
al., 2002; Brower et al., 2006). Neste trabalho nao foi observado aumento
de fibrose por meio de microscopia éptica nos animais suplementados

com ATRA (Tabela 4).
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Embora este experimento tenha sido desenvolvido com
coracao saudavel de ratos, os dados estdo de acordo com outros
trabalhos da literatura que mostram que o ATRA ndo aumenta a producao
de colageno no coracdo de animais que sofreram algum tipo de agressao
(Wang et al., 2002a; Lu et al., 2003; Zhong et al., 2004; Paiva et al., 2005;

He et al., 2006).

Em relacdo a conexina 43, sabe-se que é uma proteina
formadora das juncdes do tipo “gap” nos atrios e ventriculos dos
mamiferos com a funcdo de coordenar a excitacdo elétrica cardiaca,
sendo pré-requisito para a fungéo cardiaca ritmica normal (Severs et al.,
2004; Shanker et al., 2005; Schulz et al., 2007; Severs et al., 2008). Essa
proteina permite a troca intercelular de ions e substancias com baixo peso
molecular (até 1000 kD), tais como: sédio, potassio, calcio e segundos
mensageiros como AMPc e trifosfato de inositol (Saez et al., 2003; Saffitz

& Kleber, 2004; King & Bertram, 2005 ).

A compreensao da organizagao e expressao da conexina
43 no coracdo normal é pré-requisito para a interpretacdo de suas
alteracdes nos processos patolégicos, mas, os trabalhos com conexina 43
sdo na maioria desenvolvidos com animais submetidos a agressao
cardiaca e pouco se tem pesquisado sobre a conexina 43 no coracao em

situacoes de remodelacao fisioldgica (Severs et al., 2008)

Em animais que desenvolvem cardiomiopatias

dilatadas, devido modificacbes genéticas, com diminuicdo na
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expressdo da conexina 43, ocorre maior propensiao ao
desenvolvimento da faléncia cardiaca (Gutstein et al., 2001; Akar et al.,
2004; Sato et al., 2008). Em diferentes modelos de experimentos com
animais submetidos a isquemia aguda do miocardio, foi observada
reducdo da conexina 43 e aumento na incidéncia de arritmias
cardiacas (Lerner et al., 2000; Tansey et al., 2006; Fialova et al., 2007).
Em ratos expostos a fumacga de cigarro, Novo (2008) observou

diminuicao e distribuicdo da conexina 43 no coracédo desses animais.

Em geral, nas agressdes cardiacas ocorre diminuicao
na expressao da conexina 43 e maior distribuicdo dessa proteina para

fora do disco intercalar (Saffitz & Kleber, 2004; Severs et al., 2008).

Segundo Colbert et al. (1997) e van Veen et al. (2002),
camundongos transgénicos com supersensibilizacao do receptor do acido
retindico (RAR) apresentaram cardiomiopatia dilatada e diminui¢do na

expressao da conexina 43.

No presente estudo nao foram observadas alteragdes na
quantidade e na localizagdo da conexina 43 no grupo suplementado com
a maior dose de ATRA, mas houve associagao negativa entre intensidade

da conexina 43 e dose de ATRA (Figura 11).

Os dados obtidos, referentes a conexina 43 estdo de
acordo com Colbert et al. (1997) e van Veen et al. (2002), e desta forma

pode-se sugerir que, em coragcdo normal de ratos, a diminuicdo da
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conexina 43 é decorrente da acdo do acido retindico e nao esta

relacionada a situagéo patoldgica.

Com relacdao ao metabolismo energético cardiaco, no
coracdo normal os acidos graxos sao o0s substratos preferidos do
miocardio, contribuindo com 60 a 80% da energia para a sintese do
trifosfato de adenosina (ATP). Em situacbes de estresse cardiaco, a
glicose passa a ser a principal fonte de energia (Stanley et al., 2005; Saks

et al, 2006; Kodde et al., 2007).

Estudos em humanos e animais mostram que durante a
remodelagdo cardiaca fisiolégica, o coracdo metaboliza mais acidos
graxos, havendo aumento na expressdo de genes cardiacos que
codificam as enzimas da via da 8 - oxidacdo nas mitocéndrias (Saks et al.,
2006; Kodde et al., 2007). Enquanto que em situagdes patoldgicas, o
coracao passa a ter preferéncia em oxidar glicose e lactato, em vez dos
acidos graxos, mostrando caracteristicas do metabolismo fetal

(Lopaschuk et al., 1994; Sabbah & Stanley, 2002; Osério et al., 2002).

Os acidos graxos passam pelo processo da 3 - oxidagao
até a formacao da acetill coenzima A e a glicose forma lactato, piruvato, e
depois, acetil coenzima A, que entra no ciclo do citrato. O ciclo do citrato
resulta na formacao de flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH2) e
nicotinamida adenina nucleotideo (NADH), que entram na cadeia de
transporte de elétrons, gerando ATP, cujo processo € denominado

fosforilacdo oxidativa (Novelli, 2005; Stanley et al., 2005).
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Sabe-se que o acido retindico ao se ligar ao heterodimero
RXR-PPARa, formado pelo seu receptor (RXR) e o receptor a proliferador
de peroxissoma (PPARa), modula a transcricdo génica envolvida na
producdo de energia do coracdao. O PPARa é importante regulador da
captura e oxidagdo mitocondrial dos acidos graxos no coragéo, regulando
a atividade das enzimas citrato sintetase e p-hidroxiacil-coenzima A

dehidrogenase (Barger & Kelly, 2000; Osorio et al., 2002).

No presente trabalho ndo foram encontrados alteragdes
nas quantidades da enzima B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase e
lactato desidrogenase mostrando que a via da [B-oxidacdo e da via
glicolitica estavam preservadas. A outra enzima estudada, a citrato
sintase teve efeito semelhante entre os grupos, mostrando que a entrada
da acetil coenzima A no ciclo do citrato n&o foi alterada pelo ATRA

(Tabela 9).

5.3. Metabolismo do ATRA e da Vitamina A total

Em situacdo normal, o retinol fica armazenado no figado
na forma de ésteres de retinila, por meio da participacdo da lecitina retinol
aciltransferase (LRAT). Nos tecidos, o retinol absorvido por meio da dieta
juntamente com o retinol armazenado na forma de ésteres de retinila, é o

que se chama de vitamina A total (Ross et al., 2001). O retinol também
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pode ser transformado em acido retindico, que é posteriormente oxidado
pela CYP26 em metabdlitos mais polares (Napoli, 1999; Ross, 2003;
Blomhoff & Blomhoff, 2006). A CYP26 pertence a familia do citocromo
P450 e tem a funcéo de catalisar a oxidacdo do ATRA para a formacao de

metabdlitos menos bioativos (Ross, 2003).

Em relacdo a concentracdo de ATRA, os dados
observados no grupo controle (ndo suplementado) (Tabela 6) foram
semelhantes aos apresentados por Schmidt et al. (2003). O valor médio
do ATRA quantificado no grupo controle foi 8,7 ng/g de tecido hepatico,
enquanto que os dados de Schmidt et al. (2003) variaram de 5,0 a 16ng/g

de tecido.

Neste estudo, a concentracdo de ATRA no figado e no
coracao dos animais foi dose-dependente (Figura 12 e Figura 13).
Embora o grupo AR 10 tenha ingerido 33 vezes mais ATRA do que o
grupo AR 0,3, a concentragcdao de ATRA foi apenas 25 % maior no
grupo AR 10 do que no grupo AR 0,3. Uma possivel explicacao para
esse resultado seria devido ao aumento da degradacao do ATRA pelo
aumento na atividade da CYP26 (Yamamoto et al., 2000; Wang et al.,
2002b). O mesmo mecanismo deve ter ocorrido com 0s animais do

grupo AR 10 e AR 50.

Com relacdo a vitamina A total, nos ratos suplementados

com dose fisioldgica de ATRA (0,3 mg/kg), os niveis de vitamina A total no
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figado e no coragao foram maiores do que o controle. J4, os niveis séricos

de retinol foram semelhantes nos diferentes grupos (Tabela 7).

O esquema abaixo foi adaptado de Ross (2003) para
mostrar as acoes da LRAT e da CYP26 no metabolismo dos retindides

(Esquema 1).

Esquema 1
+ +
LRAT < X cvpas
ESTER «— RETINOL — 5 ACIDO | METABOLITOS
RETINOICO

Com a suplementacdo de 0,3 mg/kg de ATRA, verificou-se o
aumento da concentracdo de vitamina A total no figado e coracao dos
animais (Figura 14 e Figura 15). Esses resultados poderiam ser
explicados pela maior conversao de retinol em ésteres de retinila e menor

transformacao em acido retindico (Esquema 2).

LRAT . Esquema 2
- I

ESTER e RETINOL ACIDO RETINOICO
(AR 0,3)

Com doses maiores de ATRA, pode-se supor que ocorreu maior

ativagdo da CYP26. O aumento da atividade dessa enzima foi sugerido
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anteriormente para explicar a concentracdo de ATRA nos tecidos
hepaticos e cardiacos do presente estudo.

Segundo Lane et al. (1999), a CYP26 pode oxidar, além do acido
retindico, o retinol em metabdlitos mais polares. Nesse contexto, podem-
se explicar os valores de vitamina A total encontrados no figado e no
coragdo dos animais pertencentes aos grupos AR 10 e AR 50, como

sendo devidos a maior atividade da CYP26 (Esquema 3).

Esquema 3

LRAT <«

CYP26 CYP26
— /—P

ESTER = RETINOL = ACIDO RETINOICO ™ METABOLITOS
(AR10 e AR50)

Assim, os achados do trabalho mostram que o aumento
de ATRA no coracdo dos animais foi suficiente para alterar a morfologia e

funcao desse 6rgao.

Neste estudo, os animais suplementados com 50 mg de
ATRA apresentaram aumento da cavidade esquerda do coragdo, sem
alteragdo na geometria cardiaca e sem o aparecimento de fibrose. Esses
animais ainda apresentaram melhora de funcgéo sistélica, com a funcéo
diastélica normal, sem alteracdes na conexina 43 e sem alteracées no
metabolismo energético cardiaco. Em relacdo as alteragbes cardiacas

analisadas pelo teste de tendéncia, verificou-se associacdo entre DAE,
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DDVE, DSVE, EPVE/DDVE, IMVE, DC, IC, VAO e dose de ATRA,
mostrando que, a medida que aumenta a dose de ATRA, existe aumento
nos valores dessas variaveis. Em relacdo a conexina 43, o teste de
tendéncia mostrou associacdo negativa entre intensidade da conexina 43
e dose de ATRA, mostrando que, & medida que aumenta a dose de ATRA

existe diminuicdo na intensidade de marcacéo da conexina 43.

De acordo com McMullen & Jennings (2007), quando o
estimulo é fisiolégico, como por exemplo o exercicio fisico, as alteracoes
cardiacas sao hipertrofia, sem aparecimento de fibrose e a funcgao
cardiaca permanece normal ou aumentada. Na remodelacdo cardiaca
fisioldgica, o coragdo metaboliza mais acidos graxos do que glicose
(Stanley et al., 2005; Kodde et al., 2007) e ndo ha conhecimento sobre as
alteragcées na quantidade e localizacdo da conexina 43 (Severs et al.,
2004; Severs et al., 2008). Quando o estimulo é patoldgico, como por
exemplo na sobrecarga de volume (fistula aorto-cava) ou sobrecarga de
pressao (estenose adrtica, hipertensao), as alteracdes morfolégicas sédo
hipertrofia com aparecimento de fibrose e a funcdo cardiaca fica
diminuida. Na remodelacdo cardiaca patolégica, o coracdo metaboliza
mais glicose do que acidos graxos (Stanley et al., 2005; Saks et al., 2006)
ocorrendo alteragao na quantidade e localizagao da conexina 43 (Tansey

et al., 2006, Fiavola et al., 2007).

Dependendo da persisténcia do estimulo, fisiolégico ou

patolégico, as alteracdes cardiacas podem tornar-se mais intensas e
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prejudiciais para o coracao (Matsubara et al, 2006; Maron & Pellicia, 2006;
Thompson et al.,, 2007). Desta forma, outros experimentos de maior
duracao possam vir a ser necessarios para a elucidacao se o ATRA causa

efeitos benéficos ou maléficos no coragcédo saudavel.



6. CONCLUSAO
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A analise dos dados obtidos, nas condigdes experimentais

propostas, permitiu a seguinte conclusdo:

> O &cido retindico na forma todo-trans (ATRA) causou remodelacao
cardiaca no coragdo de ratos normais, com alteragdes mais
compativeis com resposta fisioldgica e seus efeitos no coracado foram

dose - dependentes.
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