Paula Schmidt Azevedo Gaiolla

INFLUENCIA DA RESTRICAO ALIMENTAR
DE VITAMINA A SOBRE 0 CORACAO DE
RATAS ADULTAS

“Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Botucatu, da
universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, para
obtengéo do titulo de doutor em Fisiopatologia em Clinica
Médica, area de concentragéo Metabolismo e Nutri¢do.

Orientador: Prof Adj Sergio A. K. de Paiva

Co-orientador: Prof Adj. Leonardo A. M. Rornofg

Botucatu — Sao Paulo
2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
) DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

Bibliotecaria responsavel: Selma Maria de Jesus
Azevedo-Gaiolla, Paula Schmidt.
Influéncia da restri¢do alimentar de vitamina A sobre o coragdo de ratas
adultas / Paula Schmidt Azevedo Gaiolla. — Botucatu : [s.n.], 2007.

Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, 2007.

Orientador: Prof Adj Sergio Alberto Rupp de Paiva
Assunto CAPES: 40504000

1. Corac@o - Doengas - Aspectos nutricionais - Estudos experimentais 2.
Vitamina A - Efeitos fisiol6gicos
CDD 616.1290654

Palavras chave: Estresse oxidativo; Metabolismo energético; Remodelagdo;
Restri¢do alimentar; Vitamina A




DEDICATORIA



Ao RAFAEL, que faz com que meus dias
sejam como sempre sonhei e a quem

agradeco todo carinho e incentivo.

Ao QGUILHERME e SOFIA, tédo

amados e ansiosamente aguardados.

Aos meus pais ANGELA e MARIO,
palavras sdo insuficientes para expressar
minha gratiddo. Obrigada por terem me
ensinado a seguir este caminho e a

nunca desistir.

Aos meus irmaos FABIO e OTAVIO,

por toda amizade, carinho e apoio.

A minha avd T1CO e meu avd PAuLo (in

memoriam), pela presenca e incentivo

constantes.

Ao tio JorGE R. LOPES, por ter me
ajudado a entender que obstdculos

foram feitos para serem vencidos.



AGRADECIMENTOS



A DEus, por toda protecdo, béncdos e oportunidades.



Aos professores da disciplina de clinica médica:
Luiz SHIGUERO MATSUBARA
SERGIO A. Rupp DE PAIVA
MARINA PoLiTi OKOsHI
LEONARDO A. M. ZORNOFF
E uma honra poder fazer parte desta equipe.
Vocés sdo fundamentais na minha formacéo profissional e pessoal.

Obrigada pela confianca e por todas as oportunidades.

Aos médicos e amigos
RoBeERTO MINORU TANI INOUE
MARCOs FERREIRA MINICUCCI
DANIELLA DE REZENDE DUARTE
ELINE DE ALMEIDA SORIANO

Nosso trabalho em conjunto foi essencial para a realizacdo desta tese.

Obrigada pela amizade e apoio.



Aos que colaboraram com a realizacdo deste trabalho:
MARIO BATISTA BRUNO, que com muita competéncia e responsabilidade
viabilizou toda a criacdo dos animais deste estudo.
CAMILA CORREA
CORINA CORREA
CRISTIANE FREIRE
D1joN S. CAMPOS
ELENIZE JAMAS PEREIRA
FABIO SEIVA
GIOVANNA EBAID
Josté CARLOS (GEORGETE
ROGERIO APARECIDO MONTEIRO
RoOsANGELA Novo
SANDRA ANGELA FABIO
SUELI APARECEIDA CLARA
VITOR MARCOS DE SOUZA

Meus mais sinceros agradecimentos



Agradego aos Professores,

Prof. Adj. Luiz SHIGUERO MATSuBARA e Profa. Adj. BeaTRIZ BOJIKIAN
MATsueARA pela realizacdo do estudo do coracdo isolado e estudo
ecocardiografico e pela disponibilidade em todos os meus momentos de duvidas.

Profa. Adj. ETHeL NoveLul pela realizacgdo do estudo do estresse
oxidativo e metabolismo energético e pelo grande auxilio durante a prova de
qualificacdo.

Prof. Dr. KATAsHI OkosHI, pelo importante auxilio durante a prova de
qualificacdo, essencial para a melhoria da qualidade desta tese.

Prof. Emérito ALvaro OscAR CAMPANA, Prof. Titular ANnTONIO CARLOS
CIcoGNA, Profa. Adj. CELIA NoGuEIRA, Prof. Adj. CARLOs RoBeERTO PADOVANI pelos
ensinamentos durante as disciplinas de pds-graduacdo que auxiliaram na

realizacdo deste trabalho.



Aos funciondrios da secretaria do departamento de Clinica Médica
MARIO AucusTo DALLAQUA, pela disponibilidade e competéncia na
formatacio desta tese.
ALEXANDRE Luls LOUREIRO
BrRuUNO CESAR GOMES DA SILVA
BRUNO Jost FAJiOLI
ELISANGELA APARECIDA DA SILVA
LAURA ANDRADE CAMARA
RENATO BORGES PEREIRA
E AOS FUNCIONARIOS DA POS-GRADUACAO E DA BI/BLIOTECA
NATHANAEL PINHEIRO SALLES
JANETE APARECIDA HERCULANO NUNES SILVA
ANDREA PAuLA LoNnGo DEevVIDE
LiLiAN CrRISTINA NADAL BiaNncHI NUNES
REGINA CELIA SPADIN
SELMA MARIA DE JEsus
ANA MARIA MENGUE

Que nos atendem sempre com muita gentileza e dedicacao

Meus mais sinceros agradecimentos



Agradecimentos Especiais

Ao Prof. Adj. SERGIO ALBERTO Rupp DE PAIVA, a
quem devo toda a minha admiracéo.

Meus mais sinceros agradecimentos pela dedicacéo,
paciéncia, competéncia e disponibilidade em orientar esta tese e

pela amizade e ensinamentos didrios.



Agradecimentos Especiais

Ao Prof. Adj. LEoNARDO A. M. ZORNOFF, pela
participacdo dedicada na co-autoria desta tese, por todos os
ensinamentos, apoio e amizade.

Ao Dr. MARcOs MiNIcuccCl, pela amizade sincera e

pelo auxilio em todas as etapas da realizacdo desta tese.



SUMARIO



L (10 o T [F T T RO PPPPRRPPPO 1
A o 10T 1 <L 7
3. ObBJELIVOS ..eituiieiiiie i e ean 9
4. Material € MEtOAOS ....ceeviiiiiii i ieiicrc e ———————— 11
5. RESUIAAODS ...t e 26
6. DISCUSSAO ..eeevrrrrrrrrnnnnisassssssssseeesssseeeerrrrssssssaaaasasesesaesasesseeerressnsnnnnnnnnnnsens 62
7. CONCIUSOES ..oeeveeeeeeeerrursssuussssssssesssssesssseeeeeserrsssss s aasseeesaaeeeeeeeseenesrrnnnnnnns 73
G T 21 1 o PP 75
0. ADSEIACE ..eeeiicii i e 78
10.Referéncias BibliografiCas .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiieee e e 81

SUMARIO ii



LEGENDA DAS TABELAS E FIGURAS



Legenda das Tabelas

Tabela 1. Perfil das matrizes que geraram os animais do estudo ................. 31

Tabela 2. Perfil dos animais estudados: ratas criadas até a idade adulta

................................................................................................. 31
Tabela 3. Quantificacao da vitamina A no soro e tecidos, por cromatografia

liquida de alta efiCiENCIA v.vvvvrrrriieeee e 31
Tabela 4. Estudo morfofuncional /n vivo por meio de ecocardiografia ........... 32
Tabela 5. Estudo funcional /n vitro por meio do coragao isolado .................. 32
Tabela 6. Estudo morfométrico por meio da pesagem dos tecidos ............... 33

Tabela 7. Estudo histopatolégico por microscopia Optica: area seccional dos
midcitos e porcentagem de COIAgENO .....vveeeveevvriiiniereeeenrieeeeeeeenns 33

Tabela 8. Estudo do estresse oxidativo cardiaco: lipoperoxidacao, sistemas
antioxidantes ndo enzimaticos € enzimaticos ..........cccceeeeeeeeeennnnn. 34

Tabela 9. Estudo do estresse oxidativo hepatico: lipoperoxidacao, sistemas
antioxidantes nao enzimaticos e enzimaticos .......cccceeeverreevvrennnnnn. 34

Tabela 10.Estudo do metabolismo energético cardiaco .........ccccvvvvvererrernnnnnn. 34

LEGENDA DAS T ABELAS



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

igura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Legenda das Figuras

Mediana e intervalo interquartil dos pesos das ratas controle e
RvitA, com 21 dias de vida, no momento do desmame

Média e desvio padrdo das ingestdoes de dieta por animal,
ajustado pelo peso corporal, por dia

Média e desvio padrao do peso das ratas adultas no momento da
eutanasia

Mediana e intervalo interquartil da idade das ratas adultas no
momento da eutanasia

Média e desvio padrdo da dosagem da vitamina A total hepatica
das fémeas recém-nascidas, por cromatografia liquida de alta
<] (Lol g Lol - TP

Média e desvio padrao da dosagem do retinol sérico das ratas
adultas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Média e desvio padrao da dosagem da vitamina A total hepatica
das ratas adultas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Média e desvio padrdao da dosagem da vitamina A total cardiaca
das ratas adultas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Média e desvio padrdo da medida do diametro diastdlico do
ventriculo esquerdo realizada por ecocardiografia

Média e desvio padrdao da medida do diametro sistdlico do
ventriculo esquerdo realizada por ecocardiografia

Média e desvio padrao da razao entre as medidas do didmetro do
atrio esquerdo e diametro da aorta, realizadas por
eCoCardiografia ....cceuiieieeiiieie e

Média e desvio padrao da razao entre as medidas da espessura
da parede posterior e diametro diastdlico final do ventriculo
esquerdo, realizadas por ecocardiografia

Média e desvio padrdo da avaliacdo da funcdo sistdlica do
ventriculo esquerdo por meio da porcentagem de encurtamento
realizada por ecocardiografia

Média e desvio padrao da avaliagdo da funcdo sistdlica do
ventriculo esquerdo por meio da fracdo de ejecdo realizada por
ecocardiografia

Média e desvio padrao da massa do ventriculo esquerdo
realizada por ecocardiografia

Média e desvio padrao da primeira derivada positiva de pressao
obtida por meio do estudo do coracao isolado

Média e desvio padrao do peso do ventriculo esquerdo

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

LEGENDA DAS FIGURAS



Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Média e desvio padrdo da area seccional dos midcitos obtida por
microscopia Optica, em laminas coradas com hematoxilina e
<017 ] = N

Média e desvio padrao da porcentagem de colageno obtida por
microscopia 6ptica de laminas coradas com picrosirius vermelho .

Mediana e intervalo interquartil da medida do estresse oxidativo
por meio da quantificacdo da formagdo de hidroperdxidos de
lipideos No tecido cardiaCo ......ccoviveeeerriiiirieeeeriie e e eeena

Mediana e intervalo interquartii da avaliaggo do estresse
oxidativo obtida pela razao entre a formagdo de hidroperoxidos
de lipideos e a capacidade antioxidante total, no tecido cardiaco .

Média e desvio padrao da avaliagdo do estresse oxidativo obtida
por meio da quantificacdo da formacao de hidroperdxidos de
[ o]fa <o T s Vo i e = o [ YR

Média e desvio padrao da avaliagdo do estresse oxidativo obtida
pela razdo entre a formacdo de hidroperdxidos de lipideos e a
capacidade antioxidante total, no tecido cardiaco ...........cccevvuvenn.

Média e desvio padrdo da avaliacao do estresse oxidativo obtida
pela dosagem da enzima superoxido dismutase, no tecido
NEPALICO ..o

Média e desvio padrao da avaliagdo do metabolismo energético
cardiaco por meio da dosagem da enzima beta hidrdxiacil
coenzima-A deSidrogenase ..........cceuuiirirennnierinnnn e

Média e desvio padrao da avaliacdo do metabolismo energético
cardiaco por meio da dosagem da enzima lactato desidrogenase .

Média e desvio padrdo da avaliacdo do metabolismo energético
cardiaco por meio da dosagem da enzima citrato sintase ............

52

53

54

55

56

57

58

59

60

LEGENDA DAS FIGURAS

vi



1. INTRODUCAO



Vitamina A é o termo nutricional usado para denominar compostos
lipidicos soltiveis, que sdo estruturalmente relacionados com retinol-alcool lipidico
@, Ha trés principais compostos considerados vitamina A: retinol (dlcool), retinal
(aldeido) e acido retindico (acido carboxilico). Existem ainda, os metabdlitos do
acido retindico e os ésteres retinilicos. Estes ésteres sdo a forma de estoque da
vitamina A e também sdo encontrados nos quilomicrons. Os compostos com
atividade biolégica sdo o retinal, o acido retindico e os metabdlitos polares do
acido retindico . O retinal atua na retina por meio da transducio da luz para
sinais neurais, necessario a visdo. Praticamente todas as outras acbes da vitamina
A se devem ao dcido retindico e seus metabdlitos.

A vitamina A exerce papel fundamental em multiplos processos que
envolvem sintese protéica, diferenciacao celular e desenvolvimento tecidual, como
cicatrizacdo, epitelizacdo, reproducdo, embriogénese e imunidade. A diversidade
da acdo desta vitamina se deve, em grande parte, ao dcido retindico que é
considerado como hormonio de acdo pleiotrépica. Assim, ao se ligar a receptores
nucleares da superfamilia esteréide/retindide/tiredide/vitamina D, o 4cido
retindico modula a transcricdio de genes envolvidos em diversos processos
fisiolégicos. Estes receptores estdo presentes em todos os tecidos, incluindo o
coracdo @,

Sabe-se que a vitamina A exerce papel fundamental na diferenciacdo
e desenvolvimento celular durante a fase embriondria cardiaca. Neste periodo sédo
descritas malformacées cardiacas como anormalidades do arco adrtico, ducto
arterioso patente, defeitos do septo interventricular e afilamento das paredes
ventriculares em ratos filhos de maes deficientes de vitamina A ®. Além disso,
Dyson et al, mostraram que embrides de camundongos mutantes com delecdo do
receptor do acido retindico apresentaram baixa fracdo de ejecdo cardiaca, com
aumento da miosina de cadeia leve (MLC2), defeitos no septo e bloqueios
atrioventriculares ©.

Apods o nascimento, a vitamina A continua sendo importante para a
manutencdo da estrutura e funcdo do coracdo e sua suplementacdo parece ser
benéfica como atenuante da remodelacdo cardiaca. Smith & Dickman, em artigo

de revisdo, listam genes que sdo modulados pela vitamina A no sistema
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cardiovascular. Em resposta a esta ativacdo genética ocorre sintese de proteinas
contrateis, de fatores de transcricdo, de estruturas da matriz extracelular, de
proteinas da comunicacdo intercelular e de horménios ®.

Alguns estudos mostram que existe participacao da vitamina A sobre
os processos fisiopatoldgicos cardiacos como a remodelagdo ©"®. A remodelacao é
desencadeada por alguma agressdo ao coracdo, caracteriza-se por alteracdes
celulares, intersticiais e bioquimicas que modificam forma, geometria e massa
cardiaca @. Estes danos estruturais cardiacos podem causar disfun¢io diastélica
e/ou sistdlica do coracdo.

A administracdo de 4cido retindico foi capaz de atenuar algumas vias
envolvidas na remodelacdo cardiaca, com diminuicdao da hipertrofia em midcitos
submetidos a estimulos humorais como endotelina e angiotensina II ©"® Em
modelos experimentais de agressdo in vivo, por infarto agudo do miocardio e
hipertensao arterial, o fornecimento de acido retindico ao animal atenuou a
remodelacdo cardiaca @', No rato normal, o fornecimento de dose fisiologica
de dcido retindico promoveu hipertrofia cardiaca com melhora da fungdo *.

Sendo assim, o coracdo pode ser considerado um dos 6rgéos-alvos
que sofrem acdo da vitamina A. No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia da
deficiéncia de vitamina A no coragdo apds o nascimento.

Oliveros et al. mostraram que ratos Wistar, que receberam dieta
isenta de vitamina A, apresentaram maior estresse oxidativo cardiaco ®*. Em
tecidos nado cardiacos como musculo esquelético e rins, a deficiéncia marginal de
vitamina A induzida por dietas pobres deste nutriente, alteram estruturas
musculares e matriz extracelular @>'®. A deficiéncia marginal de vitamina A
reduziu a expressdo da miosina de cadeia pesada o e de fatores reguladores da
miogénese relacionados com desenvolvimento muscular e contratilidade da
musculatura esquelética de ratos @®. A deficiéncia marginal de vitamina A
também diminuiu a atividade de metaloproteases 2 e 9 na membrana basal renal
levando ao aumento do coldgeno tipo IV, que pode predispor ao mau
funcionamento e a doencas renais ¢,

Assim, os estudos experimentais citados evidenciam que deficiéncia

marginal de vitamina A é fator agressor ao coracdo aumentando o estresse
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oxidativo. No entanto, ndo se sabe se existe repercussdo na estrutura e funcio
cardiaca, ou seja se ¢ capaz de desencadear remodelacdo ®*. Existe a possibilidade
das alteracdes bioquimicas em metaloproteases e proteinas contrateis
encontradas em tecidos nédo cardiacos, também ocorrerem no coracdo, mas ainda
ndo existem dados a este respeito.

A deficiéncia de vitamina A é caracterizada por deplecdo de seus
estoques hepaticos associada a reducdo dos niveis de retinol sérico (inferiores a
0,35 pumol/L). Esta deficiéncia manifesta-se por alteracées em drgdos e tecidos
com alto grau de diferenciacdo e desenvolvimento tecidual. Assim, cegueira
noturna, xeroftalmia, infertilidade, imunossupressdo e malformacdes no periodo
embrionario, sdo as manifestacdes cldssicas desta . Existe, por sua vez,
deficiéncia menos grave, que é denominada deficiéncia marginal ou subclinica.
Nesta situacdo, os estoques hepdticos também estdo depletados, mas a
retinolemia encontra-se entre 0,35 e 0,7 pumol/L &. Os sintomas e sinais cldssicos
da deficiéncia de vitamina A ndo sdo evidentes, mas nos ultimos 25 anos, a
deficiéncia marginal de vitamina A tem sido apontada como importante causa de
infeccoes e mortalidade infantil ¢71®.

A deficiéncia de vitamina A é considerada problema de satude publica
em mais de 60 paises. A prevaléncia é alta em regides como a Asia, Africa e
América Latina ®®. No Brasil, a deficiéncia de vitamina A foi registrada em grupos
populacionais de vdrios Estados brasileiros (Amazonas, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina), em vdrias
capitais de Estados, em grandes cidades como Ribeirdo Preto e Campinas e em
cidades menores @92 Os principais grupos populacionais atingidos pela
deficiéncia de vitamina A sdo as criancas e as gestantes. Além delas, a deficiéncia
pode ser detectada na populacdo adulta @92V,

Em publicacdo do Subcomité de Nutricao das Nacbes Unidas (Third
Report on the World Nutrition Situation (1997) é mencionado que a deficiéncia
de vitamina A tem como causa habitual a baixa ingestdo deste nutriente em
relacdo aos requerimentos, e que a causa subjacente do consumo inadequado e
das necessidades elevadas esta relacionada a pobreza ®®. O Fourth Report on the

World Nutrition Situation ressalta o fato da deficiéncia de vitamina A estar ligada
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a natureza dos alimentos e as praticas alimentares “?. Outros fatores como
diminuicdo da ingestdo de lipides e infestacdo intestinal parasitdria contribuem
para menor absorcdo desta vitamina @®. No Brasil, os inquéritos de consumo
alimentar mostram que 60% da populacdo ingere menos de 50% das necessidades
de vitamina A @,

O figado é o orgdo responsavel por estocar (50% a 80%) ou
disponibilizar a vitamina A de acordo com as necessidades do organismo. Este
processo se deve ao “feedback” realizado pelo 4cido retindico. Desta forma se
houver reducdo do acido retindico, existe inibicio da enzima lecitina retinol
aciltransferase (LRAT) e aumento da conversdo do éster retinilico em retinol ®. A
vitamina A é transportada no plasma ligada a proteinas transportadoras, nas
formas de retinol, ligado ao “retinol binding protein” (RBP) e a transtiretina
(TTR), de acido retindico, ligado a albumina e de ésteres retinilicos, ligados a
lipoproteinas ?®. Em situacdes de caréncia extrema, em que os estoques hepaticos
estdo depletados, o nivel sérico de retinol diminui, reduzindo a formacéo de acido
retindico, favorecendo o aparecimento das manifestacdes clinicas classicas . A
forma de transporte de vitamina A para os tecidos pelos quilomicrons, apresenta
grande variacdo, por dependerem da ingestdo alimentar do composto e ndo da
concentracado de acido retindico ou dos estoques hepaticos @».

A vitamina A proveniente da dieta, sob a forma de éster retinilico, é
absorvida pelos enterdcitos, sofre acdo da enzima retinol hidrolase convertendo-
se em retinol, que é novamente re-esterificado pela LRAT em éster retinilico, que
serd um dos componentes dos quilomicrons. Estes sdo secretados na linfa,
atingem a circulacdo sanguinea e os tecidos. Em situacdes de reducdo da ingestdo
de vitamina A, o transporte deste composto, realizado pelos quilomicrons estara
reduzido &%,

Ross & Li observaram, em estudo experimental, que animais
submetidos a restricdo alimentar de vitamina A, e com retinolemia adequada,
apresentaram niveis pulmonares de vitamina A reduzidos. As autoras sugerem a
hipétese que a reducdo da vitamina A no pulméo ocorreu, provavelmente, pela

diminuicdo do transporte pelos quilomicrons @*. Assim, existe a possibilidade da
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reducdo da ingestdo de vitamina A promover diminuicao tecidual deste composto,
mesmo antes de ocorrerem baixos niveis de retinol sérico e hepatico.

No entanto, permanece por ser estabelecido, se estes niveis teciduais
de vitamina A inadequados podem acometer outros érgaos, como o coracao, e se
representam riscos de lesdo e disfuncao tecidual.

Portanto, a vitamina A em quantidades fisiolégicas e sua
suplementacdo interferem com a estrutura e funcdo cardiacas. A ingestédo
inadequada deste nutriente atinge mais da metade da populacédo brasileira, o que
pode levar a baixos niveis teciduais desta vitamina, mesmo na auséncia de
deficiéncia da mesma. Estudos sugerem que a restricdo de vitamina A pode levar
ao aumento do estresse oxidativo, podendo assim, prejudicar a manutencdo da

integridade cardiaca e desencadear ou acentuar o processo de remodelacéo.
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2. HIPOTESE



Formulamos a hipétese que a restricdo alimentar de vitamina A, na

auséncia de retinolemia sérica reduzida induz remodelacio cardiaca.
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3. OBJETIVO



Avaliar a influéncia da restricio alimentar de vitamina A sobre
remodelacdo cardiaca em ratos, por meio de varidveis bioquimicas, celulares,
intersticiais e morfofuncionais e verificar o papel do estresse oxidativo como um

dos mecanismos deste processo.
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4. MATERIAL E METODOS



4.1 Delineamento Experimental

O projeto da pesquisa foi conduzido apés aprovacdo pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal, da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

(Protocolo 511)

74 matrizes acasaladas

L

Controle

N

RvitA

¥

35 matrizes
Dieta AIN-93 (4RE/g de dieta) durante

gestacdo

39 matrizes
Dieta AIN-93, isenta de vitamina Adurante

gestacéo

y

v

29 matrizes completaram gestacéoe
Experimente A: animais RN

Experimento B: animais criados ate 200-250g

31 matrizes completaram gestacao
Experimento A: animais RN

Experimento B: animais criados ate 200-250g

RvitA: animais com restricdo alimentar de vitamina A; RE/g: equivalente de
retinol por grama; RN: recém-nascidos; AIN-93: dieta purificada, quimicamente
definida (American Institute of Nutrition - 93)

Experimento A: Dosagem da vitamina A no figado dos RN

Controle

v

RvitA

v

18 RN -coletadofigado
4 animais — 1 pool de tecido hepatico

Dosagem de vitamina A

16 RN . coleta do figado
4 animais— 1 pool detecidohepatico

Dosagem de vitamina A
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Experimento B

B.1: Lactacao

Controle

¥

RvitA

13 matrizes
7 filhotes/matriz
Dieta AIN-93 (4RE/q de dieta)

12 matrizes
7 filhotes/matriz

Dieta AIN-93, isenta de vitamina A

v

Desmame: 21 dias

v

Desmame: 21 dias

B.2: Pos-desmame

Controle

v

RvitA

v

21dias . desmame

Pesoe CV dopeso<10%

29 filhotes fémeas

Dieta AIN-93 . 4RE/gde dieta
1 animal/caixa

Peso semanal

Quantificacao daingestdao de dieta semanal

21dias . desmame

Pesoe CVdopeso< 10%

30 filhotes fémeas

Dieta AIN-93i . isenta de vitamina A+
0.18RE/g de dieta)

1 animal/caixa

Peso semanal

Quantificacao da ingestao de dieta semanal

¥

Peso entre 200-250g

v

v

Pesoentre 200-250g

v

Ecocardiografia
Estudo do coracdoisolado

Coleta do VD,VE, sangue, pulméo e figado

» pesos seco e Umido.

Armazenamento dos tecidos em formol e bloco de parafina—microscopia éptica

Congelacéo dos tecidos a - 80 °C — determinagéo de vitamina A, estresse oxidativo, metabolismo

energético.

VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo
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4.2 Animais e restricao alimentar de vitamina A

Foram estudadas ratas, Wistar, filhas de maes previamente higidas.
Aos noventa dias de idade foram acasaladas 4 fémeas por macho. O acasalamento
foi confirmado pela presenca de espermatozdides em lamina de secrecdo vaginal
das maes e a presenca de 6vulos maduros. Apds a confirmacao do acasalamento,
as ratas foram aleatoriamente alocadas em dois grupos: controle considerada
adequada para estes animais e grupo com restricdo de vitamina A (RvitA), que
recebeu dieta isenta de vitamina A.

As dietas utilizadas para as fases de gestacdo, lactacdo e crescimento
dos filhotes foram baseadas segundo as recomendacdes da American Institute of
Nutrition - 93 (AIN-93) @, O grupo controle recebeu a dieta AIN-93 contendo
quantidade suficiente de vitamina A (4RE/g de dieta) e o grupo RvitA recebeu
dieta AIN-93 isenta de vitamina A. Semanalmente, foi quantificada a ingestdo de
dieta de cada matriz por periodo de 24 horas.

Ao nascimento, foram verificados niimero de gestacdes completas e
nimero de filhotes que cada mée gerou. Foram eutanasiados 16 recém-nascidos
de cada grupo para dosagem da vitamina A hepatica, com finalidade de verificar
se houve deficiéncia vitaminica intra-titero (experimento A). Alguns filhotes
foram excluidos, para que cada matriz criasse 7 animais, com livre acesso a agua e
a dieta. Este procedimento foi realizado para garantir o acesso semelhante dos
filhotes ao leite materno.

Os animais foram condicionados no Biotério do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina - UNESP, Botucatu; expostos a ciclo claro-
escuro de 12 horas e a temperatura ambiente de 25 + 1° C. Ao completarem 21
dias de vida, os filhotes foram desmamados. Logo apds o desmame as maes foram
pesadas e submetidas a eutandsia. Os filhotes do sexo feminino foram
considerados para este estudo. Estas fémeas foram pesadas no momento do
desmame e calculado o coeficiente de variacdo (CV = desvio padrdao/média) do
peso. Foram consideradas para o estudo as fémeas cujo peso estivesse dentro do

CV de 10%. Esta medida de peso foi tomada como indicador de homogeneidade do
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grupo. Os animais que apresentaram valores de peso corporal fora dos intervalos
estabelecidos foram excluidos.

Vinte e nove fémeas cujas maes receberam dieta adequada em
vitamina A compuseram o grupo controle e continuaram recebendo a mesma
dieta apds o desmame. Trinta fémeas cujas maes receberam dieta isenta de
vitamina A formaram o grupo RvitA, e passaram a receber AIN-93 isenta de
vitamina A, acrescida de 0,18RE/g de dieta (experimento B).

Cada filhote foi colocado em caixa individual, com livre acesso a dgua
e a dieta. Medidas como ingestdo alimentar por periodo de 24 horas e peso
corporal foram aferidos semanalmente. Para a verificacdo da ingestdo alimentar
foram sorteadas 12 fémeas do grupo controle e 14 do grupo RvitA. A dieta foi
pesada, em gramas, e oferecida aos animais. Apés 24 horas, o que restou foi
novamente pesado. A diferenca entre a dieta oferecida e o restante em 24 horas,
foi dividida pelo peso corporal dos animais em kg. Este procedimento foi realizado
semanalmente e neste trabalho foi utilizada a média das ingestoes de cada animal.

O modelo acima foi adaptado de Gardner & Ross @”. Recentemente
Ross & Li utilizaram modelo semelhante ao realizado em nosso estudo constando
da reducdo de ingestdo de vitamina, com retinolemia mantida e diminuicdo de
vitamina A no tecido pulmonar @®.

Os dois grupos foram acompanhados até os animais atingirem peso
entre 200 e 250 g, quando foram estudados por meio de ecocardiografia, estudo

funcional pelo coracéo isolado, dosagens bioquimicas e microscopia optica.

4.3 Estudo Funcional

Estudo “in vivo”

O estudo foi realizado por meio de doppler-ecocardiografia
transtoracica convencional com equipamento Phillips (TDI 5500) dotado de
transdutor eletronico setorial multifreqiiéncia (7,5 a 12 MHz), seguindo-se a

padronizacdo descrita na literatura @°.
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Doze fémeas controle e 15 RvitA foram anestesiadas com cloridrato
de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg) por via intramuscular,
seguido de tricotomia da regido anterior do térax. Apés estes procedimentos os
animais foram posicionados em decubito dorsal para realizacdo do
ecocardiograma. Foram analisadas imagens monodimensionais obtidas com o
feixe de ultra-som orientado pela imagem bidimensional, obtida com o transdutor
na posicdo para-esternal eixo menor. 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 posicdo para-esternal eixo menor com o cursor do modo-M
passando pelas vélvulas da valva adrtica. As medidas, em milimetros, do diametro
diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE), diametro sistélico do ventriculo
esquerdo (DSVE), espessura da parede posterior (PP), didmetro do atrio esquerdo
(AE) e diametro da aorta (AO) foram realizadas, por meio do cursor do préprio
equipamento, durante o exame. Trés a cinco ciclos consecutivos foram utilizados
para a realizacdo das medidas, obtendo-se a média aritmética em seguida. As
imagens dos registros das camaras ventriculares, modo M, foram arquivadas para
eventuais consultas posteriores.

Os fluxos diastodlico transmitral e sistolico transvalvar adrtico foram
obtidos com o transdutor colocado nas posi¢des apicais quatro e cinco camaras,
respectivamente, permitindo as medidas da onda E (E)(cm/s), onda A (A) (cm/s),
velocidade maxima do fluxo sanguineo na via de saida do ventriculo esquerdo
(VAO) (cm/(s). A frequiéncia cardiaca (FC) foi estimada pelo tempo entre dois
batimentos consecutivos. O tempo entre, o final da ejecdo e o inicio do
enchimento diastdlico ventricular, corresponde ao tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRI) (ms). Essa varidvel foi normalizada pela frequiéncia cardiaca,
conforme férmula abaixo. As medidas referentes aos fluxos também foram
realizadas diretamente no monitor do ecocardiégrafo, obedecendo a mesma

sistematica descrita acima.
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As outras variaveis derivadas de formulagoes, a partir das medidas
realizadas estdo descritas abaixo:
e PP/DDVE
e AE/AO
e MVE = {{[DDVE + (2 x PP)]® - (DDVE)*} x 1,04} [ 1000 (g), sendo MVE a massa
do ventriculo esquerdo.
oFE = (DDVE® - DSVE®) [ DDVE’, sendo FE a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo.
e %E = [(DDVE - DSVE) ([ DDVE] x 100 (%), sendo %E a porcentagem de
encurtamento do ventriculo esquerdo
e TRIc = TRI/VRR (ms), sendo TRIc o tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido e RR o tempo em milissegundos entre dois batimentos consecutivos.
O estudo “in vivo” possibilitou avaliar a funcéao sistélica e diastélica
do ventriculo esquerdo além de permitir acesso aos indicadores de remodelacdo

cardiaca como massa miocardica e dimensdo das camaras .

Estudo “in vitro”

Apds o estudo ecocardiografico, 9 animais controle e 11 animais
RVitA, que foram submetidos ao ecocardiograma, receberam pentobarbital sédico
(50 mg/kg) e heparina (1000 UI) por via intraperitoneal e ventilados com
pressdo positiva e oxigénio a 100%. A seguir, o térax foi aberto, as cardétidas
foram ligadas e a aorta cateterizada com canula de metal niimero 15, iniciando-se
a perfusdo miocdrdica retrégrada, com solucdo nutriente de Krebs-Henseleit, com
a seguinte composicdo, em mmol/l: 115 NaCl; 5,4 KCl; 1,2 MgSO,; 2,5 CaCl,; 1,15
NaH,PO,; 25 NaHCOs; 11 glicose. A solucdo acima foi acrescida de insulina 10 UI/I
e manitol, na concentracdo de 8 mmol, para assegurar maior preservacao
miocardica ?7. Os coracdes foram removidos da caixa toracica e colocados em
aparelho de estudo de coracdo isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sakhs
Elektronik-Germany), com pressdo de perfusdo constante de 75 mmHg. A solucéo
nutriente foi continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de oxigénio e

5% de CO,, mantendo-se a pressdo parcial de oxigénio entre 500-600 mmHg, a
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temperatura de 37 °C e pH entre 7,3 e 7,4. O atrio esquerdo foi aberto e o apice
do ventriculo esquerdo puncionado com agulha, para drenar a cavidade
ventricular, evitando-se acumulo de liquido no seu interior. Um baldo de latex,
atado ao tubo de polietileno PE 90, foi colocado na cavidade ventricular. A outra
extremidade do tubo de polietileno foi conectada a uma torneira de 3 vias, sendo
uma das vias acoplada a um transdutor de pressdo (Stathan P23 XL) e a outra, a
uma seringa de 1 ml, que permite a variacdo do volume do baldo intracavitario. A
musculatura atrial direita, compreendendo o nédulo sinoatrial foi extirpada e um
eletrodo de marcapasso artificial colocado no miocdrdio do ventriculo direito
para se manter, artificialmente, a frequéncia cardiaca de 250. Por meio da
preparacdo descrita, foram obtidas curvas de Starling com infusdo de liquido no
baldo, elevando a pressdo diastélica do ventriculo esquerdo de 0 a 25 milimetros
de mercurio, com incrementos graduais de 5 milimetros, registrando-se a pressao
sistélica correspondente a cada variacdo de volume. Nesta preparacdo, em que o
coracdo opera em condi¢bes isovolumétricas, a pressdo desenvolvida (pressao
sistolica menos a pressao diastélica) foi utilizada como indicadora da capacidade
contratil. Foram registradas, também, a primeira derivada positiva de pressdo e a
derivada negativa de pressdo. Esses indices servem, respectivamente, como
parametros de funcao sistélica e diastélica do ventriculo esquerdo @®.

A partir do volume do baldo para pressdo diastélica de O mmHg,
foram acrescentadas 20 pL, de liquido no baldo e registradas as pressoes
sistdlicas e diastdlicas. Com estes dados foram obtidas as curvas da relacdo
pressdo- volume sistdlicas e diastdlicas. Foram calculados, ainda, estresse 0Oo) [/
deformacao (¢) sistélicos e diastélicos por meio das férmulas:

o = [1,36 X PiVE X VVE*”] [ [(VVE + 0,943 x PeVE)*” - VVE*7];

e = {[VVE3 + (VVE + 0,943 x PeVE)?] [ V,® + (V, + 0,943 X PeVE)'?] -1} X 100
(PiVE: pico de pressdo isovolumétrica do ventriculo esquerdo; VVE: volume do
ventriculo esquerdo; PeVE: peso em gramas do ventriculo esquerdo; V,: volume do
ventriculo esquerdo na pressao diastélica de OmmHg)

Estes calculos permitem a avaliagdo do miocardio de forma unidimensional,
permitindo a comparacdo entre ventriculos de tamanhos e pesos diferentes. As

relacdes entre pressdes e volumes fornecem dados sobre a funcdo da camara
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cardiaca como um todo, tanto em sua funcido sistdlica, quanto em sua funcao
diastdlica. O estresse [ deformacao sistdlico evidencia a relacdo entre tensio
sistdlica e estiramento. Assim na sistole, pode ser parametro de contratilidade do
musculo e na didstole, de complacéncia do musculo. Portanto, o

estresse/deformacio sdo variaveis indicativas de funcéo sistdlica e diastélica @®.

4.4 Coleta de Material Bioldgico

Os 16 animais recém-nascidos (experimento A) do sexo feminino, de
cada grupo foram eutanasiados, no primeiro dia de nascimento, por decaptacao.
Destes animais foram coletados o figado. Cada 4 animais forneceram tecido
hepatico para 1 pool de figado, devido a necessidade de obtencdo de 200 mg de
tecido para dosagem da vitamina A. Cada pool foi congelado a - 80°C.

Dos animais adultos submetidos ao estudo do coracio isolado foram
coletados sangue, antes da retirada do coracdo, figado e pulmao. Os coracdes
destes animais, apés o estudo, foram dissecados, separando-se o ventriculo
esquerdo (VE) do ventriculo direito (VD), para armazenamento e ndo foram
utilizados para afericdo de peso dos tecidos ou teor de dgua, ja que foram
perfundidos de forma artificial por solucdo nutritiva. Os 20 animais controle e 19
animais RvitA ndo submetidos ao estudo do coracéo isolado, foram eutanasiados
por meio da administracdo de pentobarbital sédico (50 mg/kg) intraperitonial.
Destes animais foram coletados sangue, pulmao, figado e coracao.

O sangue de todos os animais foi centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos para obtencdo do soro que foi congelado a - 80°C.

Os figados e pulmées de todos os animais e VE, VD e atrio esquerdo
dos 20 animais controle e 19 animais RvitA, ndo submetidos ao estudo do
coracéo isolado, foram rapidamente lavados em soro fisiolégico para retirada do
sangue. Estes tecidos foram divididos em fragmentos utilizados para peso
tecidual, teor de dgua, armazenamento em formol e congelacdo a -80°C.

Foram realizadas as pesagens do VE, VD e d&trios totais, apds a
disseccdo dos coracdes dos animais ndao submetidos ao estudo do coracio isolado.

Em seguida o VE foi seccionado a 4 mm da ponta, em um fragmento de 3 mm de
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espessura, colocado em formol. A base do VE e a ponta, seccionada em 2
fragmentos, foram congeladas a -80°C, em 3 frascos individuais. O VD foi
seccionado em 2 fragmentos, um deles armazenado em formol e outro utilizado
para a medida do teor de agua. Os atrios foram utilizados apenas para a medida
do teor de agua.

Os pulmées e figados foram seccionados em 3 fragmentos: para
medida do teor de dgua, armezenamento em formol e congelacdo a - 80°C.
O teor de dgua (Ta) destes tecidos foi calculado por meio de medida do peso do
fragmento do tecido, apés a disseccdo, chamado de peso umido (Pu) e da medida
do peso, do mesmo fragmento, apds 24 horas em estufa a 37°C, chamado de peso
seco (Ps). Assim, Ta = (Pu - Ps)/Pu.

O formol utilizado para o armazenamento foi o tamponado (formol
100%, agua deionizada, fosfato de sédio monobasico e fosfato de sédio dibasico).
Os tecidos ficaram nesta solucdo por 24 horas, depois foram lavados em dgua
corrente por mais 24 horas e posteriormente colocados em alcool 70%. Em
seguida foram parafinizados em blocos, dos quais posterioriormente foram
realizadas as laminas para estudo histopatoldgico.

Os tecidos congelados em freezer a - 80°C, foram processados para
as dosagens bioquimicas de vitamina A, do estresse oxidativo e do metabolismo

energético como descrito abaixo.

4.5 Estudo Bioquimico e Histopatoldgico

4.5.1 Determinacao da Vitamina A em Soro e Tecidos

A vitamina A foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) das amostras armazenadas a -80°C. No soro, dosou-se o retinol.
No figado e coracdo, dosou-se o retinol obtido apds a saponificacdo de toda
vitamina A existente no tecido, incluindo os estoques de ésteres retinilicos.
Portanto, chamamos de retinol sérico, a vitamina A encontrada no soro e

vitamina A total, a encontrada nos tecidos hepdticos e cardiacos.
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As amostras para a dosagem de retinol no soro foram preparadas a
partir de aliquotas de 200 pl de soro de 8 animais controle e 5 animais RvitA. O
retinol foi extraido pelo método descrito por Tang et al. em 1993 @?: 200 pl de
soro foram tratados com 2 ml de solucédo cloroférmio: metanol (2:1, v/v). Cento e
cinquenta uL de padrao interno (acetato de retinila) e 500 uL de soro fisiolégico
(8,5 g NaCl/l 4gua) foram adicionados em seguida. Os tubos contendo solucéo
soro-cloroférmio-metanol-soro fisiolégico foram agitados por 1 minuto em
agitador "vortex'. Apés, realizou-se centrifugacdo em 3500 rpm, a temperatura
de 4°C, por 10 minutos. A pelicula de cloroférmio (camada de baixo) formada foi
transferida para tubo de vidro de 13 x 100 mm e ficou reservada. Ao restante da
amostra, isto é, a pelicula aquosa, foram adicionados 3 mL de hexano. Os tubos
contendo hexano - soro fisiolégico foram agitados durante 1 minuto e
centrifugados em 3500 rpm a 4°C por 10 minutos; a pelicula de hexano (parte
superior) foi transferida para o mesmo tubo de vidro de 13 x 100 mm, contendo
a pelicula de cloroférmio. As duas peliculas extraidas foram combinadas e
submetidas a evaporacdo por meio de gas nitrogénio estando os tubos, durante
esse procedimento, em banho-maria a 40°C. O residuo foi ressuspenso em 150 pL
de etanol, agitado e “sonicado” por 30 segundos; 50 uL da amostra obtida foram
injetadas no cromatégrafo.

As amostras do figado e coracdo foram preparadas a para se obter
peso de aproximadamente 200 mg. Foram utilizados tecidos hepaticos de 16
animais recém-nascidos de cada grupo, armazenados em 4 pools cada um
contendo o figado de 4 animais e de 8 animais adultos controle e 5 animais
adulto RvitA. Os tecidos cardiacos utilizados foram provenientes de 5 animais de
cada grupo. A vitamina A total foi extraida utilizando o método modificado de
Yeum et al. . Os fragmentos da ponta do ventriculo esquerdo foram cortados
em pequenos pedacos e em seguida adicionaram-se 100 uL de pirogalol a 12%
(em etanol), 300 pL de hidréxido de potdssio a 30% (em dgua) e 1,0 mL de
etanol. A mistura foi agitada durante 10 segundos em baixa velocidade em
agitador “vortex”. Logo apds, as amostras foram incubadas a 37°C durante duas
horas, sob agitacdo continua, estando os tubos cobertos com parafilme. Passado

esse tempo, resfriou-se a mistura a temperatura ambiente e foi adicionado 1,0
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mL de dgua. Imediatamente apds, as amostras foram agitadas por 10 segundos.
Na sequiéncia, adicionou-se 100 uL de padrao interno (equinenona) e 3,0 mL de
éter-hexano (2:1, com 1% de etanol); a mistura foi agitada por 40 segundos e,
posteriormente, centrifugada (3000 rpm) por 5 minutos. Logo apds este periodo,
transferiu-se a pelicula de éter-hexano para outro tubo de vidro e novamente
foram adicionados 2,0 mL de éter-hexano. Apés centrifugacdo, obteve-se, a
mesma pelicula de éter-hexano. Adicionaram-se 2,0 mL de agua ao extrato de
éter-hexano, agitou-se e centrifugou-se (3000 rpm) o material por 5 minutos.
Transferiu-se a pelicula de éter-hexano obtida para o mesmo tubo de vidro
contendo a primeira pelicula. Os tubos contendo a pelicula éter-hexano foram
colocados em banho-maria 40°C e os solventes evaporados por meio de gas
nitrogénio. O residuo foi ressuspenso em 100 pL de etanol; o tubo foi agitado e
sonicado por 30 segundos; 50 uL de amostra foram injetados no cromatégrafo.
As condic¢bes operacionais para o método estdo descritas a seguir. A
coluna utilizada foi a de carbono 18 (C,s) Pecosphere-3. O comprimento da onda
do detector foi fixado em 325 nm para determinacdo do retinol. Este método
usou duas solugdes, cada uma infundida por uma bomba de infusdo, com a
finalidade de se estabelecer gradiente entre: solvente A - tetrahidrofurano (THF):
acetonitrilo: dgua (20:50:30, v/v(v), com acetato de amonio 1% na dgua; solvente
B - tetrahidrofurano (THF) : acetonitrilo : dgua (44:50:6, v/v/v, com acetato de
amoénio 1% na dgua). O fluxo total foi de 1 mL [ min. durante todo o
procedimento analitico, a temperatura de 25°C. Inicialmente, apés a injecdo da
amostra, do tempo zero até dois minutos, foi bombeada a fase mével, na seguinte
proporcdo: 85% do solvente A e 15% do solvente B. No fim do segundo minuto,
aumentou-se a infusdo da bomba “B”; mantendo o aumento linear do solvente B
por sete minutos; neste tempo, a concentracdo do solvente B passou a 83%. No
tempo 16 minutos, realizou-se outro aumento linear do solvente B por trés
minutos; neste tempo, a concentracdo do solvente B chegou a 100%. ApOds,
realizou-se aumento linear de 1 minuto do solvente A para o retorno as
concentracoes de 85% do solvente A e 15% do solvente B. A corrida terminou no
tempo de 20 minutos. Aguardou-se, entdo, mais sete minutos, que é tempo

suficiente para estabilizar novamente a coluna, possibilitando novas
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determinacées. O retinol foi adequadamente separado por este método.
Quantificaram-se os cromatogramas pela comparacdo entre as relacdes de drea da
substancia/drea do padrao interno (acetato de retinila, na dosagem de retinol
sérico e equinenona na dosagem de vitamina A total do figado e coracédo), obtidas
na andlise do soro ou do tecido do animal e da amostra da solucdo padrao. Os
valores das substancias da solucdo padrao foram corrigidos por seus coeficientes

de extincdo molar (E= DO/g"* ).

4.5.2 Estresse Oxidativo Cardiaco e Hepatico

As amostras do ventriculo esquerdo e figado foram descongeladas e
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampao
fosfato de sédio 0,1M, pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 10000
rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi
utilizado para analise do estresse oxidativo e de enzimas marcadoras das vias
metabdlicas. As  leituras  espectrofotométricas  foram  realizadas no
espectrofotometro Pharmacia Biotech (com software Swift II, England) e em leitor
de microplaca (uQuant-MQX 200 com Kcjunior software, Bio-Tec Instruments,
USA). Todos os reagentes foram de procedéncia da Sigma (St. Louis, MO, USA).

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9)
foi determinada através da oxidacdo da glutationa em presenca de perdxido de
hidrogénio e cumene hidroperdxido . A atividade da superodxido dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1) foi determinada através da alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazdlio
(NBT) por radicais superdxido gerados pela mistura NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido) e fenazina metassulfato em pH fisiolégoco. Leituras
espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplaca a 560nm ©2. A
atividade enzimatica da catalase (E.C. 1.11.1.6) foi determinada em tampio
fosfato pH 7,0, utilizando-se 15 uL de amostra e perdxido de hidrogénio (30%). As
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 240nm ©%,

As substancias antioxidantes totais (SAT) ou capacidade antioxidante
total foram determinadas através da capacidade de antioxidantes inibirem a

oxidacdo de dcido 2,2’- azinobis (3-etilbenzetiazilcolina-sulfonico) (ABTS, Sigma)
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G% e a concentracdo de hidroperdxido de lipidio (HP) foi determinada através da
oxidacdo do Fe** (sulfato ferroso amoniacal). O Fe’* formado reage com
alaranjado de xilenol formando composto colorido. Leituras foram realizadas a

560nm G

4.5.3 Metabolismo Energético

O metabolismo energético cardiaco foi determinado através das
atividades das enzimas lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27), B-hidroxiacil
coenzima A desidrogenase (OHADH, E.C. 1.1.1.35) e da citrato sintase (CS, E.C.
4.1.3.7) G, A atividade da LDH foi determinada pela oxidacdo do NADH a 340nm,
tendo o piruvato como substrato. A atividade da OHADH foi determinada no
coracdo em meio contendo acetoacetil coenzima A 0,05 mM e NADH 0,1 mM. A
atividade da CS foi determinada em tampao tris-HCl 50 mM, pH 8,0, contendo
acetii CoA 0,1 mM, dithiobis-2-nitrobenzoato 0,1 mM (DTNB-Sigma) e
oxaloacetato 0,5 mM. Nesse estudo também foi determinada a concentracido de
proteinas totais. As ligacdes peptidicas das proteinas reagem com ion ctiprico em
meio alcalino resultando em um complexo de cor violeta com madxima
absorbancia a 540nm, cuja intensidade é proporcional a concentracdo de
proteinas totais na amostra. Como padrdo foi utilizada uma solucdo de albumina

bovina G738,

4.5.4 Estudo histopatoldgico

As laminas foram processadas. Seccionando-se o bloco de parafina
em cortes de 5 micrometros de espessura. Foram fixadas com hematoxilina-eosina
e com coloracdo especifica para coldgeno que é o picrosirius vermelho (Sirius red
F3BA em saturacdo aquosa de dacido picrico). A area seccional dos midcitos foi
determinada pela média das medidas, das dreas de aproximadamente 100
midcitos, por lamina, corada com hematoxilina-eosina. As medidas foram
realizadas utilizando o microscépio Leica (lente com aumento de 40 vezes), ligado

a camera conectada a um computador com um software de analise das imagen:s.
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(Image-Pro Plus 3,0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Os midcitos escolhidos
tinham o nucleo central, em corte transversal, e foram medidos através do
contorno gerado pelo cursor na tela do computador ¢

A porcentagem de coldgeno intersticial foi determinada nas laminas
coradas com picrosirius vermelho, no mesmo microscépio, com lente de aumento
20 vezes e mesmo software ja citado. Esta coloracdo permite a diferenciacdo de
estruturas que contenham coldgeno, coradas em vermelho e as que nédo
apresentam coldgeno, coradas em amarelo. O software utilizado realiza a
marcacdo destas cores. Assim, pdde-se estabelecer a porcentagem de coldgeno em

relacdo a area total do campo. Depois foi realizada a média de todos os campos

(39,40)

4.5.5 Estatistica

Os dados com distribuicdo normal foram apresentados em média e
desvio padrdo e comparados pelo teste t de student. Os resultados com
distribuicdo ndo paramétrica foram apresentados em mediana e intervalo

interquartilico e foram comparados pelo teste Mann-Whittney.
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5. RESULTADOS



Os resultados referentes aos perfis das matrizes estdo apresentados
na Tabela 1. A porcentagem de matrizes que completaram a gestacdo (C = 82,8%
e RvitA = 79,5%, p = 0,94), o numero de neonatos por ninhada (C = 10 (3-12) e
RvitA = 10 (6-11), p = 0,56), e a quantidade de dieta ingerida pelas matrizes (C =
18,6 + 2,7g) e RvitA = 18,5 + 3,4¢), p = 0,95) foram semelhantes. Imediatamente
apos o periodo de 21 dias de lactacdo, quando realizado o desmame dos filhotes,
as matrizes apresentavam pesos semelhantes (C = 232 + 27,5g e RvitA = 229 +
21,9g, p = 0,72).

Os dados referentes ao perfil dos filhotes estdo apresentados na
Tabela 2. O peso ao desmame (C = 46g (41-48) e RvitA= 43g (41-48), p = 0,79)
(Figura 1) foi semelhante entre os grupos. No momento do desmame, o
coeficiente de variacdo dos pesos dos animais controle = 8,9% e RvitA = 8,5% foi
calculado e considerado adequado quando inferior a 10%. As fémeas, cujo peso ao
desmame aumentou o CV para mais de 10% foram excluidas. Assim, excluiu-se 7
animais RvitA e 5 animais controle. A média da ingestdo de dieta, em gramas,
ajustada para o peso corporal, em kg, por dia (C =10,6 + 1,10g/kg/d e RvitA =
10,3 + 1,70g/kg/d, p = 0,51) (Figura 2), o peso corporal no momento da
eutandsia (C = 212 + 10,9g e RvitA = 209 + 12,5g, p = 0,37) (Figura 3) a idade
da eutanasia (C = 70d (63-77) e RvitA = 71d (63-77), p = 0,95) (Figura 4),
foram semelhantes entre os grupos.

As dosagens vitaminicas estdo apresentadas na Tabela 3. A vitamina
A total hepdtica, dos recém-nascidos (C = 28,4 + 7,1 umol/kg e RvitA = 22,1 + 12,
8 7,1 umol/kg, p = 0,38) (Figura 5) e a dosagem de retinol sérico dos animais
adultos (C = 4,1 £ 2,26 umol/L e RvitA = 2,24 + 2,9 umol/L, p=0,19) (Figura 6)
foram semelhantes entre os grupos. Observou-se que quantidade de vitamina A
total hepatica dos adultos do grupo RvitA foi menor que a do grupo controle (C =
1007 = 249 umol/kg e RvitA = 125 + 50 pmol/kg, p < 0,001) (Figura 7), Assim
como a vitamina A total cardiaca dos animais adultos (C = 0,95 + 0,44 umol/kg e
RvitA = 0,24 + 0,16 umol/kg, p = 0,01) (Figura 8), foi menor no grupo que
recebeu dieta restrita em vitamina A.

Os dados do estudo morfofuncional, por meio da ecocardiografia,

estdo apresentados na Tabela 4. No grupo RvitA, observou-se maior didmetro
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diastélico do ventriculo esquerdo (C = 5,82 + 0,43 mm e RvitA= 6,21 + 0,37 mm,
p = 0,042) (Figura 9), maior diametro sistélico do ventriculo esquerdo (C = 1,9 +
0,51 mm e RvitA = 24 + 0,32 mm, p = 0,008) (Figura 10) e maior razdo atrio
esquerdo/aorta (C = 0,97 = 0,12 e RvitA = 1,1 + 0,17, p = 0,021) (Figura 11) que
no grupo controle, evidenciando dilatacdo das cavidades esquerdas. Houve
tendéncia a menor razdo entre espessura da parede e didmetro diastélico do
ventriculo esquerdo (C = 0,22 + 0,03 e RvitA = 0,20 + 0,02, p = 0,06) (Figura 12),
no grupo com restricdo alimentar de vitamina A. Com relacdo a funcéo cardiaca
observou-se menor valor da porcentagem de encurtamento (C = 66,2 + 7,50 % e
RvitA = 60,2 + 4,72 %, p = 0,019) (Figura 13) e da fracdo de ejecdo (C = 0,96 =+
0,03 e RvitA = 0,93 + 0,02, p = 0,049) (Figura 14) no grupo RvitA em
comparagdo com o controle. Ndao houve diferenca entre os valores da massa
ventricular esquerda (C = 0,42 + 0,08 g e RvitA = 0,43 + 0,09 g, p = 0,764)
(Figura 15), e razdo E/A (C = 1,46 = 0,34 e RvitA = 1,4 + 0,27, p = 0,726),
diametro do atrio esquerdo (C = 3,1mm (2,9-3,2) e RvitA = 3,3 mm (2,8-3,4), p

1

1

0,29), parede posterior do ventriculo esquerdo (C = 1,30 + 0,15 mm e RvitA
1,25 + 0,14 mm, p = 0,352), velocidade do sangue na aorta (C = 79,3 + 17,2 cm/s
e RvitA=81,8 £10,7 cm/s, p = 0,631), frequiéncia cardiaca (C = 335 £ 58 bpm e

I+

I

RvitA = 321 + 44 bpm, p = 0,47), e tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido (C = 21,6 ms (16-29) e RvitA = 22 ms (20-25) p = 0,87).

Na Tabela 5 estdo apresentados os dados referentes a avaliacdo
funcional in vitro do ventriculo esquerdo (coracdo isolado). Observou-se que a
primeira derivada positiva mdxima da pressdo ventricular, indicadora de funcéo
sistélica, foi menor no grupo com ingestdo reduzida de vitamina A (C = 5513 =
1394 mmHg/s e RvitA = 4229 + 873 mmHg/s, p = 0,027) (Figura 16), em
concordancia com os dados ecocardiograficos. Outros dados de funcéo sistélica
como pressdo sistolica mdxima, razdo pressao sistélica/volume diastélico final e
estresse/deformacao sistélico foram semelhantes entre os grupos, assim como os
parametros de funcdo diastdlica: derivada negativa de pressdo ventricular, razao
entre pressdo diastdlica e volume diastdlico final e estresse/deformacao

diastdlico.
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Os dados morfométricos obtidos por pesagem dos tecidos se
encontram na tabela 6. Os pesos do ventriculo esquerdo (C = 0,53 g (0,51-0,55) e
RvitA = 0,51 g (0,48-0,54), p = 0,35)(Figura 17), peso do ventriculo esquerdo
corrigido pelo peso corporal (C = 2,51 g/mg (2,42-2,67) e RvitA = 2,49 g/mg
(2,40-2,60), p= 0,704) e o peso do ventriculo direito (C = 0,18 g (0,15-0,19) e
RvitA = 0,16 g (0,13-0,19) p=0,626) foram semelhantes entre os grupos. O teor
de dagua do ventriculo direito, figado, pulmdes e dtrio esquerdo foram
semelhantes, excluindo a existéncia de edema tecidual.

As medidas da area seccional dos midcitos (C = 237 + 18,8 um? e
RvitA = 230 £ 13,3 um?, p = 0,314) (Figura 18) e a da porcentagem de coldgeno
(C = 2,78 + 1,10 % e RvitA = 3,5 =+ 1,57, p = 0,343) (Figura 19) estdo
apresentadas na Tabela 7 e foram semelhantes entre os grupos.

O estresse oxidativo foi maior nos coragées dos animais que
receberam dieta restrita em vitamina A (Tabela 8). Este fato pode ser observado
por maior formacdo de hidroperdxidos de lipideos (C = 164 nmol/g (161-169) e
RvitA = 211 nmol/g (189-246), p = 0,032) (Figura 20). O sistema antioxidante
afetado foi ndo enzimatico, o que pode ser observado por maior razdo entre
hidroperoxidos e capacidade antioxidante total (C = 4,4 nmol/g (4,3-4,6) e RvitA
= 6,70 nmol/g (5,60-8,80), p = 0,032) (Figura 21). Os sistemas enzimdticos
antioxidantes como a glutationa peroxidase (C = 35,6 + 5,01 nmol/mg e RvitA =
40,5 + 21,6 nmol/mg, p = 0,63), catalase (C = 167 + 35,0 umol/g e RvitA = 161 +
27,0 umol/g, p = 0,79) e superdxido dismutase (C = 1,40 + 0,03 nmol/mg e
RvitA = 1,38 £ 0,02 nmol/mg, p = 0,61) nao sofreram alteracdes.

No figado (Tabela 9) ndo houve aumento de hidroperéxidos (C =
357 + 51 nmol/g e RvitA = 358 + 20 nmol/g, p = 0,95) (Figura 22) ou da relacédo
entre hidroperdxidos e capacidade antioxidante total (C = 17,0 + 4,60 nmol/g e
RvitA = 16,9 (1,70 nmol/g, p = 0,97) (Figura 23). Apenas a superoxido dismutase
estava diminuida no figado dos animais que receberam dieta pobre em vitamina A
(C = 2,6 (0,1 nmol/mg e RvitA = 2,4 ( 0,1 nmol/mg, p = 0,02) (Figura 24). Sendo
assim, o consumo da superdxido dismutase, provavelmente evitou os danos

celulares do estresse oxidativo.
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A avaliacdo do metabolismo energético cardiaco por meio da
dosagem das enzimas B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase (Figura 25), lactato
desidrogenase (Figura 26) e citrato sintase (Figura 27), e foram semelhantes

entre os grupos e encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 1. Perfil das matrizes que geraram os animais do estudo

NC NR C RvitA p
GC % 35 39 82,8% 79,5% 0,940***
PL (g) 13 12 232,4 (27,5« 228,8 + 21,9 0,726 *
D (9) 9 10 18,6 £2,7 18,5+ 3,4 0,950

GC: gestagbes completas; PL: peso apés a lactagdo; D: média da ingestao de dieta em 24 horas;
NC: nimero de animais controle; NR: nimero de animais RvitA; «: média e desvio padrao; #: teste
estatistico: t de Student; ***: teste estatistico qui-quadrado.

Tabela 2. Perfil dos animais estudados: ratas criadas até a idade adulta

NC NR C RVitA p
P21 (g) 29 30 46(41,5 — 48) ** 43,5(41 — 48) 0,730 &
D (g/kg/d) 12 14 106 £11,0° 102 +17,0 0,950 *
IE (d) 29 30 70 (63-77) 71 (63-77) 0,950
PE (g) 29 30 212+10,9 209+ 12,5 0,370

P21: Peso ao desmame em gramas (21dias); D: média das ingestdes de dieta, em g, ajustada
pelo peso corporal em kg, por dia; IE: idade da eutanasia em dias; PE: peso da eutanasia; NC:
nuamero de animais controles, NR: nimero de animais RvitA; «: média e desvio padrédo; # : teste
estatistico t de Student; **: mediana e intervalo interquartil; &: teste estatistico Mann-Whitney.

Tabela 3. Quantificacdo da vitamina A no soro e tecidos, por cromatografia

liquida de alta eficiéncia

NC  NR C RvitA p
RH-RN (umol/L) 4 4 28,4 + 7,01 90° 22,13 +12,8 0,378 *
RS (umol/L) 8 5 4,12+2,26 224+29 0,187
RH (umol/kg) 8 5 1007 + 249 125 + 50 <0,001*
Rc (umol/kg) 5 5 0,95 + 0,44 0,24+ 0,16 0,010

RH-RN: retinol hepatico dos animais recém-nascidos; RS: retinol sérico dos animais adultos; RH:
retinol hepatico dos animais adultos; RC: retinol cardiaco dos animais adultos; NC: nimero de
animais controles; NR: nimero de animais RvitA.; «: média e desvio padrao; # : teste estatistico: t
de Student; *: p < 0,05.
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Tabela 4. Estudo morfofuncional in vivo por meio de ecocardiografia

C RVitA
N=12 N=15 P

FC (bpm) 335+ 58 321 +44" 0,470*
DDVE (mm) 5,8+ 0,43 6,2+ 0,37 0,042*
DSVE (mm) 1,9+ 0,51 2,4+0,32 0,008*
PP (mm) 1,30 £ 0,15 1,25+ 0,14 0,352
PP/DDVE 0,22 + 0,03 0,20+ 0,02 0,060
AE (mm) 3,1(2,9-3,2) 3,3 (2,8-3,4)** 0,291%
AO (mm) 3,25 + 0,37 3,01+ 0,48 0,118
AE/AO 0,97 +0,12 1,10+ 0,17 0,021*
MVE (g) 0,42+ 0,08 0,43+ 0,09 0,764
% E 66,2 + 7,50 60,2 + 4,72 0,019*
FE 0,96 + 0,03 0,93 + 0,02 0,049*
VAo (cm/s) 79,3+17,2 81,8+ 10,7 0,631

E/A 1,46 £ 0,34 1,41 +0,27 0,726
TRIc (ms) 21,6(16,0-29,0) 22,0 (20,5-25,5) 0,870

FC: freqiéncia cardiaca em batimentos por minuto; DDVE: diametro diastélico do ventriculo
esquerdo; DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo; PP: espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo; AE: didmetro do atrio esquerdo; AO: didmetro da aorta; MVE: massa do
ventriculo esquerdo; %E: porcentagem de encurtamento; FE: fracdo de ejecdo; VAo: velocidade
do sangue na aorta; E/A razdo onda E onda A; TRIc: tempo de relaxamento isovolumétrico
corrigido.; «:média e desvio padrdo; # :teste estatistico t de Student; **: mediana e intervalo
interquartil; &: teste estatistico Mann-Whitney; *: p < 0,05.

Tabela 5. Estudo funcional in vitro por meio do coracéo isolado

C RvitA
N=9 N=11 P
PS max(mmHg) 181 +24,9 175+20,6° 0,561%
+dp/dt max(mmHg/s) 5513 + 1394 4229 + 873 0,027*
-dp/dt max(mmHg/s) 2800 + 324 2708 + 359 0,553
PS/Vdf (mmHg/ml) 223 + 201 359 + 327 0,300
o/ sis (g/cm?/%) 5,79 + 1,41 5,27 +0,72 0,330
PD/Vdf (mmHg/ml) 11,7 (9,2-13,9) 13,7(10,6-19,9)** 0,420%
o/e dia (g/cm?/%) 0,15+ 0,06 0,15 (0,04) 0,940

PS max: presséao sistdlica maxima; +dp/dt max: derivada positiva maxima da pressao; -dp/dt max:
derivada negativa maxima da pressao; PS/Vdf: pressao sistélica/volume diastélico final; o/e sis:
estresse/deformacao sistolico; o/e dia: estresse/deformacgao diastélico; «: média e desvio padrao; #:
teste estatistico t de Student; **: mediana e intervalo interquartil; &: teste estatistico Mann-Whitney;

*:p <0,05.
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Tabela 6. Estudo morfométrico por meio da pesagem dos tecidos

C RVitA
N=20 N=19 P
PVE (g) 0,53 (0,51-0,55) 0,51 (0,48-0,54)** 0,347%
PVE/PC (g/mg) 2,51 + (2,42-2,67) 2,49 + (2,40-2,60) 0,704
PVD (g) 0,18 (0,15 -0,19) 0,16 (0,13 -0,19) 0,626
Ta VD (%) 74,3 (73,0-75,0) 75,7 (73,6-76,7) 0,211
Ta F (%) 68,6 + 20,0 68,0+ 16,1° 0,331%
TaP (%) 65,2 + 9,50 64,2 + 8,60 0,729
Ta A (%) 77,4 (76,1-78,1) 79,8 (75,7-81,9) 0,074

PVE: peso do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; PVD: peso do ventriculo direito, Ta VD: teor
de agua do ventriculo direito; Ta F: teor de agua figado do figado; Ta P: teor de agua do pulmao.; e:
média e desvio padrdo; #: teste estatistico t de Student; **: mediana e intervalo interquartil; &: teste

estatistico:Mann-Whitney.

Tabela 7. Estudo histopatolégico por microscopia Optica: drea seccional dos

midcitos e porcentagem de coldgeno

C RVitA

N=5 N=5 P
ASM (um?) 237 +18.8 230+ 13,3 0,314
C (%) 278+ 1,10 35+ 1,57 0,343

ASM: area seccional dos miécitos; C: porcentagem de colageno; «:média e desvio padrao; # :teste

estatistico: t de Student.
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Tabela 8. Estudo do estresse oxidativo cardiaco: lipoperoxidacdo, sistemas

antioxidantes nao enzimaticos e enzimaticos

C RvitA
N=5 N=5 P
HP (nmol/g) 164 (161-169) 211 (189-246)** 0,032*%
TAS (%) 36,8 (36,3-37,7) 31,4 (28,1-34) 0,056
HP/TAS (nmol/g) 4,40 (4,30-4,60) 6,70 (5,60-8,80) 0,032*
Catalase (umol/g) 167 + 35,0 161 +27,0° 0,794*
GSH-Px (nmol/mg) 35,6 + 5,01 40,5+ 21,6 0,630
SOD (nmol/mg) 1,40+ 0,03 1,38+ 0,02 0,610
PS (%) 14,4 (13,9-15,5) 14,8 (14,7-16,9) 0,220

HP: hidroperéxidos de lipideos; TAS: “total antioxidants substances”; GSH-Px: glutationa
peroxidase; SOD: superdxido dismutase. ; »: média e desvio padrdo; # : teste estatistico: t de

Student; **: mediana e intervalo interquartil; &: teste estatistico:Mann-Whittney; *: p < 0,05.

Tabela 9. Estudo do estresse oxidativo hepatico: lipoperoxidacdo, sistemas

antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos

C RvitA p
HP (nmol/g) 357 £ 50,9 358 +19,6° 0,953
TAS (%) 21,4+2,18 21,2+1,03 0,861
HP/TAS (nmol/g) 17,0+ 4,6 16,9+ 1,7 0,971
GSH-Px (nmol/mg) 105 (100,6-117,3) 107 (104,6-112,7)** 0,670%
SOD (nmol/mg) 2,6 0,1 2,4+0,1 0,019*

HP: hidropero6xido ; TAS: “total antioxidant substances”- substancias antioxidantes totais; GSH-Px:
glutationa peroxidase; SOD: superoxido dismutase ; ©:média e desvio padrao; # :teste estatistico t
de Student; **: mediana e intervalo interquartil; &: teste estatistico Mann-Whittney; * p < 0,05.

Tabela 10.Estudo do metabolismo energético cardiaco

C RVitA
N=5 N=5 P
BOH (nmol/mg) 448 +6,3 31,6+62° 0,130%
LDH(nmol/mg) 137,5+ 15,5 131,56+ 24,9 0,660
CS(nmol/mg) 22,0+1,29 23,3+ 0,94 0,396

BOH:beta hidréxiacil coenzima-A desidrogenase; LDH: lactato desidrogenase; CS: citrato sintase;
+:média e desvio padrao; # :teste estatistico t de Student.
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Figura 1. Mediana e intervalo interquartil dos pesos das ratas controle e RvitA,

com 21 dias de vida, no momento do desmame.
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Figura 2. Média e desvio padrédo das ingestdes de dieta por animal, ajustado pelo

peso corporal, por dia.
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Figura 3. Média e desvio padrdo do peso das ratas adultas no momento da

eutanasia.
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Figura 4. Mediana e intervalo interquartil da idade das ratas adultas no momento

da eutanasia.
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Figura5. Média e desvio padrdo da dosagem da vitamina A total hepdtica das

fémeas recém-nascidas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 6. Média e desvio padrdo da dosagem do retinol sérico das ratas adultas,

por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura7. Média e desvio padrdo da dosagem da vitamina A total hepdtica das

ratas adultas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 8. Média e desvio padrdo da dosagem da vitamina A total cardiaca das

ratas adultas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura9. Média e desvio padrdo da medida do diametro diastdlico do ventriculo

esquerdo realizada por ecocardiografia.
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Figura 10. Média e desvio padrdo da medida do didmetro sistélico do ventriculo

esquerdo realizada por ecocardiografia.
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Figura 11. Média e desvio padrédo da razdo entre as medidas do didmetro do atrio

esquerdo e didmetro da aorta, realizadas por ecocardiografia.
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Figura 12.Média e desvio padrdo da razdo entre as medidas da espessura da
parede posterior e diametro diastélico final do ventriculo esquerdo,

realizadas por ecocardiografia.
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Figura 13.Média e desvio padrdo da avaliacdo da funcdo sistolica do ventriculo
esquerdo por meio da porcentagem de encurtamento realizada por

ecocardiografia.
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Figura 14.Média e desvio padrdo da avaliacdo da funcdo sistélica do ventriculo

esquerdo por meio da fracdo de ejecdo realizada por ecocardiografia.
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Figura 15.Média e desvio padrdo da massa do ventriculo esquerdo realizada por

ecocardiografia.
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Figura 16. Média e desvio padrdo da primeira derivada positiva de pressdo obtida

por meio do estudo do coracéo isolado.
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Figura 17. Média e desvio padrdo do peso do ventriculo esquerdo.
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Figura 18.Média e desvio padrdo da drea seccional dos midcitos obtida por

microscopia 6ptica, em laminas coradas com hematoxilina e eosina.
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Figura 19.Média e desvio padrdo da porcentagem de coldgeno obtida por

microscopia optica de laminas coradas com picrosirius vermelho.
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Figura 20. Mediana e intervalo interquartil da medida do estresse oxidativo por

meio da quantificacdo da formacdo de hidroperdxidos de lipideos no

tecido cardiaco
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Figura 21.Mediana e intervalo interquartil da avaliacdo do estresse oxidativo
obtida pela razdo entre a formacdo de hidroperdxidos de lipideos e a

capacidade antioxidante total, no tecido cardiaco.
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Figura 22. Média e desvio padrdo da avaliacdo do estresse oxidativo obtida por
meio da quantificacdo da formacdo de hidroperdxidos de lipideos no

figado.
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Figura 23. Média e desvio padrdo da avaliacdo do estresse oxidativo obtida pela
razdo entre a formacdo de hidroperdxidos de lipideos e a capacidade

antioxidante total, no tecido cardiaco.
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Figura 24. Média e desvio padrado da avaliacdo do estresse oxidativo obtida pela

dosagem da enzima superoxido dismutase, no tecido hepatico.
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Figura 25. Média e desvio padrao da avaliacdo do metabolismo energético cardiaco
por meio da dosagem da enzima beta hidréxiacil coenzima-A

desidrogenase.
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Figura 26. Média e desvio padrado da avaliacdo do metabolismo energético cardiaco

por meio da dosagem da enzima lactato desidrogenase.
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Figura 27. Média e desvio padrao da avaliacdo do metabolismo energético cardiaco

por meio da dosagem da enzima citrato sintase.
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A reducdo da ingestdo alimentar de vitamina A é a principal causa
desta deficiéncia. Sendo assim, modelos experimentais de restricdo alimentar de
vitamina A sdo amplamente utilizados para a investigacdo da influéncia desta
caréncia sobre érgaos alvos. Estes modelos podem gerar animais com diferentes
graus de deficiéncia de vitamina A, dependendo da intensidade e momento em
que ¢é realizada a restricdo alimentar deste nutriente. A deficiéncia intensa da
vitamina A, durante a gestacdo, causa infertilidade, abortamento, reabsorcao dos
embrides e malformacdes graves “V. A restricdo deste nutriente iniciada aos
filhotes apds seu nascimento, se intensa causa reducdo do peso corporal e se leve
torna o experimento muito longo até a reducdo dos estoques hepaticos 7.

O modelo experimental proposto por Gardner & Ross @7, utiliza a
restricdo alimentar, em duas geracdes, sendo possivel a obtencéo de filhotes com
deficiéncia marginal de vitamina A, sem comprometimento da fertilidade das
matrizes, do desenvolvimento dos filhotes e com auséncia de malformacoes
teciduais.

O presente estudo foi adaptado do modelo descrito acima, utilizando
apenas a primeira geracdo de animais. Assim, matrizes sem deficiéncia prévia de
vitamina A, apds o acasalamento passaram a receber dieta isenta desta vitamina
durante a gestacdo e lactacdo e os filhotes passaram a receber dieta com
quantidade de vitamina A inadequada, apds o desmame.

A restricdo alimentar de vitamina A durante a gestacdo e lactacao,
em matrizes previamente sauddveis, tém por finalidade reduzir os estoques
maternos e a transferéncia de vitamina A da matriz para os filhotes pela lactacéo,
sem causar deficiéncia vitaminica intra-itero ou interferéncia com o

desenvolvimento da prole @72V,

No presente estudo, os recém-nascidos
apresentaram niveis hepdticos de vitamina A semelhantes nos dois grupos. Estes
valores sdo também, préximos aos encontrados na literatura, 20 pmol/kg .
Este dado mostra que nao houve deficiéncia de vitamina A intra-utero, ja que
valores reduzidos sdo os esperados logo apds o nascimento ?*. Observou-se, ainda

que o comportamento semelhante entre os grupos controle e RvitA, em relacédo

ao peso ao desmame e peso no momento do estudo, mostra que nao houve
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comprometimento do desenvolvimento dos animais durante a fase embriogénica
e pos-nascimento.

Outros fatores que poderiam interferir com o desenvolvimento dos
animais seriam a quantidade de dieta ingerida e a influéncia de outros macro ou
micronutrientes. Para evitar estes fatores confundidores, foi utilizada a dieta AIN-
93 e realizada a quantificacdo da ingestdo. Esta dieta, por ser quimicamente
definida, ao ser produzida, permite o acréscimo ou retirada de qualquer
composto ou nutriente, com a manutencdo das outras substancias ®®. Nao é
possivel com a dieta habitual utilizada em laboratérios, por serem a base de
cereais, controlar a quantidade de vitamina A, o que nao ocorre com a AIN-93.
Observou-se, ainda, que a ingestdo de dieta entre os grupos controle e com
restricdo, dos animais em estudo e de suas progenitoras, foi semelhante,
mostrando que ndo houve interferéncia de outros nutrientes da dieta nos
resultados, ja que a unica diferenca entre elas é a quantidade de vitamina A.

No momento da eutandsia, os animais adultos do grupo controle
apresentaram vitamina A total hepdtica (1007 + 249 umol/kg de tecido hepdtico)
semelhante ao encontrado no trabalho de Gardner & Ross (917 + 71 umol/kg de
tecido hepdtico) @”. Os animais que receberam dieta restrita em vitamina A,
apresentavam niveis séricos de retinol semelhantes ao grupo controle. Os valores
encontrados nao sao considerados baixos, pois sdo superiores a 0,7 umol/L ®. O
retinol hepdtico do grupo que recebeu dieta restrita em vitamina A (124,9 £ 50,3
umol/kg de tecido hepdtico) foi inferior ao grupo controle. A deficiéncia marginal
de vitamina A foi caracterizada por Gardner e Ross por niveis séricos de retinol
proximo a 0,7 = 0,1 umol/ L e niveis hepdticos de vitamina A total de 3,8 + 1,3
umol/ kg @”. Assim, observa-se que no presente estudo a reducio da ingestdo de
vitamina A ndo causou deficiéncia deste nutriente, pois, apesar dos estoques
hepaticos estarem menores que os do grupo controle, sdo superiores aos
considerados depletados, pela literatura.

No presente estudo, foi observado que a dosagem da vitamina A
total no coracdo dos animais, que receberam dieta restrita deste nutriente, foi

inferior a do controle, evidenciando deficiéncia tecidual deste composto. Este
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achado mostra que, outro 6rgao diferente do pulmao, também apresenta niveis
de vitamina A reduzidos, em vigéncia da restricdo alimentar deste nutriente.

Desta forma, é possivel que a via de transporte de vitamina A pelos
quilomicrons aos tecidos, dependente da ingestao alimentar, tenha importancia
também no coragdo *?**¥. Pois, até o presente momento, prevalecia a hipétese
que, em vigéncia de reducdo de ingestdo de vitamina A, a mobilizacdo dos
estoques hepaticos seria suficiente para evitar deficiéncia sérica e
conseqlientemente tecidual.

Sabe-se que, em 6rgdos como o coracdo, a vitamina A, por meio da
acdo do 4cido retindico, modula a transcricio génica envolvida com diversos
processos como sintese de proteinas de midcitos, de estruturas da matriz
extracelular e producdo de energia **». No entanto, pouco se sabe sobre a
deficiéncia sistémica efou tecidual de vitamina A sobre o coracdo apds o
nascimento.

O presente estudo mostra que a reducédo tecidual de vitamina A no
coracdo foi suficiente para alterar a morfologia e funcdo deste érgédo. A evidéncia
de aumento das cavidades ventricular e atrial, observadas por aumento do
diametro diastélico do ventriculo esquerdo e da razdo entre atrio esquerdo e
aorta, reflete claramente que houve remodelacéo cardiaca.

Um dos potenciais mecanismos para que a deficiéncia tecidual de
vitamina A tenha desencadeado remodelacédo seria por reducdo da a¢do do acido
retindico no coracdo. Estudos experimentais mostram que a sinalizacdo da
expressdo génica, modulada pelo 4acido retindico, tem importante papel na
regulacdo da hipertrofia cardiaca 2. Assim, na falta da acdo deste, poderia haver
ativacdo de sintese protéica anormal levando a hipertrofia cardiaca ou a qualquer
outra alteracdo celular, bioquimica e intersticial, capaz de alterar sua forma,
dilatando a cavidade ventricular.

Outro mecanismo pelo qual a reducdo tecidual de vitamina A
poderia desencadear remodelacdo é por meio do estresse oxidativo. Estudos
prévios em ratos mostraram que a deficiéncia marginal de vitamina A causou
estresse oxidativo e mudancas nos sistemas de defesa antioxidantes do coracido

(%43 Entretanto, estes estudos analisaram animais com diferenca de peso entre
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grupo deficiente e controle, o que poderia favorecer o estresse oxidativo, por
desnutricdo energético-protéica.

O papel da restricdio de vitamina A como indutor de estresse
oxidativo pode ser evidenciado pelo fato da deficiéncia de vitamina A levar a
reducdo dos acidos graxos essenciais, favorecendo a lipoperoxidacdo. Outro fator
a ser considerado ¢ a interacdo da vitamina A com outros antioxidantes. Estudos
prévios sugerem que a vitamina A interage com outros sistemas antioxidantes
nio enzimaticos como a vitamina E, zinco, cromo, etc ¢®.

O estresse oxidativo é um dos fatores que podem desencadear,
participar ou ser consequéncia do processo de remodelacdo. Existem genes
sensiveis a oxi-reducdo, que ao serem ativados pelo estresse oxidativo, modulam a
sintese protéica envolvida com hipertrofia, com proliferacao de fibroblastos, com
sintese de coldgeno, com atividade das metaloproteases e a inibicdo da atividade
dos sistemas envolvidos com o transito de calcio, entre outros “¥.

O que se observou, neste estudo, foi que a lipoperoxidacdo estava
aumentada no grupo que recebeu a dieta restrita de vitamina A, observada pelo
aumento da formacdo de hidroperoxidos de lipideos.

A lipoperoxidacdo é o dano gerado as membranas de células e de
organelas, causado por espécies reativas de oxigénio. O desequilibrio entre a
formacao de espécies oxidantes e a funcao dos antioxidantes, a favor do primeiro,
levando a dano celular é denominado estresse oxidativo.

De fato, o metabolismo aerébio do oxigénio por oxidacdo e reducéo,
ocorre em todo momento no organismo levando a formacdo de moléculas
altamente reativas que incluem os radicais livres (superdxido, radical hidroxila),
que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados. Outras moléculas como o
perdxido de hidrogénio, ndo sdo consideradas radicais livres, mas detém grande
capacidade de causar toxicidade e dano celular ®***. Deve haver, portanto,
equilibrio entre a formacdo de espécies reativas de oxigénio e os sistemas
antioxidantes enzimdticos e ndo-enzimdticos. Os sistemas antioxidantes
enzimaticos mais conhecidos sao dependentes da acdo da glutationa peroxidase,
catalase e superodxido dismutase. Estes sistemas enzimdticos, de forma geral, sdo

capazes de interceptar as espécies reativas ja formadas neutralizando os
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compostos oxidantes “®. Existem ainda os antioxidantes ndo-enzimaticos
hidrofilicos como proteinas, dcido ascérbico, acido urico, selénio, manganés,
cromo, zinco e lipofilicos como o o-tocoferol. Estes interceptam as espécies
reativas de oxigénio, desativando-as por meio da formacdo de compostos que nao
sdo radicais livres e, portanto ndo reativos . Para a deteccdo destes sistemas
antioxidantes nao enzimdticos, é possivel realizar a dosagem individual de cada
composto, o que ndo permite a avaliacdo da cooperacdo ou sinergismo entre as
substancias hidrofilicas e lipofilicas “*®. Outro método de deteccdo destes
antioxidantes é por meio da medida da capacidade antioxidante total. Neste, o
tecido é exposto a uma substancia capaz de induzir a producdo de espécies
reativas de oxigénio, em seguida é realizada a medida da capacidade dos
antioxidantes inibirem a oxidacdo deste composto. Assim, é possivel detectar o
efeito cumulativo e integrado entre todas as substdncias antioxidantes e nao
apenas medidas isoladas de antioxidantes “?. Apesar de sua aplicagdo ainda ser
questionada, esta estratégia foi utilizada neste estudo ndo individualmente, mas
em complemento as dosagens de atividades enzimaticas “®. A razdo entre
formacao de hidroperodxido lipidico e capacidade antioxidante total (HP/TAS), tem
sido utilizada para a avaliacdio do balanco entre os sistemas oxidantes/
antioxidantes ©.

No presente estudo, observamos que os sistemas enziméticos
cardiacos ndo foram afetados pela restricdo de vitamina A, ja que nao houve
diferencas entre a atividade da glutationa peroxidase, catalase e superoxido
dismutase no coracdo dos animais controle e com restricio vitaminica. No
entanto, a razdo entre a lipoperoxidacdo e a capacidade antioxidante total foi
maior no grupo com restricdo vitaminica. Diferente do achado de Oliveros et al.
que observaram modificacdes nos dois sistemas, enzimaticos e ndo enzimaticos
cardiacos, em ratos com deficiéncia marginal de vitamina A @*.

Neste estudo, observamos ainda que no figado, dos animais que
receberam dieta restrita de vitamina A, ndo houve aumento da lipoperoxidacao.
Este fato ocorreu provavelmente pela acdo da enzima superdxido dismutase,
reduzida neste grupo. O figado é o 6rgao que reflete a o estresse oxidativo de

forma sistémica #®. Portanto, é possivel que a reducdo da ingestdo de vitamina A
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cause aumento do estresse oxidativo sistémico, requisitando o sistema
antioxidante enzimatico.

Deste modo, observou-se que a restricdo de vitamina A aumentou o
estresse oxidativo cardiaco, desencadeou o processo de remodelacdo, que foi
evidenciado pelo aumento das cavidades esquerdas.

Os potenciais mecanismos para ocorrer dilatacdo destas cavidades
podem ser por meio de alteracdes intersticiais como modificagdes no coldgeno da
matriz extracelular ou por hipertrofia excéntrica. Ambos podem ser
desencadeados por aumento do estresse oxidativo e por sintese anormal de
proteinas resultante da falta de acido retinéico.

No coracdo, o coldgeno é a proteina mais abundante da matriz
extracelular. O colageno tem papel importante no alinhamento entre as fibras
musculares e midcitos, na manutencdo da estrutura cardiaca, no suporte as
tensdes mecanicas, auxiliando na contracdo cardiaca. E necessario, no entanto que
exista equilibrio entre a formacdo da matriz coldgena e sua degradacdo realizada
pelas metaloproteases. A expressdo das metaloproteases, enzimas que degradam o
coldgeno da matriz extracelular, é ativada por estimulos de oxidacdo e reducao.
Sendo assim, o estresse oxidativo pode ativar metaloproteases que podem
degradar e alterar a composicdo da matriz extracelular, favorecendo alteragoes
estruturais como dilatacdo das cdmaras ©P. Independentemente das espécies
reativas de oxigénio, o d4cido retindico no tecido epitelial interfere com o
coldgeno, impedindo a degradacdo do mesmo. Em outro tecido, diferente do
coracdo, a deficiéncia marginal de vitamina A na modificou a matriz extracelular,
alterando a composicdo do colageno levando a prejuizo da funcdo renal @°.
Entdo, é possivel explicar a dilatacdo das cavidades em vigéncia de restricdo de
vitamina A por meio do aumento do estresse oxidativo e talvez por acdo direta da
falta de d4cido retindico na modulacdo da sintese e degradacdo da matriz
extracelular.

A hipertrofia cardiaca acontece como resposta adaptativa a varias
formas de agressdo cardiaca. A hipertrofia excéntrica, que ocorre pelo
crescimento longitudinal do midcito, em relacdo a espessura da parede deve ser

considerada como um dos mecanismos para dilatacdo de cavidades. O estresse
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oxidativo tem sido apontado como indutor de hipertrofia, por alterar expresséao
génica cardiaca estimulando a sintese protéica e o crescimento do midcito ©.
Como ja citado, o acido retindico também regula a hipertrofia cardiaca. No
entanto, no presente estudo, as varidveis, peso do ventriculo esquerdo, massa do
ventriculo esquerdo e area seccional dos midcitos, semelhantes entre os grupos,
mostram que nao houve hipertrofia.

O processo de remodelacio tem papel fundamental no
desenvolvimento de disfuncdo cardiaca diastélica ou sistélica ©*?. Neste estudo
nao observamos disfuncdo diastdlica. Este fato pode ter ocorrido devido a alta
frequiéncia cardiaca do rato, que prejudica a avaliacdo. Outra justificativa para a
auséncia de disfuncdo diastdlica seria a dilatacdo do ventriculo esquerdo, que
poderia levar a maior complacéncia da camara, mudando a forma de enchimento,
ndo permitindo a visualizacdo desta disfuncéo.

Os dados ecocardiogréficos do presente estudo mostram que houve
disfuncao sistdlica observada pela reducdo da fracdo de ejecdo, da porcentagem
de encurtamento e por maior diametro sistélico final do ventriculo esquerdo. O
estudo ecocardiografico apresenta a vantagem por ser niao invasivo e realizado
em condic¢bes proximas as fisioldgicas, admitindo as variagdes sistémicas humorais
e mecanicas de cada animal.

O estudo do coracdo isolado, por sua vez, permite a obtencdo de
dados sugestivos da funcdo da cavidade cardiaca e do miocdrdio. A vantagem
deste método é que sdo retirados os fatores humorais sistémicos, a carga é
controlada e é realizado em presenca de marcapasso artificial mantendo-se
constante a frequiéncia cardiaca. Assim, este estudo complementa os achados do
realizado por meio de ecocardiografia ®®.

A primeira derivada positiva da pressdo ventricular, que representa
a variacdo maxima da pressdo em determinado tempo, e o estresse/ deformacéo
sistolicos sdao considerado indicadores de contratilidade intrinseca do miocardio,
durante o estudo do coracdo isolado. A primeira derivada positiva mdxima estava
reduzida no grupo que recebeu dieta restrita de vitamina A, mas o
estresse/deformidade sistélico preservado. Esta funcdo intrinseca ao musculo é

complexa e dificil de ser avaliada. Portanto, apesar de ndo haver diferencas entre
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estas duas varidveis, é possivel afirmar que houve prejuizo da contratilidade
miocardica, considerando os valores da primeira derivada positiva de pressao.

A contragdo cardiaca depende da interacdo de muitos fatores como o
transito de célcio, proteinas contrdteis, sinalizacdo de estruturas do citoesqueleto,
sinalizacdo da matriz extracelular entre outros. Assim, a disfuncdo ventricular
pode ter origem em estruturas do midcito, em altera¢des na funcdo da cavidade
cardiaca ou dependente de fatores humorais sistémicos ©*%.

A disfuncdo sistolica causada pela remodelacdo pode ocorrer por
aumento da morte celular por apoptose ou por necrose, reduzindo o niimero de
unidades contrateis ©®. E possivel a ocorréncia de alteracdes na sintese de
proteinas contrateis, como o aumento da sintese de miosina de cadeia pesada B
(MHC- B), com menor poder contratil ou reducdo da MHC-a ©.

O citoesqueleto também pode estar envolvido na disfuncéo
miocdrdica, pois além de contribuir para a integridade da estrutura cardiaca e
resisténcia mecanica dos midcitos cardiacos, desempenha papel na transmissdo de
sinais da membrana ao nucleo que podem estar relacionados com a contracéo
cardiaca ©%.

O célcio e sua homeostase sdo fundamentais para que ocorra
contracdo muscular adequada. Alteracdes em canais-L, rianodina, calsequestrina,
calmodulina, fosfolamban, enzima SERCA-2 entre outros componentes do
processo de transito de calcio podem levar a disfuncdo muscular ©*®. O
comprometimento da via beta-adrenérgica, que é responsavel pela interacdo do
estimulo de catecolaminas com receptores celulares resultando em alteracdes
enzimaticas e iodnicas, principalmente no transito de calcio, resultando em
contragdo muscular, € outro potencial mecanismo de disfuncao ©2.

Alteracdées no colageno da matriz extracelular podem levar a
disfuncao sistélica. O colégeno nao tem apenas funcdo em manter a estrutura
cardiaca, mas também regulam a apoptose, a distensibilidade cardiaca e a
transmissdao de forca durante a contracdo, sendo importante para a funcdo
cardiaca. O aumento de fibrose, em substituicdo a massa celular dos midcitos ou
aumento da degradacédo do coldgeno por ativacdo das metaloproteases podem ser

decisivos para a deterioracdo da contratilidade cardiaca ©V.
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As agressdes ao coracdo capazes de induzir ao processo de
remodelacdo podem alterar a producdo de energia deste drgdo. Alteragdes no
metabolismo energético podem tanto causar disfuncdo por déficit de energia,
como podem acontecer em conseqiiéncia da remodelacdo agravando este processo
(55,56)_

No presente estudo, o estresse oxidativo pode ter sido um dos
responsdveis pela pior funcdo cardiaca dos animais que ingeriram dieta pobre em
vitamina A. Este fato pode ser explicado por meio do papel do estresse oxidativo
em reduzir a atividade da reticulo sarcoplasmatico calcio ATPase SERCA2, que é
uma bomba de cdlcio de membrana e fundamental para a contracdo cardiaca

(52,54)

adequada . O estresse oxidativo também pode induzir apoptose, ativar
degradacdo da matriz extracelular pelas metaloproteases, entre outros fatores
que regulam a contracdo cardiaca. Outra explicacdo pode estar relacionada com o
papel do acido retindico em modular a expressdo das proteinas contrdteis como
as miosinas de cadeia pesada a e B. Assim, a restricdo de vitamina A poderia estar
reduzindo a miosina de cadeia pesada a, com maior velocidade e poder contratil
(42).

Neste estudo foram avaliadas varidveis como fibrose e metabolismo
energético. Ndo evidenciamos aumento de fibrose por meio do estudo por
microscopia Optica, mas outras alteracdes na matriz extracelular como ativacao
de metaloproteases e mudancas no tipo de coldgeno nao foram avaliadas.

Em relacdo ao metabolismo energético, sabe-se que em situacdes
normais o coracgao utiliza os dcidos graxos como principal fonte de energia. Cerca
de 60 a 90% do ATP produzido é proveniente desta fonte e o restante de glicose
% Os acidos graxos sofrem processo de beta-oxidacao até a formacao de acetil
coenzima A que entrard no ciclo do citrato. Os carboidratos pelo processo da
glicélise formam lactato, piruvato e depois acetil coenzima A para o ciclo do
citrato. O ciclo do citrato resulta na formacido de flavina adenina dinucleotideo
reduzida (FADH2) e nicotinamida adenina nucleotideo (NADH) que entram em
cadeia de transporte de elétrons gerando gradiente eletroquimico ao longo da
membrana da mitocondria, permitindo a sintese de ATP. Este processo é

denominado fosforilacio oxidativa ©¥. Em situacdes de estresse cardiaco, os
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carboidratos passam a ser a principal fonte de energia, gerando, no entanto,
quantidade menor de ATP. Vdrias enzimas participam deste processo e suas
atividades podem sugerir se uma ou outra via estdo em bom funcionamento ©*°%.
O presente estudo ndo encontrou alteracées entre a dosagem das enzimas B-
hidroxiacil coenzima A desidrogenase e lactato desidrogenase, mostrando que a
via da beta oxidacéo e via glicolitica estavam preservadas. Outra enzima estudada
foi a citrato sintase, que também foi semelhante entre os dois grupos mostrando
que a entrada do substrato acetilcoenzima-A no ciclo do citrato também nao foi
alterada pela restricdo de vitamina A. Geralmente durante o processo de
remodelacdo, ocorre alteracdo do metabolismo energético. Porém, é possivel que,
pelo fato dos animais estarem em situacdo de repouso, sem grandes necessidades
de geracdo de ATP, ndo foram observadas alteracdes nestas enzimas #8559,

Os resultados encontrados neste estudo podem ser esclarecedores
dos resultados obtidos por Zornoff et al. em 2005 ©”. Este mostra que a
administracdo de B-caroteno a ratos adultos levou ao aumento das cavidades e
reducdo da funcdo sistdlica, assim como o observado nos animais submetidos a
restricdo de vitamina A. Sabe-se que o pB-caroteno pode ter acdo tanto
antioxidante, como pré-oxidante. Em relacdo a sua acdo pré-oxidante evidéncias
sugerem que metabdlitos do B-caroteno, como o B-Apo-8’-carotenal induzem a
atividade de enzimas do citocromo P450, as CYPs, que aumentam o catabolismo
do acido retindico, depletando o organismo deste composto ©”*®. Liu et al.
observaram que adoninhas expostas a fumaca de cigarro e que receberam
suplementacdo farmacolégica de beta-caroteno apresentaram aumento das
atividades das CYPs, levando ao aumento do catabolismo do acido retindico no
tecido pulmonar. Ou seja, os danos gerados pela administracdo de B-caroteno
foram compativeis com o que ocorre em situacdes de deficiéncia tecidual de

vitamina A ©9,
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7. CONCLUSAO



Portanto, pode-se concluir que a restricdo dietética de vitamina A é
capaz de reduzir os niveis teciduais deste nutriente. Esta deficiéncia tecidual
induziu remodelacdo cardiaca, observado por aumento das cavidades esquerdas e
acompanhado de disfuncdo sistdlica. O estresse oxidativo gerado pela restricdo
de vitamina A associado a modificacdo da capacidade antioxidante total sao
mecanismos participantes do processo de remodelacdo. Este estudo traz
informacdes inéditas, sugerindo que a reducdo tecidual de vitamina A, causa
lesdes e disfuncdo a érgaos como o coracdo. Considerando a ingestdo inadequada
de vitamina A por grande parte da populacdo, esta possibilidade poderia ter
implicacdo em termos de saude publica. Além disso, estes resultados podem
ajudar a explicar achados de outros estudos que envolvem a administracdo de

carotendides e acido retindico.
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8. RESUMO



A deficiéncia de vitamina A é problema de satuide publica mundial e as
principais populacdes acometidas sdo criancas e gestantes. Existem 250 milhdes
de pessoas no mundo com esta deficiéncia e sua principal causa é a reducdo da
ingestdo deste composto. O conceito de deficiéncia de vitamina A consta da
deplecdo de estoques hepdticos associada a reducdo do retinol sérico.

A deficiéncia de vitamina A é sabidamente prejudicial a fase
embriogénica cardiaca. Apés o nascimento, na idade adulta, a vitamina A exerce
papel na manutencdo da estrutura e funcdo do coracdo e sua suplementacdo
parece ser benéfica como atenuante da remodelacao cardiaca.

Pouco se sabe, no entanto, sobre a influéncia da deficiéncia de
vitamina A sobre o coracdo apds o nascimento, ja que esta caréncia ndo é comum
na populacdo adulta, devido ao grande estoque hepdtico. Existe, entretanto, o
transporte de vitamina A, para os tecidos, pela via dos quilomicrons. Esta via é
dependente da ingestao vitaminica e ndo de seus estoques. Sendo assim, é possivel
que a ingestdo inadequada deste composto, cause reducdo tecidual desta vitamina
previamente a deplecdo dos estoques hepdticos e ao aparecimento da deficiéncia
de vitamina A.

Considerando que mais da metade da populacédo brasileira, incluindo
adultos, apresenta ingestdo de vitamina A inferior a 50% das recomendacdes, a
reducdo tecidual deste composto passa a ser uma possibilidade ainda nao
estudada nos tecidos, como o coracdo. Portanto, formulamos a hipétese que a
ingestdo inadequada de vitamina A, na auséncia de deficiéncia deste composto, ou
seja, com manutencdo da retinolemia sérica e estoques hepaticos, leva a reducéo
vitaminica no tecido cardiaco causando remodelacio.

Assim, foram estudadas 91 ratas Wistars: 45 do grupo controle e 46
do grupo com ingestdo reduzida de vitamina A (RvitA). As ratas controle sdo
filhas de 13 matrizes que durante a gestacdo e lactacdo receberam dieta AIN-93
com 4 equivalentes de retinol por grama de dieta (RE/g), considerada adequada
para estes animais. As ratas RvitA sdo filhas de 12 matrizes que durante a
gestacdo e lactacdo receberam dieta AIN-93 isenta de vitamina A. Quando recém-
nascidas, 16 ratas de cada grupo foram eutanasiadas e avaliadas quanto a

dosagem hepdtica de vitamina A. As 29 ratas C e 30 ratas RvitA restantes foram
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amamentadas e desmamadas com 21 dias. Apés o desmame as ratas C
continuaram recebendo a mesma dieta e as ratas RvitA, passaram a receber dieta
AIN-93 com 0,18 RE/g de dieta, quantidade considerada inferior a adequada.
Estes animais foram criados até atingirem peso entre 200 - 250g, quando foram
avaliados por meio da ecocardiografia quanto a varidveis indicadoras de
remodelacdo: funcdo, geometria e massa. Em seguida, os cora¢bes de alguns
animais foram submetidos a avaliacdo de funcado pelo método do coracéo isolado.
ApOs a eutandsia, foram coletadas amostras de tecidos nos quais foram realizadas
dosagens bioquimicas de retinol sérico e hepatico, medidas de hipertrofia e de
fibrose, dosagens bioquimicas indicativas de lipoperoxidacdo, dosagens
bioquimicas da atividade de enzimas antioxidantes e da capacidade antioxidante
total e dosagem de enzimas envolvidas com o metabolismo energético.

Os resultados mostraram dilatacdo de atrio e ventriculo esquerdos,
acompanhados de disfuncdo sistdlica, nos animais com ingestao inadequada de
vitamina A, comprovando que houve remodelacdo cardiaca. Adicionalmente, foi
observado aumento da razdo entre lipoperoxidacdo e capacidade antioxidante
total. Sendo assim, um dos mecanismos envolvidos no processo de remodelacao,

causado pela restricdo dietética de vitamina A, é o estresse oxidativo.
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9. ABSTRACT



Pregnancy and childhood Vitamin A deficiency is an important public
health concern. There are 250 million people around the world with this
deficiency. The inadequate ingestion of this nutrient is the most important cause
of it. Low serum retinol concentration and liver stores severely depleted are the
biochemical findings in vitamin A deficiency.

Cardiac embryonic development requires vitamin A. Postnatal heart
are also a retinoid target organ, including the remodeling process. In spite of it,
there are few studies about vitamin A deficiency at postnatal heart.

Esterified retinol transported in chylomicron to tissues is reduced in
low vitamin A ingestion and can cause target organ deficiency in spite of
preserved serum and hepatic vitamin A.

The hypothesis of this study is that inadequate vitamin A ingestion,
without systemic deficiency of this nutrient, produces low heart levels of vitamin
A, resulting in cardiac remodeling.

Wistars female rats were studied: 45 at control group and 46 at diet
reduced in vitamin A (RvitA) group. Control rats were born from dams fed with
AIN-93 diet sufficient in vitamin A, during pregnancy and lactation. RvitA rats
were born from dams fed with AIN-93 vitamin A-free diet, during pregnancy and
lactation. Liver vitamin A was measured in sixteen newborns of each group.
Twenty nine control rats were fed onto the same diet during weaning and post
weaning period. Thirty RvitA rats were fed onto vitamin A-free diet during
weaning and vitamin A containing 0,18 retinol equivalent (RE)/g of diet post
weaning.

When the animals were 200-250g, they were subjected to a
transthoracic echocardiographic exam and to isolated rat heart study. Blood, liver
and heart samples were collected to vitamin A dosage, to oxidative stress
evaluation, to energetic metabolism evaluation, and to hypertrophy and fibrosis

measurements.




The Rvit A animals showed a higher left chamber diameters and a
reduced systolic function than the control rats. Also, lipid hydroperoxid/total
antioxidant capacity was higher in RvitA animals. In conclusion, heart deficiency
of vitamin A, caused by inadequate ingestion of this nutrient causes cardiac
remodeling. Additionally, the stress oxidative is one of the mechanisms involved

with the findings of this study.
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