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RESUMO




Resumo

O acido retindico (AR) ¢ um metabdlito bioativo da vitamina A que tem sua origem no
retinol. Este composto pode ser encontrado na forma de alguns isomeros como o 9-cis-AR e
Todo-Trans-AR  (ATRA). Eles possuem receptores especificos (RXR e RAR
respectivamente) € agem na ativagao ou na repressao da transcricdo de genes alvos dentro do
nucleo celular. No caso do ATRA, quando utilizado como suplemento, promove remodelagao
cardiaca.

O exercicio fisico (EF) por sua vez provoca alteragdes cardiacas classificadas como
fisiolégicas, melhora a funcdo e modifica estruturas para se adequar as exigéncias
hemodinamicas da quebra da homeostase.

No nosso protocolo avaliamos a influéncia do exercicio fisico sobre as alteragdes no
coragao de ratos Wistar machos submetidos a suplementagao com AR. Para isso, analisamos
os efeitos dos tratamentos no coragdo através do ecocardiograma, estudo do coracdo isolado,
peso do coragdo e estudo histopatoldgico. Essas andlises sdo capazes de caracterizar o
processo de remodelagdo cardiaca detectando alteracdes funcionais, quantidade de colageno,
hipertrofia ventricular elucidando situacdes fisiologicas ou patologicas.

Nossos resultados monstraram que os animais tratados com AR apresentaram menores
valores de diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo ajustado pelo peso, associado com
menor indice de massa do ventriculo esquerdo. Em relacdo aos dados funcionais, obtidos no
estudo do coragdo isolado, a associagao de AR com EF induziu menores valores da pressao
sistolica, derivada positiva e derivada negativa da pressao.

Portanto, podemos concluir que a associagdo do AR com o EF atenuou a hipertrofia

cardiaca e resultou em efeitos deletérios nas fung¢des sistolica e diastolica de ratos.
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ABSTRACT




Abstract

The Retinoic Acid (RA) is a bioactive metabolite of Vitamin A that has its origin in
Retinol. The AR can be found in some form of isomers such as 9-cis RA and all-trans-RA
(ATRA). They bind to specific receptors (RAR and RXR respectively) and act by activating
or repressing the transcription of target genes within the cell nucleus. In the case of ATRA
when used as a supplement promotes cardiac remodeling. Physical Exercise (PE) in turn
causes cardiac abnormalities classified as physiological and improves function and modify
structures to suit the requirements of hemodynamic homeostasis break. PE and RA together
can elucidate physiological situations at an early stage.

In our protocol we evaluate the influence of exercise on changes in the heart of male
Wistar rats treated with RA. For this, we analyzed the effects of the treatments in the heart by
echocardiography, the study of the isolated heart, heart weight and histopathology. These
analyzes are able to characterize the cardiac remodeling process detecting functional changes,
collagen and ventricular hypertrophy elucidating physiological or pathological conditions.

Our results showed that animals treated with AR had lower left ventricular end-
diastolic diameter adjusted for weight, and low mass index of the left ventricle. Regarding the
functional data, the RA association with exercise induced lower systolic pressure, derived
positive and negative derivative of pressure.

Therefore we can conclude that the association of AR with EF attenuated cardiac

hypertrophy and resulted in deleterious effects on systolic and diastolic functions in rats.
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1. INTRODUCAO




1. Introducéo

O exercicio fisico (EF) ¢ uma intervengdo que proporciona modificagdes no sistema
cardiovascular.  Essas alteragdes podem ser benéficas ou deletérias dependendo das
caracteristicas do exercicio. Estudos recentes mostraram que estimulos prolongados elevam
biomarcadores cardiacos como a troponina sinalizando danos (1-3). Exercicios exaustivos
estimulam a producdo continua de espécies reativas de oxigénio (EROS) acarretando
disfungdo celular e lesio no DNA no miocardio de ratos (4). Estes processos podem
modificam as estruturas de forma irreversivel e ocasionam morte celular. Por outro lado, a
hipertrofia cardiaca induzida pelo treinamento ciclico e continuo ¢ uma importante adaptagao
fisiologica, que inclui aumento equilibrado do ventriculo esquerdo (VE), didmetro do atrio
esquerdo, massa cardiaca, e espessuras de parede do VE efetuada pela hipertrofia dos
midcitos e neoangiogénese (5,6). Portanto as adaptagdes do tecido do miocardio resultantes
do treinamento fisico em modelos animais dependem de fatores como a modalidade,
intensidade, duragado e frequéncia da atividade fisica (7).

Em relagdo as modificagdes agudas, ocorre o aumento da frequéncia cardiaca, do
enchimento diastolico do ventriculo esquerdo, do volume sistolico e do débito cardiaco para
suprir a demanda sistémica de nutrientes e oxigénio. Adicionalmente adaptacdes relacionadas
ao metabolismo oxidativo no musculo esquelético e a hemodinadmica visam otimizar essas
modificagdes momentaneas (8-10). Cronicamente, foi observado o aumento da capacidade
fisica geral medida pelo consumo maximo de oxigénio (VO2 M4x), a melhora da eficiéncia
de movimento e maior tolerancia a acidose (11).

Desta forma, ¢ evidente que os beneficios no sistema cardiovascular relacionados ao

exercicio vao além da hemodinamica. No caso do sistema nervoso autbnomo, ocorre
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diminui¢cdo da atividade simpatica e aumento da atividade parassimpatica (17). Na
insuficiéncia cardiaca (IC), o exercicio fisico reduziu os niveis plasmaticos de TNF-a e de
interleucina 6 (IL6). Essas condi¢gdes determinaram a diminui¢ao do numero de internagdes, o
que reforca a importancia da pratica de exercicios fisicos na melhora da qualidade de vida de
pacientes com IC.

Estudos do musculo papilar e do coragdo isolado, realizados em animais,
demonstraram que o treinamento fisico melhorou a fung¢ao contratil e promoveu hipertrofia
cardiaca, caracterizando efeitos decorrentes do exercicio fisico em varidveis funcionais e
morfoldgicas cardiacas (10,18,19). Em humanos, o treinamento fisico resultou no processo de
hipertrofia cardiaca, com aumento das cavidades cardiacas, juntamente com a melhora de
parametros funcionais. O conjunto dessas condi¢des sugere adaptagdo fisiologica ao
treinamento fisico (20).

Dessa forma, as alteragdes no sistema cardiovascular decorrentes da pratica de EF sdo
bastante consistentes. Importante ressaltar que as alteracdes induzidas pelo EF sdo associadas
com variagdes moleculares, celulares e intersticiais, caracteristicas do processo de
remodelagdo cardiaca. Assim, as respostas decorrentes deste tipo de intervengdo caracterizam
a remodelacao cardiaca fisioldgica.

Outro aspecto a ser considerado refere-se ao fato de que outras intervengdes também
podem induzir alteragdes morfologicas e funcionais cardiacas. Nos ultimos anos, diversos
estudos tém analisado os efeitos da vitamina A sobre o coragao.

A vitamina A pode ser encontrada em duas formas principais: pré-formada (todo-
trans-retinol e seus ésteres) e a pro-vitamina A (beta-caroteno). Essa vitamina lipossoluvel
essencial € expressa no meio extracelular como retinol que, quando oxidado, transforma-se

em retinal (aldeido) e tem sua a¢do no meio intracelular desempenhando papel fundamental
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na visdo.

Na intera¢do com a enzima retinaldeido desidrogenase, o retinal é convertido em acido
retinodico (AR), importante na transcricdo, regulagdo de genes envolvidos na morfogénese,

diferenciagdo e proliferacao celular (21).

Este composto possui isomeros que podem ser encontrados nas formas trans como
todo-trans-acido retindico (ATRA) e cis como 9-cis-acido-retindico (9-cis-AR) e 13-cis-
acido-retindico (13-cis-AR). Porém, somente o ATRA e o 9-cis-AR sdo capazes de agir
dentro do nucleo ligando-se a seus receptores (RAR e RXR, respectivamente). Esta conexao
estimula a transcricdo génica e consequentemente sintese proteica (22).

Estudos realizados com ratos submetidos ao infarto agudo do miocérdio utilizando
ATRA mostraram diminui¢do da area do cardiomiécito e da porcentagem de coldgeno apos a
agressao (23). No modelo de ratos espontaneamente hipertensos, Lu e colaboradores
utilizaram ATRA (10mg e 20 mg/kg do animal/dia) e demonstraram a inibi¢ao da hipertrofia
de artérias intramiocardicas e da fibrose ventricular(24). Choudhary e colaboradores (25)
utilizaram a dose de 30 mg de ATRA/kg do animal/dia em um periodo de 5 meses e
observaram inibi¢ao da hipertrofia causada pela constri¢ao da artéria aorta em ratos. Portanto,
em modelos de agressdo, a suplementacao de AR parece atenuar o processo de remodelacao
cardiaca.

Por outro lado, quando o AR foi administrado em coragdes normais utilizando ATRA
em doses fisiologicas, resultou em hipertrofia cardiaca sem fibrose e manutencao da fungao
cardiaca em ratos (26). As alteragdes cardiacas relatadas condizem com adaptacdes
encontradas em situagdes fisioldgicas, como no exercicio fisico, ou situagdes patoldgicas em

fase inicial, como na sobrecarga de volume. Portanto, com base nas evidéncias apresentadas,
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0 ATRA ¢é um agente causador de remodelagdo cardiaca fisioldgica.

Pelo exposto, os efeitos da associagdo entre o AR com o exercicio fisico podem
esclarecer se os feitos no coracao normal sao potencializados. Também elucidar se os efeitos
do AR no coragdo normal sdo compativeis com alteragdes fisioldgicas ou patoldgicas em fase

inicial.
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HIPOTESE




2. Hipotese

Elaboramos a hipdtese de que o exercicio fisico moderado pode influenciar o processo

de remodelacao cardiaca induzida pelo acido retindico.
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OBJETIVO




3. Objetivo
Avaliar a influéncia do exercicio fisico na remodelagdo cardiaca induzida pelo acido

retinoico.
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4. MATERIAL E METODOS



4. Material e métodos
Delineamento Experimental

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo 985/2012), utilizando os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, garantidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal.

Foram utilizados neste estudo 80 ratos Wistar, pesando entre 200 e 250 gramas,
originados do Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais para controle de ingestdo didria, alimentados com racdo comercial
padrdo (Nuvilab®) e livre acesso a agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas), de
temperatura (aproximadamente 25° C) e de umidade constante.

Apos adequagdo do peso, os animais foram separados aleatoriamente em quatro
grupos: Grupo C (n=20) formado por animais sedentarios e alimentados com ragdo padrao;
Grupo EX (n=20) formado por animais treinados em esteira rolante (Fig. 1) e alimentados
com ragdo padrdo; Grupo EA (n=20) formado por animais treinados em esteira rolante e
alimentados com ragdo padrao suplementada com acido retindico (0,3 mg/kg ragdo); Grupo
AR (n=20), formado por animais alimentados com racdo padrdo suplementada com &cido
retindico (0,3 mg/kg racdo). A dose de AR (Fig. 2) utilizada foi a mesma de estudo realizado
anteriormente (26). O isémero utilizado na suplementacio foi o Todo Trans Acido Retindico
(ATRA). Apo6s 4 meses de tratamento, os animais foram submetidos a estudo funcional,

morfométrico e bioquimico.

Figura 1- Treinamento em esteira rolante Figura 2- AR para produgdo de 15 kg de ragao
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Protocolo de Exercicio Fisico

Os animais passaram por um periodo de adaptagdo que, inicialmente, utilizou a
velocidade de 0,5 km/h (8,3 m/min) durante 30 minutos na primeira sessdo. Diariamente, a
velocidade e a duragdo foram aumentadas em 0,20 km/h (3,3 m/min) e 5 minutos,
respectivamente, até 1,5 km/h (25 m/min) por uma hora. O exercicio teve frequéncia de 5 dias
por semana até o final do periodo experimental (Fig. 3). As sessdes de treinamento foram

realizadas em ciclo invertido de luz.

30 40’ 50’
8,3m/min 357 15m/min 45 21,6m/min 55’
11,6m/min 18,3m/min 25m/min 60’

I I I I I 25m/min )

R N R R % 5 X SEMANA
s % s % % %
. J
PERIODO DE ADAPTA(;AO

. _J/

Y

PERIODO DE TREINAMENTO
(4 MESES)

Figura 3- Esquema do periodo de treinamento com evolugdo da intensidade e volume.

Analise de Consumo Maximo de Oxigénio

Na ultima semana de treinamento, os animais foram submetidos ao teste de esforco
maximo para medir o consumo maximo de oxigénio (VO2 Max) com o objetivo de detectar a
intensidade do exercicio. O VO2 Max foi medido por analisador de oxigénio (AVS Projetos)
conectado a sistema que captava informagdes com a frequéncia de 1Hz. A esteira rolante se
localizava dentro de caixa acrilica vedada com controle de velocidade digital (Fig. 4). O ar
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ambiente foi bombeado para a camara fechada por bomba de ar com fluxo de 3,5 1/min.
Amostras deste ar foram utilizadas para medir a variacdo de oxigénio dentro da cdmara
durante a corrida. O analisador foi calibrado com ar ambiente a cada novo teste. Uma grade
de aco inoxidavel foi produzida sob medida no final da pista e, quando tocada, fornecia
estimulo elétrico para manter os ratos correndo até o final do teste. Entretanto, a area total da
pista garantiu que o animal dispusesse de espago suficiente para correr sem ter contato
constante com o aparato.

Os animais submetidos ao teste de esforco perfizeram 15 minutos de aquecimento
em velocidade de 8 m/min antes do inicio do protocolo para quantificacio do consumo de
oxigeénio. A velocidade inicial do teste foi de 13 m/min. Os estagios tiveram 3 minutos de
duragdo e acréscimo de 3 m/min ao final deste periodo. Os critérios para obtengdo do VO2
Maix foram estabilizacdo no consumo de oxigénio mesmo com acréscimo de velocidade e/ou

presenga de exaustao.

Figura 4 — Analisador de oxigénio e esteira rolante

Estudo Ecocardiografico
ApoOs quatro meses de tratamento, os ratos foram novamente anestesiados com
cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) por via intramuscular. A seguir,

foi realizada tricotomia da regido anterior do térax e os animais posicionados em decubito
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lateral esquerdo para realizagdo do ecocardiograma transtoracico. Foi utilizado equipamento
da General Electric Medical Systems, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de
transdutor multifrequencial de 5 a 11,5 MHz. A avaliagdao dos fluxos transvalvar mitral e
aortico foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. Todas as varidveis
morfologicas e funcionais do coragao foram obtidas de acordo com as recomendagdes da
American Society of Echocardiography(27) e ja validadas no modelo de ratos infartados e
no nosso laboratorio(28-33).

As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos.
As seguintes estruturas foram avaliadas: didmetros diastdlico (DDVE) e sistolico (DSVE) do
ventriculo esquerdo (VE); espessura diastolica (EDPP) da parede posterior do VE; espessura
diastolica do septo interventricular (EDSIV); e didmetro da aorta (AO) e do atrio esquerdo
(AE (8). A espessura relativa do VE foi calculada pela formula [(2 x EDPP) / DDVE](9). A
func¢ao sistolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento
endocardico (% Enc. Endo): [(DDVE — DSVE)/DDVE]; 2) velocidade de encurtamento da
parede posterior (VEPP), que ¢ a tangente méxima do movimento sistolico da parede
posterior; 3) fracdo de variacdo das areas sistolica e diastolica da cavidade ventricular; 4)
velocidade maxima de deslocamento sistolico do anel mitral (onda S) obtida por Doppler
tissular. Adicionalmente foi calculado o indice de performance miocardica do VE (indice de
Tei) (36). A fungdo diastolica do VE foi analisada pelos seguintes indices: 1) razdo entre os
picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contragdo atrial (onda A) do
fluxo transmitral; 2) tempo de desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento
1sovolumétrico (TRIV); 4) pico de velocidade de deslocamento diastdlico inicial do anel
mitral (E”) e pico de velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral (A’) obtidas

por Doppler tissular; e 5) razdo entre as ondas E e E’ (E/E’)(37, 38).
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Coracao isolado: preparacao de Langendorff

Apbs o estudo ecocardiografico, sete animais de cada grupo receberam tiopental
sodico (50 mg/kg) e foram submetidos a injecdo de 1000 UI de heparina via intraperitoneal.
Apos anestesia os animais foram ventilados com pressdo positiva utilizando oxigénio 100%.
Em seguida foi realizada esternotomia mediana e dissecada a aorta ascendente. Foi realizada
cateterizagdo dessa artéria com canula numero 15 e iniciada a perfusdo retrégrada com
solugdo nutriente (solucdo de Krebs-Henseleit com composi¢do, em milimoles/litro: 118,5
NaCl; 4,69 KCI; 2,52 CaCl,; 1,16 MgSOy4; 1,18 KH,POy; 5,50 glicose; 25,88 NaHCOs e
manitol) previamente submetida a filtro de acetato de celulose com poro de 5 micrometros.
Na perfusdo do coragdo, a temperatura da solugdo foi mantida em 37°C e a pressdao de
perfusdo permaneceu constante em 75 mmHg. O coragdo, conectado a canula, foi transferido
para equipamento responsavel pela perfusdo de coragdo isolado tamanho 3, tipo 830 da Hugo
Sachs Elektronik - March-Hugstetten, Germany. Dessa forma, um baldo de latex foi
introduzido na cavidade ventricular esquerda. O volume do baldo indicava ao transdutor a
pressdo dentro da cavidade a cada momento. Assim, todo estimulo teve seu registro grafico
das medidas de pressdo diastolica (PD), pressao sistolica (PS), derivada negativa (-dp/dt) e

positiva (+dp/dt) de pressao, como demonstrado na Figura 5.

Pressio de perfusio

Figura 5 — Registo grafico da pressdo diastolica (PD), pressao sistolica (PS), derivada negativa (-dp/dt), derivada positiva (+dp/dt) e pressdo

de perfusdo coronariana.
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Coleta de Material Bioldgico

Apos o estudo ecocardiografico, os animais foram sacrificados com dose excessiva de
pentobarbital (100 mg/kg) e o sangue foi coletado, antes da retirada do coracdo, figado e
pulmao. O sangue foi centrifugado para obtengao do soro que posteriormente foi congelado a
— 80° C. O figado e pulmio foram envolvidos com gaze para retirada do sangue. Apds o
estudo, o coragdo foi dissecado, separando-se o ventriculo esquerdo (VE) do ventriculo direito
(VD) e obtido o peso total do VE e VD. Em seguida o VE foi seccionado a 4 mm da ponta em
fragmento de 3 mm colocado em formol tamponado. Peso imido do VD, figado e pulmao
foram aferidos. O VE foi preservado em formol tamponado (formol 100% é4gua deionizada,
fosfato de sddio monobasico e fosfato de sodio dibasico) por 24 horas, depois lavado em agua
corrente por mais 24h e posteriormente banhado em alcool 70%, antes de ser parafinizado.
VE, VD, figado e pulméo foram congelados a —80° C. Posteriormente foram processados e

submetidos a determinagdes bioquimicas.

Estudo histopatoldgico

Seccionou-se o bloco de parafina em cortes de 5 micrometros de espessura. As
amostras foram fixadas com hematoxilina-eosina e com coloracao especifica para colageno
que ¢ o picrosirius vermelho (Sirius red F3BA em saturacdao aquosa de acido picrico). A area
dos miocitos foi determinada pela média das medidas de aproximadamente 100 miocitos por
lamina corada com hematoxilina-eosina. As medidas foram realizadas utilizando o
microscopio Leica (lente com aumento de 40x), ligado a camera conectada a um computador
com um software de andlise das imagens (Image-Pro Plus 3,0, Media Cybernetics, Silver

Spring, MD). Os midcitos escolhidos deveriam ter o nucleo central, em corte transversal, e
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foram medidos através de um contorno gerado pelo mouse. A porcentagem do volume de
colageno intersticial foi determinada nas laminas coradas com picrosirius vermelho, no
mesmo microscopio, com lente de aumento 40x e mesmo software acima citado. O programa
que analisa essa porcentagem permite a demarcagao de cor para presenca de colageno
(vermelho) e sem colageno (amarelo). Assim, estabeleceu-se a porcentagem do volume em
vermelho sobre o volume total do campo e a média de todos os valores. Foram considerados

aproximadamente 30 campos, excluindo-se o coldgeno perivascular.

Analise estatistica

Os valores foram apresentados em média + desvio padrdo ou mediana com percentil
25 e 75. Os testes foram realizados por meio do software SigmaPlot for Windows v2.03 da
SPSS. As comparagdes entre os grupos foram feitas pela andlise de variancia de duas vias

(ANOVA) complementados por Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5 %.
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D.

RESULTADOS




5. Resultados

Peso corporal

Os animais dos grupos tratados com exercicio fisico (grupos AE e EX) apresentaram

diferenca estatisticamente significativa no peso corporal ao final do periodo de exposi¢ao aos

tratamentos

(Gréfico 1).

(EX: 463,5£33,6 g C:479.4+412 g AR: 506,8+50,6 g; AE:459,5+38,0 g)

PESO CORPORAL
600
p(DIETA) = 0,088
p(EXERCICIO)= 0,008
p(DIETA x EXERCICIO)= 0,272
500 -
400

1

Grupos

Grafico 1 — Peso corporal dos animais dos grupos submetidos ao exercicio (EX), controle (C), suplementados com acido
retindico (AR) e tratados com exercicio e acido retindico (AE) ao final de quatro meses.
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Exercicio fisico

Para analisar o treinamento proposto, foram utilizadas as varidveis obtidas nos testes
de esforco maximo: tempo total de exercicio (Grafico 2), velocidade maxima (Grafico 3),
VO2 maximo relativo (Grafico 4) e percentual do consumo maximo de oxigénio na

velocidade de treinamento (Grafico 5).

Considerando os valores do tempo total de teste (EX: 35,2+7,0 min.; C:22,5+3,8 min.;
AR:12,0+4,2 min.; AE:33,0+7,7 min.; p DIETA:0,055; p EXERCICIO:<0,001; p
DIETAXEXERCICIO:0,193) obtidos na avalia¢io do esfor¢o e velocidade méaxima alcangada
ao final da corrida (EX: 45,2+7,0 m/min.; C:32,5£3,8 m/min.; AR:22,0+4,2 m/min.;
AE:43,0+7,7 m/min.; p DIETA:0,055; p EXERCICIO:<0,001; p
DIETAXEXERCICIO:0,193), foram observadas diferengas significantes na intervengdo do
exercicio fisico. O VO2 maximo relativo obtido na exaustdo ou na manutencdo dos niveis de
consumo maximo de oxigénio (EX: 107,4+11,3 ml/kg.min'l.; C:93,5+11,2 ml/kg.min'l;
AR:88,4+144 mlkgmin'; AE:92,2+18,9 mlkgmin'; p DIETA:0,183; p
EXERCICIO:0,244; p DIETAXEXERCICIO:0,496) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. No entanto, quando analisado o percentual do VO2
correspondente a velocidade de 25 m/min utilizada no periodo de treinamento (EX: 56,2+8,1
%VO2Max.; C:77,7£9,3%V02Max.; AR:116,5£20,0 %VO2Max.; AE:59,6+10,9
%VO2Max.; p DIETA:0,007; p EXERCICI0:0,<0,001; p DIETAXEXERCICIO:0,019),
houve diferenga significativa nos grupos submetidos ao exercicio em relagao ao tratados com

acido retinoico.
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TEMPO TOTAL DO TESTE DE ESFORCO
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Grafico 2 — Tempo total do teste observado pela exaustdo ou manuten¢ao no consumo maximo de oxigénio mesmo com
o incremento de velocidade no grupos exercicio (EX), controle (C), tratados com acido retindico (AR) e submetidos a

ambos os tratamentos (AE)

VELOCIDADE FINAL DO TESTE DE ESFORCO
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Grafico 3 — Velocidade que os animais apresentaram fadiga, impossibilitando-os de continuar a corrida.
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VO2 MAXIMO RELATIVO DO TESTE DE ESFORCO MAXIMO
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Grafico 4 — Volume de oxigénio maximo registrado nos ultimos 3 minutos do estagio que se estabeleu a exaustao.

PERCENTUAL DO VOZ MAXIMO NA VELOCIDADE DE 25 m/min
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Grafico 5 — Percentual do VO2 méaximo correspondente a 25 m/min que foi a intensidade utilizada no treinamentos dos animais
submetidos ao exercicio fisico.
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Estudo ecocardiogréafico

Os resultados morfofuncionais obtidos pelo estudo ecocardiografico apds quatro
meses de tratamento estdo ilustrados nas Tabelas 1 e 2.

Na analise das variaveis que demonstram alteracdes morfologicas, o resultado da
avaliacdo evidenciou aumento do didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE)
corrigido pelo peso corporal (EX:17,9+1,4 mm/kg; C:17,4+1,5 mm/kg; AE:17,8+1,6 mm/kg;
AR:16,2+1,3 mm/kg; p EXERCICIO: 0,005; p DIETA: 0,053; p DIETA x EXERCICIO:
0,120) (Grafico 6) e do Indice de Massa do Ventriculo Esquerdo (EX:1,7+0,2 g/kg; C:1,6+0,2
g/kg; AE:1,7+0,2 g/kg; AR:1,5+0,1 g/kg; p EXERCICIO: 0,029; p DIETA: 0,0,068; p DIETA
x EXERCICIO: 0,087) (Grafico 7) apresentaram diferencas significativas em relagdo ao
exercicio fisico.

Como demonstrado na Tebela 2, a suplementagdo com acido retindico interferiu nos
resultados que caracterizaram alteragdes da funcdo cardiaca, apresentando maior relagdo E/A
(EX:1,3+0,2; C:1,4+0,2; AE:1,5+0,3; AR:1,6+0,2; p EXERCICIO:0,178; p DIETA:0,001; p
DIETA x EXERCICIO:0,648). Em contrapartida, as variaveis A Mitral (EX:55,0(48,0-67,0)
cm/s; C:54,0(50,0-70,0) cm/s; AE:52,0(47,0-58,0) cm/s; AR:51,0(46,0-57,0) cm/s ms; p
EXERCICIO:0,761; p DIETA:0,016; p DIETA x EXERCICIO:0,528), A Septal (EX: 4,2(3,8-
4,8) cm/s; C:3,8(3,1-5,3) cm/s; AE:4,1(3,1-4,5) cm/s; AR:3,2(2,8-4,1) cm/s; p
EXERCICIO:0,090; p DIETA:0,037; p DIETA x EXERCICIO:0,865), A Lateral (EX:
4,1(3,1-5,7) cm/s; C:3,8(3,2-4,7) cm/s; AE:4,1(3,1-5,7) cm/s; AR:2,9(2,7-3,8) cm/s; p
EXERCICIO:0,055; p DIETA:0,038; p DIETA x EXERCICIO:0,352) e A’ Média (EX:
4,3(3,6-5,0) cm/s; C:3,8(3,1-4,4) cm/s; AE:4,0(2,8-4,8) cm/s; AR:3,1(3,1-4,4) cm/s; p
EXERCICIO:0,045; p DIETA:0,021; p DIETA x EXERCICI0:0,530) diminuiram.

O exercicio fisico influenciou as varidveis relacionadas a fun¢do cardiaca (Tabela 2)
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aumentando E/E” (EX: 18,4(16,1-20,5); C: 16,4(15,7-18,2); AE:18,8(17,5-23,3);
AR:18,3(17,2-19,7); p EXERCICIO:0,009; p DIETA:0,141; p DIETA x EXERCICIO:0,522)
e A" Média (EX: 4,3(3,6-5,0) cm/s; C:3,8(3,1-4,4) cm/s; AE:4,0(2,8-4,8) cm/s; AR:3,1(3,1-
4,4) cm/s; p EXERCICI0:0,045; p DIETA:0,021; p DIETA x EXERCICIO:0,530). Porém
diminuiu as ondas E Mitral (EX: 76,8+£9,0 cm/s; C:81,4+8,7 cm/s; AE:80,4+4,3; AR:83,6+6,7
cm/s; p EXERCICIO:0,035; p DIETA:0,110; p DIETA x EXERCICIO:0,718), E’ Septal (EX:
4,2(3,4-4,0) cm/s; C:5,0(4,5-5,4) cm/s; AE: 4,1(3,7-4,5) cm/s; AR: 4,5(4,2-5,1) cm/s; p
EXERCICIO:0,005; p DIETA:0,080; p DIETA x EXERCICIO:0,707), E’ Lateral (EX:
3,8(3,4-4,0) cm/s; C: 4,8(4,4-5,1) cm/s; AE: 4,4(3,4-5,0) cm/s; AR:4,5(4,2-5,0) cm/s; p
EXERCICI0:<0,001; p DIETA:0,850; p DIETA x EXERCICIO:0,171), E’ Média (EX:
4,0(3,5-4,6) cm/s; C: 5,0(4,5-5,2) cm/s; AE: 4,3(3,7-4,5) cm/s; AR: 4,6(4,4-4,8) cm/s; p

EXERCICIO:<0,001; p DIETA:0,271; p DIETA x EXERCICI0:0,308).
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Tabela 1 - Varidveis morfologicas avaliadas pelo ecocardiograma

Grupo C Grupo AR Grupo AE Grupo EX
Variaveis (n=19) (n=19) (n=15) (n=19) p(DIETA) p(EXERCICIO) p(DIETAXEXERCICIO)
PC (g) 479,4+41,2 506.8+50,6 459,5+38,0 463,5+33,6 0,088 0,008 0,272
DDVE/PC (mm/kg) 17,4+1,5 16,2+1,3 17,8+1,6 17,9+1,4 0,053 0,005 0,120
EDPP (mm) 1,3(1,3-1,3) 1,3(1,3-1,3) 1,3+(1,3-1,3) 1,3+(1,3-1,4) 0,541 0,632 0,316
Esp. Rel. 0,3+0,01 0,3£0,01 0,3+0,02 0,3+0,01 0,874 0,897 0,913
IMVE (g/kg) 1,6£0,2 1,5+0,1 1,740,2 1,740,2 0,068 0,029 0,087
AE/PC (mm/kg) 11,3+1,0 10,6+1,1 11,4+1,4 11,3+0,7 0,251 0,179 0,108

C: controle; AR: 4acido retindico; AE: &cido retindico exercicio; EX: exercicio; PC: Peso corporal; DDVE: Diametro diastdlico do
ventriculo esquerdo; EDPP: Espessura diastolica da parede posterior do ventriculo esquerdo; Esp.Rel.: espessura relativa do VE; IMVE:
indice de massa do ventriculo esquerdo; AE: Diametro do atrio esquerdo. Os dados foram expressos em meédia e desvio padrao ou
mediana com percentil 25 e 75 (para distribui¢do ndo paramétrica). Variaveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias
complementado pelo teste de Tukey.



Tabela 2 - Variaveis funcionais avaliadas pelo ecocardiograma

Grupo C Grupo AR Grupo AE Grupo EX
Variaveis (n=19) (n=19) (n=15) (n=19) p(DIETA) p(EXERCICIO) p(DIETAXEXERCICIO)
FC (bpm) 287,2+36,8 279,7+28,5 282,6+24,9 298.8+41,6 0,147 0,373 0,590
% Enc. Endo (%) 52,7+5,3 52,1+5,1 50,6+2,7 53,1+3,9 0,167 0,611 0,375
E/A 1,4+0,2 1,6+0,2 1,5+0,3 1,3+0,2 0,001 0,178 0,648
E/E’ 16,4(15,7-18,2)  18,3(17,2-19,7) 18,8(17,5-23,3) 18,4(16,1-20,5) 0,141 0,009 0,522
E Mitral (cm/s) 81,4+8,7 83,6%6,7 80,4+4,3 76,8+9,0 0,110 0,035 0,718
A Mitral (cm/s) 54,0(50,0-70,0)  51,0(46,0-57,0) 52,0(47,0-58,0) 55,0(48,0-67,0) 0,016 0,761 0,528
E’ Septal (cm/s) 5,0(4,5-5,4) 4,5(4,2-5,1) 4,1(3,7-4,5) 4,2(3,4-4,0) 0,080 0,005 0,707
A’ Septal (cm/s) 3,8(3,1-5,3) 3,2(2,8-4,1) 4,1(3,1-4,5) 4,2(3,8-4,8) 0,037 0,090 0,865
S Septal (cm/s) 3,7(3,4-4,0) 3,4(3,3-3,9) 3,6(3,3-3,6) 3,6(3,4-4,0) 0,231 0,555 0,276
E’ Lateral (cm/s) 4,8(4,4-5,1) 4,5(4,2-5,0) 4,4(3,4-5,0) 3,8(3,4-4,0) 0,850 <0,001 0,171
A’ Lateral (cm/s) 3,8(3,2-4,7) 2,9(2,7-3,8) 4,1(3,1-5,7) 4,1(3,1-5,7) 0,038 0,055 0,352
S Lateral (cm/s) 4,0£0,5 3,9+0,4 4,0+0,4 4,0+0,3 0,949 0,430 0,430
E’ Média (cm/s) 5,0(4,5-5,2) 4,6(4,4-4,8) 4,3(3,7-4,5) 4,0(3,5-4,6) 0,271 <0,001 0,308
A’ Média (cm/s) 3,8(3,1-4,4) 3,1(2,7-3,4) 4,0(2,8-4,8) 4,3(3,6-5,0) 0,021 0,045 0,530
S Média (cm/s) 3,8+0,3 3,740,3 3,8+0,4 3,8+0,3 0,460 0,394 0,254
Fragdo de Ejecdo 0,89+0,03 0,88+0,03 0,87+0,02 0,89+0,02 0,197 0,811 0,412

C: controle; AR: &cido retindico; AE: acido retindico exercicio; EX: exercicio; FC: Freqiiéncia cardiaca; % enc. Endo.: Porcentagem de
encurtamento endocardico; E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; Dados expressos em média e desvio
padrdo ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribui¢do ndo paramétrica). Variaveis normalizadas para realizacdo do teste de ANOVA de

duas

vias

complementado

pelo

teste

de

Tukey.
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Grafico 6 —Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal nos grupos exercicio (EX),
controle (C), tratados com &cido retindico (AR) e submetidos a ambos os tratamentos (AE)
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Gréfico 7 —Indice de massa do ventriculo esquerdo nos grupos exercicio (EX), controle (C), tratados com 4cido
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Coracéo isolado: preparacao de Langendorff

Os dados obtidos no estudo do coragado isolado estdo apresentados na tabela 3 e
evidenciaram que a suplementacdo com 4acido retindico influenciou a derivada positiva
(EX: 2875(2250-3375) mmHg/s; C: 2875(2500-3000) mmHg/s; AE: 2000(1875-2250)
mmHg/s; AR: 2250(1500-3375)mmHg/s; p EXERCICIO:0,429; p DIETA:0,024; p
DIETA x EXERCICIO:0,159), a derivada negativa (EX: 2375(1750-2625) mmHg/s; C:
2125(1875-2375) mmHg/s; AE: 1500(1250-1875) mmHg/s; AR: 1875(1250-52750)
mmHg/s; p EXERCICIO: 0,533; p DIETA: 0,039; p DIETA x EXERCICIO :0,070) ¢ a
Pressdo Sistolica Maxima (EX: 140,7+13,2 mmHg; C: 113,9+11,1 mmHg; AE:
108,5+11,1 mmHg; AR:119,2423.2 mmHg; p EXERCICIO: 0,747; p DIETA: 0,<0,001;

p DIETA x EXERCICIO: 0,159).
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Tabela 3- Dados do estudo do coragdo isolado

Grupo C Grupo AR Grupo AE Grupo EX
Varidvel (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) p(DIETA) p(EXERCICIO) p(DIETAXEXERCICIO)
+ dp/dt max
(mmHg/S) 2875(2500-3000) 2250(1500-3375) 2000(1875-2250) 2875(2250-3375) 0,024 0,429 0,159
- dp/dt max
(mmHg/s) 2125(1875-2375)  1875(1250-2750) 1500(1250-1875) 2375(1750-2625) 0,039 0,533 0,070
PS
(mmHg) 113,9+11,1 119,2+23,3 108,5+11,1 140,7+13,2 <0,001 0,747 0,159

C: controle; AR: 4cido retindico; AE: 4cido retindico exercicio; EX: exercicio; + dp/dt max: derivada positiva méxima de pressdo; - dp/dt
max: derivada negativa maxima de pressdo; PS: pressdo sistolica maxima. Dados expressos em média e desvio padrdo ou mediana com
percentil 25 e 75 (para distribui¢do ndo paramétrica). Varidvel normalizada para realizacdo do teste ANOVA de duas vias complementado

pelo teste de Tukey.
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Estudo morfométrico

Estdo apresentados abaixo (Tabela 4) os dados dos materiais biologicos
analisados. Nenhum dos tratamentos modificou o peso umido tanto do figado, do
pulmdo, do VE e do VD. Porém quando o VE foi corrigido pelo peso do animal
(Gréfico 8), apresentou diferenca significativa nos grupos tratados com exercicio fisico
(EX: 2,1+0,1 g/kg; C: 1,9+0,1 g/kg; AE: 2,0+0,2 g/kg; AR: 1,9+0,1 g/kg; p

EXERCICIO: 0,005; p DIETA: 0,957; p DIETA x EXERCICIO: 0,820).
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Tabela 4- Variadveis morfométricas

Grupo C Grupo AR Grupo AE  Grupo EX ’ )
Variavel (n=18) (n=19) (n=14) (n=19) p(DIETA) p(EXERCICIO) p(DIETAXEXERCICIO)
VE (g) 0,8+0,1 0,9+0,0 0,9+0,1 0,9+0,1 0,334 0,737 0,142
VD (g) 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,942 0,198 0,292
PULMADO (g) 2,5+0,4 2,1+0,3 2,5+0,5 2,2+0,3 0,993 0,551 0,028
FIGADO (g) 12,7£1,6 13,5+1,4 14,3£2,1 13,4+1,4 0,119 0,162 0,921
VE/PC (g/kg) 1,9+0,1 1,9+0,2 2,0+0,2 2,1+0,1 0,957 0,005 0,820

C: controle; AR: 4cido retindico; AE: 4cido retindico exercicio; EX: exercicio; PC: Peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD:
ventriculo direito. Dados expressos em média e desvio padrdo. Varidveis normalizadas para realizacdao do teste ANOVA de duas vias

complementado pelo teste de Tukey.
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Grafico 8 —Relagao entre o peso imido do ventriculo esquerdo com o peso corporal nos grupos exercicio (EX), controle (C),

tratados com acido retindico (AR) e submetidos a ambos os tratamentos (AE)

Estudo histopatologico
Os resultados apresentados pelas analises da area seccional do midcito (Gréfico

8) e porcentagem de colageno estdo demonstradas na tabela 5. Em relacdo ao
percentual de colageno presente no material analisado, ndo foi observada diferenca entre
os grupos. Entretanto, os grupos apresentaram diferencas significativas quanto a area

seccional do midcito (EX: 5129,9+665,1 um; C: 3470,1+416,0 um; AE: 3868,6+562,5

um; AR: 3838,7+608,5 um; p EXERCICIO: <0,001; p DIETA: 0,049; P DIETA x

EXERCICI0:<0,001;).
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Tabela 5- Estudo histologico

Grupo C Grupo AR Grupo AE Grupo EX ’ ’
Variavel (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) p(DIETA) p(EXERCICIO) p(DIETAXEXERCICIO)
ASM (um) 3470,1+416,0  3838,7+608,5 3868,6+562,5 5129,9+665,1 0,049 <0,001 <0,001
IC (%) 4,1+0,2 3,9+0,5 4,4+0,3 4,3+0,6 0,724 0,104 0,330

C: controle; AR: acido retindico; AE: acido retindico exercicio; EX: exercicio. ASM: area seccional do midcito; IC: Indice de
colageno. Dados expressos em média e desvio padrdo. Varidveis normalizadas para realizagdo do teste ANOVA de duas vias
complementado pelo teste de Tukey.
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Grifico 8 —Area seccional dos midcitos grupos exercicio (EX), controle (C), tratados com 4cido retindico (AR) e
submetidos a ambos os tratamentos (AE)
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6. Discusséo

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a influéncia do exercicio fisico na
remodelagdo cardiaca encontrada na suplementagdo do acido retindico. Nossos
resultados demonstraram que o acido retinodico resultou em remodelacao cardiaca
deletéria e que o exercicio fisico atenuou essa remodelagao.

O exercicio fisico realizado na velocidade utilizada no treinamento foi
classificado em estudos anteriores como de intensidade moderada. No estimulo, a
maior quantidade de adenosina trifosfato (ATP) originou da via aerdbia o que
explica a manutencdo prolongada da corrida (39). Assim, a combinacdo entre
volume e intensidade foi responséavel por adaptagdes fisioldgicas cardiacas (3).

Estudos clinicos e experimentais tém associado a melhora do condicionamento
aerdbico as adaptacdes cardiovasculares (40-42). Esses achados demonstram
melhora da fun¢do cardiaca (43-46) e dos mecanismos celulares que levam a
hipertrofia dos miocitos sem acimulo de colageno (46-49). Essas modificacdes
sd30 necessarias para a otimizagdo do fornecimento de oxigénio no miocardio e
garantir o bombeamento necessdrio de nutrientes para suprir a demanda
metabolica (50).

Em nossos resultados, assim como nos trabalhos citados anteriormente, foi
encontrada hipertrofia cardiaca evidenciada pelo aumento das cavidades cardiacas,
da massa e da area seccional do midcito, sem aciimulo de colageno (51,52). A
adaptacao a corrida foi demonstrada pelo menor percentual do VO2 maximo na
velocidade de treinamento, duracdo ¢ velocidade final no teste de esforgo.
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Portanto, podemos inferir, pelo conjunto dos resultados obtidos, que o exercicio
fisico, isoladamente, resultou em remodelagdo cardiaca fisioldgica.

A vitamina A tem sido objeto de varios estudos as modificagdes cardiacas. O
acido retinodico tem papel essencial no desenvolvimento cardiaco, agindo por meio
de receptores nucleares especificos: RAR ¢ RXR. No embrido, a quantidade de
acido retindico ¢ regulada para garantir o desenvolvimento embriondrio ideal. Em
trabalho que utilizou fetos de camundongos, a deficiéncia desse composto causou
a morte durante o desenvolvimento fetal. Neste contexto observou-se defeito no
coragao desses animais, evidenciado pela parede ventricular com baixa espessura
levando a dificuldade de adaptar-se ao crescimento (53). Observa-se, portanto, que
o0 4cido retindico ¢ importante elemento na fase embrionaria do desenvolvimento
cardiaco.

Na fase pds embrionaria, o 4acido retindico também parece modular a
morfologia e funcdo cardiaca. Estudo realizado em nosso laboratorio, utilizando
todo trans acido retindico (0,3 mg/kg ra¢do) durante 90 dias em ratos saudaveis,
resultou no aumento da massa do ventriculo esquerdo e da area seccional do
miocito com manutengdo da geometria normal ventricular. Os parametros
funcionais apresentaram melhora observando-se aumento na velocidade de
contragdo e do relaxamento ventricular. Quanto ao coldgeno intersticial, ndo
ocorreu alteracdes que demonstrassem fibrose. Esses achados foram semelhantes
as adaptacdes encontradas no exercicio fisico (26).

Por outro lado, o acido retindico tem papel inibitorio na remodelagao cardiaca em
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modelos de agressdo. Em animais hipertensos, a utilizacdo deste composto
abrandou a hipertrofia das artérias intramiocardicas e intrarenal e a fibrose
ventricular (54). A atenuacdao da expressao do sistema renina-angiotensina em
animais submetidos ao infarto agudo do miocardio amenizou a hipertrofia cardiaca
utilizando dose semelhante a deste trabalho. Outros estudos indicam que o acido
retindico pode atenuar a hipertrofia cardiaca com a interferéncia de diferentes
mecanismos como pela endotelina-1, angiotensina Il e catecolaminas (23,54-56).

Nas andlises realizadas em nosso trabalho, o grupo tratado com ATRA
apresentou hipertrofia cardiaca, caracterizada pelo aumento da area seccional. Em
contrapartida, essa interven¢ao demonstrou menor fungao sistdlica e diastolica,
representada pela diminui¢do das derivadas positiva e negativa, respectivamente.
Assim, o conjunto dos nossos resultados nos leva a concluir que a utiliza¢do dessa
intervengdo, por tempo mais prolongado que tempo utilizado em estudo anterior,
resultou em remodelagao cardiaca deletéria.

O principal objetivo de nosso estudo foi verificar os efeitos da associacao
dos tratamentos. Nesse sentido, quando somados o exercicio fisico e a
suplementagdo de acido retindico, ocorreram melhoras no percentual do consumo
de oxigénio correspondente a velocidade de treinamento, tempo final e velocidade
final para exaustdo no teste de esforco. Em relacdo aos efeitos morfoldgicos,
verificamos atenuacdo do processo de hipertrofia induzido pelo acido retindico,
evidenciado pela manuten¢do da area seccional dos midcitos. Portanto, os achados
citados acima indicam que o exercicio fisico atenuou a remodelacdo cardiaca
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deletéria associada com a suplementacao de acido retindico.
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7. Conclusao

Nossos dados sugerem que o exercicio fisico moderado e a suplementagao
com acido retindico, isoladamente, induzem remodelacao cardiaca.

A remodelacao induzida pelo acido retindico foi acompanhada por piora das
fungdes sistolicas e diastdlicas do ventriculo esquerdo, condizentes com situagdes
patoldgicas.

O exercicio fisico atenuou a remodelacdo cardiaca induzida pelo acido

retinoico.
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