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AD - drea diatdlica

AE - atrio esquerdo

Ao - aorta

AR - 4cido retindico

AS - area sistdlica

DC - débito cardiaco
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DSVE - diametro sistélico do ventriculo esquerdo
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IAM - infarto agudo do miocardio

LRAT - lecitina retinol acil transferase

MMPs - metaloproteinases da matriz extracelular
MHC - miosina de cadeia pesada

PC - peso do rato

RAR - receptor do acido retindico

RBP - proteina carreadora do retinol

RE - equivalente de retinol

RXR - receptor rexindide

TIMPs - inibidores teciduais das MMPs

TRIV - tempo de relaxamento isovolumétrico

TRIV/RR®® - tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela FC

VD - ventriculo direito
VE - ventriculo esquerdo
VS - volume sistdlico

VTI - integral da velocidade-tempo
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Introdugao



As patologias envolvendo o aparelho cardiocirculatério sdo as
principais causas de morte em todo o mundo. No Brasil, segundo o Datasus®,
correspondiam a 31,8% das causas de 6bito em 2004, sendo responsaveis em
2005 por mais de um milhdo de internacdes®. Dentro deste grupo, devido aos
altos indices de mortalidade, destaca-se a sindrome coronariana aguda, que inclui
a angina instavel e o infarto agudo do miocardio (IAM), com e sem supra-
desnivelamento do segmento ST.

Apds o IAM, podem ocorrer alteracées complexas na arquitetura
ventricular, envolvendo tanto a regido infartada como a nao infartada. Nos
ultimos anos, estas adaptacdes passaram a ser estudadas com o nome de
remodelacdo ventricular ou cardiaca. Outro dado relevante é que a remodelacéo
pode levar a insuficiéncia cardiaca, principal responsavel pelo aumento da
morbimortalidade apds o IAM®,

A remodelacdo cardiaca obedece ao processo geral de adaptacdo
bioldgica. A adaptacdo bioldgica é o processo pelo qual um érgdo ou organismo
expressa novo programa genético em resposta a estimulo ambiental®. Na
sobrecarga pressérica do ventriculo esquerdo, por exemplo, ocorre resposta
quantitativa (hipertrofia concéntrica, que normalizard a tensdo na parede do
ventriculo esquerdo) e qualitativa (diminuicao da velocidade de encurtamento da
fibra miocdrdica), que levara a diminuicdo da quantidade de ATP consumido. Essa
alteracdo da expressdo génica, que possibilita ao coracdo recuperar o gasto
energético normal, tem efeitos benéficos e deletérios. Nesse caso, a insuficiéncia
cardiaca, quando ocorre, indica o limite do processo bioldgico adaptativo®.

As alteracdes fenotipicas do processo de remodelacio sdo
semelhantes em diversas condi¢bes, como desenvolvimento fetal, sobrecarga de
volume e pressdo, senescéncia e hipotireoidismo. Isso ocorre porque a agressdo
externa leva sempre a re-expressdo do mesmo programa genético, o fetal. Logo, a
remodelacdo cardiaca é caracterizada como a re-expressao de programa genético
fetal.

Apesar da remodelacdo ser evento complexo, as alteracdes
morfolégicas do ventriculo esquerdo, como o aumento da massa, volume e

alteracdes geométricas sdo os componentes de mais fécil deteccdo. Podemos
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distinguir trés formas principais de remodelacdo: a concéntrica, a excéntrica e a
remodelacdo com manutencdo da geometria ventricular®.

Na remodelacdo concéntrica, ocorre reducido da relacdo entre a
cavidade ventricular e a espessura da parede, induzidos, principalmente, pela
sobrecarga pressorica. Na excéntrica, ha aumento da relacdo cavidade
ventricular/espessura da parede, induzidos, principalmente, pela sobrecarga de
volume. Na remodelacdo com manutencdo da geometria, ocorre aumento da
cavidade ventricular com manutencdo da relacdo entre a cavidade e a espessura
da parede.

No inicio do processo de remodelacdo, as adaptacdes morfoldgicas
sdo importantes para a manutencdo da funcdo cardiaca. No entanto,
cronicamente, a remodelacdo ¢é reconhecida como processo patoldgico
considerdvel, que resulta em progressiva disfuncdo ventricular, insuficiéncia
cardiaca clinica e morte subita®®.

As causas da transicdo da remodelacdo compensada para a
insuficiéncia cardiaca ainda ndo estdo bem esclarecidas. Algumas hipédteses
principais foram propostas: ativacdo das metaloproteinases da matriz extracelular
(MMP) e reducdo da expressdo dos inibidores teciduais das MMPs (TIMPs);
ativacdo neurohumoral; estresse oxidativo; alteracdo das proteinas contrateis e
acumulo anormal de colageno®*?,

O processo de remodelacdo apds o IAM ¢, entretanto, mais
complexo. Esse processo inclui: expansdo do infarto, dilatacdo aguda da area
infartada; sobrecarga de volume induzida por esta expansdo; e sobrecarga de
pressdo induzida pelo aumento de volume®™V.

A expansdo ocorre devido a morte e deslizamento de midcitos
principalmente na regido apical do ventriculo esquerdo, onde a tensdo parietal é
maior. Na fase inicial da remodelacdo pds-IAM, o aumento do volume diastdlico
final do ventriculo esquerdo melhora ou até normaliza o débito cardiaco pela lei
de Starling. No entanto, a longo prazo, ocorre aumento no comprimento dos
midcitos da regido nao infartada devido a hipertrofia, acarretando o aumento da

cavidade ventricular esquerda e da mortalidade®?.
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Além dessas alteragcdes morfolégicas, na remodelacdo podemos
identificar alteracdes fenotipicas dos midcitos, da matriz extracelular e alteracdes
relacionadas a perda de midcitos.

A perda de midcitos é fator determinante do processo de
remodelacdo cardiaca, principalmente apdés o IAM. Tanto a necrose quanto a
apoptose levam a perda de tecido contractil, hipertrofia compensatoria e
fibrose®. Os midcitos que sobrevivem a isquemia sofrem alteracdes fenotipicas
como hipertrofia e mudancas na expressao das proteinas contracteis.

A miosina e actina sdo proteinas contrateis fundamentais na
contracdo miocardica. A interacdo entre essas proteinas converte a energia
gerada pela hidrélise do ATP em trabalho mecanico. A molécula de miosina é
composta por um par de miosinas de cadeia pesada (MHCs) o ou B, ambas com
220 kDa, e dois pares diferentes de cadeia leve. No ventriculo esquerdo do rato,
podemos identificar trés isoformas de miosina, que se distinguem pela
composicdo da MHC: V1 (a-o), V2 (o-B) e V3 (B-B). A atividade ATP-dsica estd
localizada na cabeca da MHC e é dependente do tipo de isoforma. A V1 tem
atividade ATP-dsica trés vezes maior que a isoforma V3 e, conseqiientemente,
maior velocidade de encurtamento muscular. Na remodelacdo cardiaca, ha a re-
expressdo do gene da isoforma V3, no intuito de economizar energia®*'>. No
entanto, esta economia acarreta reducido da velocidade de encurtamento e da
contratilidade miocardicas.

Além da diminuicdo da contratilidade miocardica, a fibrose é um dos
principais determinantes de evolucdo desfavordvel na remodelacdo, responsavel
pelo desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, arritmias e morte stibita®®.

O equilibrio entre a producdo e degradacdo do coldgeno ¢é
dependente da ativacdo de MMPs e dos TIMPs®?. Existem mais de 20 tipos de
MMPs e, dentre elas, podemos destacar as MMPs 2 (gelatinase A, 72 kDa) e 9
(gelatinase B, 92 kDa).

No processo de remodelacédo, células inflamatdrias produzem fatores
de crescimento e transformam fibroblastos em miofibroblastos, que produzem
MMPs. O aumento da atividade dessas enzimas e a reducdo dos TIMPs leva a

degradacdo do coldgeno normal e ao aumento anormal do coldgeno tipo I,
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resultando em alteracdes do alinhamento entre os miécitos, da geracdo de forca e
do relaxamento®5!?,

Em modelos de wmiocardiopatia isquémica®?? e insuficiéncia
cardiaca®*?®, observam-se aumento da expressdo das MMPs 2 e 9 e diminui¢io
das TIMPs. Rouet-Bezineb e colaboradores observaram ainda que o aumento da
MMP-9 pode estar relacionado a maior degradacdo da miosina de cadeia pesada,
interferindo também com o aparato contratil dos midcitos®?.

Atualmente, aceita-se que devido as alteracdes descritas acima, entre
outras, a remodelacdo cardiaca pode levar a disfuncao ventricular, a insuficiéncia
cardiaca e ao Obito. Com a finalidade de atenuar a remodelacio e reduzir a
mortalidade apds o IAM, utilizam-se, nos ultimos anos, estratégias como os
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina II e os beta-bloquedores®*?>.
No entanto, devido ao grande impacto socio-econémico e as altas taxas de
mortalidade, torna-se relevante a identificacdo de outros fatores que modulem o
processo de remodelacdo ventricular. Entre esses fatores destaca-se a vitamina A.

A vitamina A é termo genérico, que engloba qualquer composto
dietético lipossoluvel, com atividade biolégica do retinol. O termo retindide
refere-se ao retinol, seus metabdlitos enddgenos e analogos sintéticos®®. Os
retindides apresentam, em sua estrutura, pelo menos um anel - ionona ligado a
cadeia de carbonos conjugados, com dupla ligacdo®®.

Numerosos retindides sdo formados durante o metabolismo e, em
sua maior parte, encontram-se na forma de alcoois (retinol e ésteres), aldeido
(retinal) e acido carboxilico (4cido retindico)@”.

O retinol é obtido pela dieta na forma de éster retinilico ou de
carotendides com atividade proé-vitamina A, sendo o beta-caroteno a fonte
principal. Os ésteres retinilicos sdo encontrados em alimentos de origem animal
como figado, ovos e derivados do leite; e os carotendides em frutas que contém
pigmentos avermelhados e alaranjados, como cenoura e mamao e vegetais verdes
como o espinafre e brocolis®®.

A deficiéncia de vitamina A é considerada problema de satude publica
em mais de 60 paises. No Brasil, a deficiéncia de vitamina A foi registrada em

grupos populacionais de vérios estados®®*?. As criancas e gestantes sdo as mais

INTRODUCAO 5



atingidas, mas a deficiéncia também pode ser detectada em populagoes
adultas®39,

A principal causa da deficiéncia de vitamina A é a baixa ingestdo
deste nutriente em relacdo as necessidades, sendo que o consumo inadequado e
necessidades elevadas estdo relacionados a pobreza®?. A diminuicdo da absorcio
da vitamina A, secunddria a baixa ingestdo de lipideos e infecgdes parasitdrias,
também pode contribuir para sua deficiéncia®. No Brasil, os inquéritos de
consumo alimentar mostram que 60% da populacdo ingere menos de 50% das
necessidades de vitamina A®?. Entretanto, de forma geral, mesmo que a ingestédo
de vitamina A seja inadequada, a mobilizacdo dos estoques hepaticos evita que a
prevaléncia de deficiéncia de vitamina A seja grande na populacéo adulta.

Em decorréncia do importante papel na regulacdo génica, os
retindides sdo essenciais no controle da diferenciacdo de células epiteliais, no
sistema imune, no crescimento e reprodugéo(ze). No entanto, apenas
recentemente, o coracgdo passou a ser estudado como alvo dos retinéides.

Em estudos experimentais no periodo embrionario, alteracdes nas
concentracdes (deficiéncia ou excesso) de vitamina A ou dcido retindico estiveram
associadas a ocorréncia de malformacdes cardiacas, como situs inversus,
transposicdo de grandes vasos, alteracdes da septacdo cardiaca, bloqueios
atrioventriculares diversos e quadros de miocardiopatia dilatada®*3.

No periodo poés-embriondrio, diferentemente do que ocorre no
periodo embriondrio, os efeitos da deficiéncia de vitamina A sdao pouco
conhecidos. Em tese recente desenvolvida em nosso laboratério, em que a
deficiéncia cardiaca de vitamina A foi induzida por restricdo alimentar desta
vitamina, foi observado aumento do didmetro da cavidade do ventriculo esquerdo
acompanhado de disfuncio ventricular®®. Devemos considerar que a remodelacdo
cardiaca provocada pela restricdo alimentar de vitamina A pode ser regulada por
alteracdes na expressao de diversos genes como, por exemplo, os que regulam a
expressdo das MMPs e das proteinas cardiacas contrateis.*>3739

Outro aspecto a ser considerado refere-se ao fato de que, apés o
IAM, podem ocorrer alteracbes no metabolismo da vitamina A. Palace e

colaboradores mostraram que a captacdo de retinol estd aumentada no coracéo
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de ratos infartados, com a conseqiiente deplecdo de seus estoques hepdticos™V.
Considerando que a vitamina A é um modulador do processo inflamatério, existe
a possibilidade de que a mobilizacdo da vitamina A seria necessaria para a
regulacdo do processo de cicatrizacdo e/ou remodelacdo pés-IAM.

Pelo exposto, a vitamina A pode modular alteracdes morfoldgicas e
funcionais cardiacas, tanto no periodo embriondrio como apds o nascimento. No
entanto, o papel da deficiéncia cardiaca de vitamina A na remodelacdo apds o IAM

ainda nao foi estabelecido.
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Hipotese



Formulamos a hipdtese de que a restricdo alimentar de vitamina A

interfere no processo de remodelacdo cardiaca apés o infarto.
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Objetivo



O objetivo desse estudo foi analisar a influéncia da restricdo
alimentar de vitamina A sobre a remodelacdo cardiaca apds o infarto agudo do

miocardio em ratos.
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Material e Métodos



Delineamento

3 3
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Apoés 3 meses
Estudo morfolégico, funcional e
bioquimico
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O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal de nossa instituicdo (CEEA -
protocolo 512), estando em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal.

Foram utilizadas ratas prenhes, Wistar, previamente higidas,
pesando aproximadamente 100 g, condicionadas no Biotério do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina - UNESP, Botucatu. Os animais foram
expostos a ciclo claro-escuro de 12 horas, a temperatura ambiente de 25 + 1°C.

Durante a gestacdo e lactacdo, as ratas tiveram livre acesso a dgua e
foram distribuidas em 2 grupos: 1) dieta AIN-93 isenta de vitamina A + 4 RE/ g
de dieta (dose fisioldgica); 2) dieta AIN-93 isenta de vitamina A. Optou-se pela
dieta AIN-93 pelo fato desta apresentar composicao de macro e micronutrientes
definida.

Apds o nascimento dos filhotes, estes foram desmamados com 21
dias e os machos separados em gaiolas individuais. Os filhotes das ratas tratadas
com dieta com dose fisiolégica de vitamina A continuaram recebendo 4 RE [ g de
dieta e os filhotes das ratas tratadas com dieta isenta de vitamina A receberam
0,18 RE/ g de dieta (restricdo dietética de vitamina A). Para tornar nosso grupo
de ratos homogéneo e minimizar a interferéncia das maes na ninhada, foi
adotado um coeficiente de variacdo de 10%, em relacdo ao peso do nascimento
dos filhotes.

Quando atingiram, aproximadamente 220 g, os ratos foram
submetidos ao infarto experimental. Nas primeiras 24 horas apds o infarto,
podem ocorrer diversas intercorréncias (sangramento, pneumotodrax, efeitos
anestésicos, entre outros) ndo relacionados ao tamanho do infarto ou a
intervencdo terapéutica. Por essa razdo, ap6s 24 horas do procedimento, os ratos
foram divididos em grupo controle (Grupo C, n=25), que continuou recebendo
dieta com dose fisiolégica de vitamina A, e grupo com restricdo alimentar de
vitamina A (Grupo RVA, n=26), que continuou recebendo 0,18 RE/ g de dieta. Os

ratos dos grupos C e RVA foram acompanhados durante 3 meses. Apds esse
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periodo, os animais foram submetidos a estudo funcional, morfométrico, e
bioquimico.

O modelo de restricio alimentar utilizado nesse trabalho foi
adaptado de Gardner e Ross“?. Dados de tese recente desenvolvida em nosso
laboratério mostram que, nesse modelo, ao nascimento, os ratos restritos
apresentam estoque de vitamina A hepdtico semelhante aos animais controle®®.
Assim, nosso modelo nado causa deficiéncia de vitamina A no periodo embrionario.
Entretanto, no momento do IAM, o grupo RVA apresentou estoque hepdtico de
retinol diminuido em relacdo ao grupo controle, mas ndao em niveis que
caracterizam deficiéncia de vitamina AG®. Adicionalmente, os niveis teciduais
cardiacos de retinol também foram inferiores em relacdo ao grupo controle.
Outro fato relevante é que, no momento do IAM, o peso dos animais e os niveis

séricos de retinol foram semelhantes (Tabela 1)¢.

Tabela 1: Dosagem do retinol sérico, hepatico e cardiaco em ratos wistar com

diferentes modelos dietéticos de vitamina A

Quantidade adequada  Restrigao alimentar Deficiéncia de
de vitamina A de vitamina A vitamina A
Retinol Hepatico 28,4+ 7,01 221+12,8 <200
Nascimento umol/kg
Retinol Sérico com ~
220g (umol/L) 41+ 2,26 224+29 0,9+0,0
Retinol Hepético com
~ 2209 (umol/kg) 1007 + 249 125 + 50,3*** 3,8+1,3
Retinol Cardiaco
com ~ 220g 0,95+ 0,44 0,24 + 0,16*** _

(umol/kg)

*k %k

* Dados de tese recente desenvolvida em nosso laboratério. ** Dados de Gardner e Ross.
p<0,05
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Infarto Experimental

O IAM foi produzido de acordo com método descrito inicialmente
por Heimburger e modificado por Pfeffer e colaboradores®**>. Apos anestesia
com cloridrato de cetamina (50mg/kg), por via intramuscular, foi realizada
toracotomia esquerda, entre o 4° e o 5° espacos intercostais. O coracdo foi
exteriorizado por compressdo lateral do térax e a artéria corondria esquerda
ligada a, aproximadamente, 2 mm da origem, com fio de polivinil (5-0 Ethicon),
entre a borda do atrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar. A seguir, o
coracdo foi rapidamente recolocado na cavidade tordcica, os pulmdes expandidos

com ventilacdo positiva com oxigénio a 100% e o toérax fechado.

Estudo Funcional

Ap6s o periodo de observacao de trés meses pés-IAM, os ratos foram
novamente anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de
xilidino (1 mg/kg) por via intramuscular. A seguir, foi realizada tricotomia da
regido anterior do tdérax e os animais posicionados em decubito lateral esquerdo
para realizacdo do ecocardiograma transtordcico. Utilizou-se equipamento da
Philips (HDI 5500) dotado de transdutor eletronico de 12 MHz. A avaliagdo dos
fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo transdutor
operando a 5 MHz.

Foram analisadas imagens monodimensionais obtidas com o feixe de
ultra-som orientado pela imagem bidimensional com o transdutor ultrassénico na
posicdo paraesternal 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. A imagem da aorta e do atrio esquerdo também foi
obtida na posicdo paraesternal eixo menor com o cursor do modo-M posicionado
no nivel da valva aédrtica. O registro da imagem monodimensional (velocidade:
100 mm(s) foi realizado por meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co.

Todas as medidas foram efetuadas de acordo com as recomendacdes da American
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Society of Echocardiography“® e ja validadas no modelo de ratos infartados“”. O
diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura da parede
posterior do VE (HDPP) foram medidos no momento correspondente ao diametro
maximo da cavidade. O diametro sistélico do VE (DSVE) foi medido no momento
da excursao sistdlica maxima da parede posterior da cavidade. As dreas diastélicas
(AD) e sistolicas (AS) do VE foram medidas no modo bidimensional, por meio de
planimetria, em dois planos paraesternais: eixo longo e eixo menor. A funcédo
sistolica do VE foi avaliada calculando-se a fracdo de variacdo de area [FVA=(AD-
AS)(AD x 100], obtida pela média dos valores dos dois eixos®*®. O volume sistélico
(VS) e o débito cardiaco (DC) também foram calculados, segundo as férmulas: VS
= VTI x © x (VSVE(2)* e DC=VS x FC, onde VTI = integral da velocidade/tempo,
VSVE = diametro da via de saida do ventriculo esquerdo e FC = frequiéncia
cardiaca®®. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) medido corresponde
ao tempo entre o fechamento da vélvula adrtica e abertura da mitral. O fluxo
diastolico transmitral (ondas E e A) foi obtido com o transdutor na posicédo apical
de quatro camaras. As medidas referentes aos fluxos foram realizadas

diretamente no monitor do ecocardiégrafo.

Coleta de Material Bioldgico

ApOs a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram sacrificados
por dose excessiva do anestésico pentobarbital sédico e foram extraidos o sangue,
coracdo, figado e o pulmao. Em seguida, o sangue contido nos ventriculos foi
coletado por puncdo. O sangue foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min a 4°C
para obtencdo do soro que foi congelado a -80° C. O figado, pulmao e coracdo
foram colocados em soro fisiolégico para retirada do sangue. Os ventriculos
direito (VD), esquerdo (VE) e o atrio esquerdo (AE) foram dissecados e pesados.

Em seguida, foi realizado corte transversal entre 4 a 6 mm do apice
para a base do VE, pelo fato deste corte refletir a média dos resultados de cortes
de todo o ventriculo®. Um fragmento de 3 mm foi colocado em formol
tamponado a 10%. Os pesos umidos do VD, figado, pulmao e AE foram aferidos e,

em seguida, foram colocados em estufa a 65° C por 48hs. Apés esse periodo, os
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pesos secos foram aferidos. A relacdo entre peso seco e umido foi utilizada para
caracterizar a porcentagem de liquido nesses tecidos.

Fragmentos do VD, figado e pulmao, também foram colocados em
formol tamponado a 10% por 24 horas, depois lavados em dgua corrente por
mais 24 horas e posteriormente colocados em dlcool 70%, antes de serem
parafinados®?.

A base do VE foi dividida em 2 segmentos longitudinais e o dpice em
corte transversal. Esses fragmentos e amostras do VD, figado e pulmao também
foram congelados a -80°C.

Os materiais coletados foram processados e submetidos as andlises

bioquimicas e eletroforese de proteinas.

Determinacao do Retinol no Soro e Figado

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, 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 no tecido hepdtico.

As amostras para a dosagem de retinol no soro foram preparadas a
partir de aliquotas de 200 ul de soro. O retinol foi extraido pelo método descrito
por Tang e Krisky em 1993 ©V: 200 ul de soro foram tratados com 2 ml de
solucdo cloroférmio: metanol (2:1, v/v). Cento e cinquenta pl de padréo interno
(acetato de retinila) e 500 pl de soro fisiolégico (8,5 g NaCl/L agua) foram
adicionados em seguida. Os tubos contendo solucdo soro-cloroférmio-metanol-
soro fisiolégico foram agitados por 1 minuto em agitador "vortex". Apds, realizou-
se centrifugacdo em 3.500 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 ¢, a pelicula
aquosa, foram adicionados 3 ml de hexano. Os tubos contendo hexano - soro

fisiolégico foram agitados durante 1 minuto e centrifugados em 3.500 rpm a 4° C
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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 evaporagdao por meio
de gas nitrogénio estando os tubos, durante esse procedimento, em banho-maria
a 40° C. O residuo foi ressuspenso em 150 ul de etanol, agitado e “sonicado” por
30 segundos; 50 pul da amostra obtida foram injetadas no cromatégrafo.

Foram utilizadas amostras de tecido hepdtico de aprokximadamente
200 mg. A vitamina A total foi extraida utilizando o método modificado de Yeum
e colaboradores 2. Aos fragmentos hepaticos adicionou-se 100 ul de pirogalol a
12% (em etanol), 300 pl de hidréxido de potassio a 30% (em agua) 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 ml
de dgua. Imediatamente apéds, as amostras foram agitadas por 10 segundos. Na
sequiéncia, adicionou-se 100 pl de padréo 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 (3.000 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 centrifugacao, obteve-
se, a mesma pelicula de éter-hexano. Adicionou-se 2,0 ml de dgua ao extrato de
éter-hexano, agitou-se e centrifugou-se (3.000 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 gés
nitrogénio. O residuo foi ressuspenso em 100 pl de etanol; o tubo foi agitado e
sonicado por 30 segundos; 50 pl da amostra foram injetadas 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) :
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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 agua). 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 moével, 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%. Apds,
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
determinagdes. O retinol foi adequadamente separado por este método.
Quantificaram-se os cromatogramas pela comparacdo entre as relagdes 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 coracdo), obtidas
na andlise do soro ou do tecido do animal e da amostra da solucdo padréo. Os
valores das substancias da solucdo padrao foram corrigidos por seus coeficientes

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

Estudo Morfomeétrico

O bloco de parafina, contendo o fragmento de 3 mm do VE, foi
seccionado em cortes de 5 micrometros de espessura. O tecido miocardico obtido
foi corado em lamina, com solucdo de hematoxilina-eosina e com o picrosirius red
(Sirius red F3BA em saturacdo aquosa de dcido picrico) e utilizado para andlise
morfométrica. Os comprimentos endocdrdicos e epicardicos dos segmentos
infartados e nao infartados foram determinados, além da porcentagem de
coldgeno por meio do software de andlise de imagem (Image-Pro Plus 3,0, Media

Cybernetics, Silver Spring, MD).
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O tamanho do infarto foi calculado pela soma do comprimento
endocardico e epicardico do segmento infartado, em relacdo a soma do
comprimento endocardico e epicardico total do ventriculo esquerdo.

A porcentagem do volume do colageno intersticial foi determinada
nas laminas coradas com picrosirius red, no mesmo microscépio, com objetiva de
40x. Foram considerados aproximadamente 30 campos, excluindo-se o coldgeno

perivascular®®®®,

Eletroforese para Miosina de Cadeia Pesada

Para a separacdo das isoformas a e B da MHC, foi realizada a
eletroforese de proteina em SDS-page®®.

Na fase de extracdo da proteina, adicionou-se 1,5 ml de tampao de
extracdo (50 mM de tampao fosfato de potassio pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5 mM
de DTT; 1 mM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF 10 mM; e inibidor de protease
1:100) a 60 mg de tecido cardiaco proveniente do septo interventricular. O
material foi homogeneizado por 10 segundos, 2 vezes. O material extraido foi
centrifugado por 20 min a 4° C com 12.000 rpm, e o sobrenadante coletado®>. A
quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo método de Bradford e a
concentracdo final ajustada para 1 mg/ml.

A eletroforese foi realizada em SDS-page, com gel de separacdo a 8%.
O aparato de eletroforese foi preparado e, apdés a polimerizacdo do gel, foi
aplicado azul de bromofenol nos pocos, seguido por 8 ug da amostra. Apés a
aplicacéo, foi adicionado o tampéao de corrida (“lower buffer” = 50 mM Tris, 384
mM glicina, 0,2% de SDS e 4 litros de H,0d; “upper buffer” = “lower buffer” + 10
mM de 2 mercaptoetanol)®®.

Durante a corrida, a temperatura foi mantida ao redor de 20° C. A
corrida ocorreu em 36 h a 70 V e com amperagem inicial de 4 mA®®. Apés a
corrida, o gel foi deixado em solucdo fixadora por 10 minutos (metanol 50%,
acido acético glacial 7%) e, em seguida, corado com solucdo de Comassie Blue R-
250 (metanol 40%, acido acético glacial 5%, Comassie Blue 0,1%), durante 30

minutos.
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Posteriormente, o gel foi descorado sucessivamente em solu¢do com
metanol 40% e acido acético 7%. Apods a descoloracdo, foi feita a captura da
imagem do gel e a determinacdo da porcentagem de MHC o e B, em unidade de

imagem denominada pixel.

Analise Estatistica

Para as varidveis paramétricas, os valores obtidos foram
apresentados em média + desvio padrdo e as comparacdes entre os grupos foram
feitas pelo teste t de Student. Para as varidveis ndao paramétricas, os valores
obtidos foram apresentados em mediana e intervalo interquartil e as
comparacdes entre os grupos foram feitas pelo teste de Mann-Whitney. O teste do
x> foi utilizado para as comparagdes das varidveis categoéricas. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico SigmaStat for

Windows v 2.03 da SPSS.
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Resultados



Peso no momento do IAM

Considerando o peso dos ratos no momento do IAM, nido foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos (C=210

(190 - 227)g; RVA=220 (206 - 230)g, p=0,28).

Tamanho do Infarto

Considerando o tamanho do IAM dos grupos experimentais,
ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos

(C=36,9 +9,6%; RVA=36,3 + 8,9%; p=0,88) (Figura 1).

Mortalidade

Em vrelacio a mortalidade dos animais nos grupos
experimentais durante o periodo de trés meses, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (C=48%, RVA=50%,
p=0,891).

Concentracao de retinol sérico e hepatico

A concentracgdo de retinol hepdtico foi estatisticamente menor
entre os animais do grupo RVA em relacdo aos do grupo C, apds trés meses
do IAM, enquanto a concentracdo sérica permaneceu semelhante (tabela

2).
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Estudo Ecocardiografico

As tabelas 3 e 4 sumarizam os resultados do estudo
ecocardiogréfico.

Considerando os dados morfoldgicos, o grupo RVA apresentou
maiores diametros da aorta (Figura 2), DDVE (Figura 3) e AD menor/PC
(Figura 4) que o grupo C.

Considerando os dados funcionais, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes nas varidveis relacionadas a
funcéo sistdlica, como FVA e DC. Em relacdo a funcao diastdlica, houve
diferenca estatisticamente significante apenas no TRIV normalizado pela
FC (TRIV/RR®?), enquanto o TRIV permaneceu no limite da significancia. O
grupo RVA apresentou menor TRIV (Figura 5) e TRIV/RR®’ que o grupo C
(Figura 6). Os valores da onda E, A e relacdo E/A, ndo foram diferentes

entre os grupos.

Estudo Morfométrico

Os dados relativos as analises morfométricas estdo na tabela 5.

Ndo houve diferenca estatisticamente significante em relacdo
ao VE/PC, VD(PC, AE/PC, e teor de dgua no AE, VD, figado e pulmao, entre
0S grupos.

O grupo RVA apresentou porcentagem de coldgeno maior que
o grupo C, no limite da significancia estatistica (C=2,8 + 0,9 %; RVA=3,7 +
1,1 %, p=0,05) (Figura 7).
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Miosina de Cadeia Pesada

Em relacdo a miosina de cadeia pesada, ndao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos em relacdo a a-miosina
(C=52,7 + 6,6%; RVA= 534 + 5,8%; p=0,85), p-miosina (C=47,3 £ 6,6%;
RVA= 46,6 + 5,8%; p=0,85) e relacdo B/a (C=0,92 £ 0,23; RVA= 0,89 *
0,22; p=0,83).

Tabela 2. Concentracdo do retinol sérico e hepético 3 meses apés o IAM

Grupo C Grupo RVA
Val

i (n=7) alorp

Retinol Séri
etinol serico 1,1i 0,3 1,3 + 0,3 0,28
(umol/L)
Retinol Hepati

etinol Hepatico 334 + 122 216+ 71,5 0,049

(umol/kg)

IAM: infarto agudo do miocardio; Grupo C: animais com dieta padrao; Grupo RVA: animais com
restricdo alimentar de vitamina A. Os dados sao expressos em média + desvio padrao.

Tabela 3. Resultados morfolégicos do ecocardiograma 3 meses apés o IAM

Grupo C Grupo RVA Valor p
(n=13) (n=13)
AE (mm) 6,7+1,9 6,6+ 1,1 0,89
Ao (mm) 3,4 (3,1-3,6) 3,5 (3,4-3,9) 0,04
AE/Ao 2,0+0,6 1,8+0,4 0,39
AE/PC (mm/kg) 14,3+ 3,0 14,8+ 3,0 0,64
DDVE (mm) 9,4+14 10,5+1,2 0,04
EPP (mm) 1,34£0,2 1,3+0,3 0,89
EPP/DDVE 0,15 + 0,04 0,13+ 0,04 0,28
VSVE (cm?) 0,24 + 0,02 0,25+ 0,03 0,61

IAM: infarto agudo do miocardio; Grupo C: animais infartados com dieta padrdo; Grupo RVA:
animais infartados com restricdo alimentar de vitamina A; AE: didmetro do &trio esquerdo; Ao:
diametro da aorta; AE/Ao: relacdo entre os diametros do atrio esquerdo e da aorta; PC: peso do
rato; DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo; EPP: espessura diastélica da parede
posterior; EPP/DDVE: relagdo entre a espessura da parede posterior e o diametro diastélico do
ventriculo esquerdo; VSVE: via de saida do ventriculo esquerdo. Os dados sido expressos em
média + desvio padrdo (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para
distribuicdo ndo paramétrica).
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Tabela 4. Resultados morfofuncionais do ecocardiograma 3 meses apds o IAM

Grupo C Grupo RVA Valor p
(n=13) (n=13)
Onda E (cm/s) 84,1 +£21,0 94,6 +£ 20,7 0,21
Onda A (cm/s) 61,0 (40,7-74,5) 61,0 (17,7-88,2) 0,76
E/A 1,17(1,15-1,70) 1,40 (1,13-5,31) 0,59
TRIV (ms) 31,0 (29,0-32,2) 27,0 (19,5-31,0) 0,05
TRIV/RR%® (ms) 68,8+ 11,4 56,3+ 16,8 0,04
FC (bpm) 316 +43,7 319+ 62,3 0,91
VAo (cm/s) 81,0 (76,7-94,0) 90,0 (82,7-99,0) 0,38
DC (ml/min) 73,4 + 38,3 75,6 + 32,5 0,88
VS (ml/min) 0,23 +0,11 0,24 +0,10 0,85
AS menor/PC (cm?/kg) 1,24 + 0,42 1,50 £ 0,40 0,18
AD menor/PC (cm?/kg) 1,81 £ 0,40 2,15+ 0,33 0,03
AS maior/PC (cm?/kg) 1,64 0,45 1,90 + 0,63 0,32
AD maior/PC (cm?/kg) 2,42+ 0,42 2,70+ 0,50 0,15
FVA menor (%) 33,2+9,92 32,9+ 9,65 0,94
FVA maior (%) 32,7+11,4 31,9+ 11,6 0,87
FVA média (%) 33,0+ 10,0 32,1 +8,70 0,82

IAM: infarto agudo do miocérdio; Grupo C: animais infartados com dieta padrao; Grupo RVA:
animais infartados com restricdo alimentar de vitamina A; E/A: relagcdo entre as ondas E e A
avaliadas pelo fluxo trasmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/RR>’: tempo de
relaxamento isovolumétrico normalizado pela FC; FC: freqliéncia cardiaca; VAo: velocidade do
sangue na aorta; DC: débito cardiaco; VS: volume sistélico; AS menor/PC: area sistolica no eixo
menor corrigida pelo peso; AD menor/PC: area diastélica no eixo menor corrigida pelo peso; AS
maior/PC: area sistélica no eixo maior corrigida pelo peso; AD maior/PC: area diastélica no eixo
maior corrigida pelo peso; FVA menor: fracdo de variagcdo de area no diametro menor; FVA maior:
fragéo de variacao de area no didmetro maior, FVA média: fragdo de variagdo de &rea média. Os
dados sao expressos em média *+ desvio padrdo (para distribuicAdo paramétrica) ou mediana com

percentil 25 e 75 (para distribuicdo nao paramétrica).
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Tabela 5. Dados morfométricos dos ratos 3 meses apds o IAM

Grupo C Grupo RVA Valor p
(n=13) (n=13)

VE/PC (mg/9) 2,30 (1,95-2,44) 2,20 (1,94 - 2,22) 0,33
VD/PC (mg/qg) 1,00 £ 0,50 1,03 £ 0,30 0,66
AE/PC (mg/g) 0,17 (0,11- 0,25) 0,17 (0,12- 0,20) 0,68

Teor agua no pulmao (%) 63,2+ 10,1 68,0 + 9,60 0,22
Teor agua no AE (%) 77,3 (75,2-79,6) 76,8 (75,7-78,4) 0,84
Teor agua no figado (%) 68,8 (67,0-69,9) 68,3 (68,0 - 69,2) 0,88
Teor agua no VD (%) 72,8 (69,1-75,3) 75,1(74,4-75,6) 0,14

IAM: infarto agudo do miocérdio; Grupo C: animais infartados com dieta padrdo; Grupo RVA:
animais infartados com restricdo alimentar de vitamina A; VE: ventriculo esquerdo; PC: peso do
rato; VD: ventriculo direito; AE: atrio esquerdo. Os dados sédo expressos em média + desvio padrao
(para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentii 25 e 75 (para distribuicdo nao

paramétrica).
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Figura1. Tamanho do infarto apés 3 meses de observacdo. % IAM = porcentagem
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Figura 2. Diametro da aorta dos grupos infartado controle e infartado com dieta

restrita em vitamina A.
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Figura 3. Diametro diastélico final do ventriculo esquerdo (DDVE) nos grupos

infartado controle e infartado com dieta restrita em vitamina A.
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Figura4. Area diastdlica do ventriculo esquerdo no eixo menor (AD menor)

corrigido pelo peso, nos grupos infartado controle e infartado com

dieta restrita em vitamina A.
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Figura5. Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) dos grupos infartado

controle e infartado com dieta restrita em vitamina A.
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Figura6. Tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela FC

(TRIV/RR®?) dos grupos infartado controle e infartado com dieta

restrita em vitamina A.
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Figura 7. Porcentagem de colageno (% Coldgeno) dos grupos infartado controle e

infartado com dieta restrita em vitamina A.
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O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos da restricdo
alimentar de vitamina A no processo de remodelacdo ventricular, apds o infarto
agudo do miocdrdio, em ratos. O conjunto de nossos resultados sugere
intensificacdo da remodelacdo cardiaca apds o IAM com a restricdao alimentar de
vitamina A.

Remodelacdo pode ser definida como alteragbes genéticas, que
resultam em modificacbes moleculares, celulares e intersticiais cardiacas. Essas
alteracdes podem se manifestar clinicamente como alteracdes de volume, massa,
constituicdo, geometria e/ou de funcdo cardiaca®**®. Apesar da extrema
complexidade do processo de remodelacdo ventricular, esse termo, apds o infarto
do miocardio, é freqiientemente utilizado como sinénimo de crescimento celular,
detectado pelo aumento da cavidade ventricular >, Um aspecto relevante desse
processo refere-se ao fato de que a remodelacdo ventricular pés-infarto estar
associada a pior progndstico. Sua presenca e intensidade estdo relacionadas a
maior incidéncia na formacdo de aneurisma, ruptura cardiaca, fibrose, alteracdes
na funcdo, arritmias e maior mortalidade®®. Por essa razdo, diversas estratégias
vém sendo estudadas para prevenir ou atenuar a remodelacdo pds-infarto. Entre
estas estratégias, destaca-se a vitamina A.

O termo vitamina A engloba qualquer composto lipossoliivel com
atividade bioldgica do retinol. Apés sua ingestdo, a vitamina A é absorvida,
esterificada em sua maior parte pela lecitina retinol aciltransferase (LRAT) e
incorporada ao quilomicron. O quilomicron é rapidamente hidrolizado e o
quilomicron remanescente é clareado pelos hepatdcitos. A vitamina A é
transferida ao figado sob a forma de retinol, e é reesterificada nas células de Ito,
formando o maior estoque corporal dessa vitamina. Quando ocorre deficiéncia de
vitamina A, temos reducdo da LRAT, e aumento da proteina carreadora do retinol
celular que estimula a hidrdlise do éster retinilico, possibilitando a secrecdo do
retinol no sangue. Dessa forma, o figado regula os niveis séricos de retinol e
valores baixos desse composto, caracteristicos de quadros de deficiéncia de
vitamina A, apenas sdo encontrados quando os estoques hepaticos estdo

depletados®V.
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Aproximadamente 90-95% da vitamina A do plasma esta na forma de
retinol, ligado através de interacdes hidrofébicas com a proteina carreadora do
retinol (RBP). A holo-RBP (retinol + RBP) junto com a transtiretina forma o
complexo circulante do retinol, que é levado aos tecidos e, provavelmente, através
de um receptor para a RBP, o retinol é captado. Pela retinol desidrogenase o
retinol é oxidado reversivelmente em retinal. O retinal, por sua vez, é convertido
irreversivelmente em acido retindico (AR), pela retinal desidrogenase®®.

A vitamina A pode chegar aos tecidos por meio de outras vias que
nao sdo reguladas pelo figado. O AR ligado a albumina, os ésteres retinilicos e
beta-caroteno através dos quilomicrons sdo alguns exemplos dessas viasG?”.

Os dcidos retindicos que podem ser encontrados no organismo sdo o
todo-trans-AR, 13-cis-AR, 9-cis-AR, e seus metabdlitos como o 13-cis-4-ox0-AR. O
acido retindico exerce praticamente todos os efeitos fisioldgicos da vitamina A,
através de sua ligacdo com os receptores nucleares RXR (receptor rexindide) e
RAR (receptor do acido retindico)®V. Esses receptores organizam-se de maneira
homodimera ou heterodimera, sendo que o RXR pode combinar-se de modo
heterodimero com outros receptores nucleares esteréides (hormoénio tireoidiano,
vitamina D, e receptor ativado por proliferador de peroxissomo - PPAR)®?. A
ativacdo desses receptores inibe ou estimula a transcricdo génica.

O acido retinodico, assim como o beta-caroteno, tem sua atuacio
cardiaca pouco estudada, principalmente em adultos. Estudos experimentais
sugerem que o dcido retindico possui papel importante na regulacdo da estrutura
e funcao cardiaca durante a vida®®.

No periodo embriondrio, o papel do AR no coracdo é mais conhecido.
Nos estdgios iniciais da cardiogénese, o excesso de acido retindico produz defeitos
congénitos relacionados a fusdo e septacdo das camaras cardiacas, além de
alteracdes na via de saida do ventriculo esquerdo®?.

No periodo pds-embriondrio, as alteracdes do AR no coracdo sao
menos conhecidas. Em condig¢des patoldgicas, a suplementacdo de AR reduziu a
hipertrofia miocardica induzida pela endotelina, fenilefrina e angiotensina 11¢*¢®,
Em camundongos transgénicos, o excesso de dcido retindico resultou

em alteracdes nos cardiomidcitos e miocardiopatia dilatada®®. No entanto, em
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estudo realizado por Paiva e colaboradores, ratos adultos suplementados com
doses fisiolégicas de dcido retindico (0,3 mg/ kg de todo-trans-AR) apresentaram
hipertrofia miocardica, aumento do didametro ventricular e melhora da funcéo
cardiaca®”. Dessa forma, os diferentes modelos de animais utilizados, dosagens
diferentes de AR suplementadas e condigdes fisiopatoldgicas diversas parecem
estar envolvidos nos resultados aparentemente controversos dos efeitos do
excesso do AR no coracéo.

Em relacdo a deficiéncia de vitamina A, no periodo embriondrio,
modelos com delecdo de genes dos receptores do AR, evoluem com paredes
miocardicas delgadas e edema generalizado associado a insuficiéncia cardiaca®®.

A deficiéncia de vitamina A é um dos problemas nutricionais mais
freqiientes do mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, mais de 250
milhdes de criancas em todo o mundo tem reservas de vitamina A diminuidas.
Nesse grupo estdo incluidas também a deficiéncia subclinica ou marginal de
vitamina A, definida pelo nivel sérico de retinol entre 0,35 e 0,70 umol/L, e
consequientemente estoque hepatico depletado®?.

A deficiéncia de vitamina A, em modelos experimentais, pode ser
estudada através da delecio de genes dos receptores de vitamina A, da
hepatectomia e da restricdo alimentar do nutriente.

O modelo de restricdo alimentar é o mais préximo ao que acontece
em seres humanos. Em nosso laboratério, o modelo de restricio alimentar de
vitamina A padronizado por Azevedo foi adaptado de Gardner e RossC®. Este
modelo utiliza a restricdo alimentar, sendo possivel a obtencdo de ratos com
estoque de retinol hepdtico diminuido, sem comprometimento da fertilidade das
matrizes, do desenvolvimento dos filhotes e com auséncia de malformacoes
teciduais. Adicionalmente, foram observados niveis séricos de retinol adequados,
mas com baixas concentragdes de vitamina A no tecido cardiaco, provavelmente
devido a reducdo do transporte de vitamina A aos tecidos pelos quilomicrons®®. A
diminuicdo da concentracdo tecidual de vitamina A também foi observada por
Ross e Li no pulmao de ratos com restricdo alimentar deste nutriente®.

Em nosso estudo, é importante observar que, apesar das matrizes ja

estarem sendo tratadas com dieta sem vitamina A durante a gestacdo e lactacdo,
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seus filhotes nao apresentaram diferenca nos valores de retinol hepatico, em
relacdo aos controles. Portanto, esse modelo ndo acarreta deficiéncia de vitamina
A intra-uterina, o que poderia estar relacionado ao desenvolvimento de
malformacées e insuficiéncia cardiaca®®.

Outro aspecto importante de nosso protocolo é que tinhamos a
intencdo de que os ratos restritos apresentassem estoque hepdtico de retinol
reduzido no momento do IAM, mas sem apresentarem peso inferior aos do grupo
controle no momento do IAM, fato que poderia mascarar nossos resultados
(Tabela 1). Assim, esse protocolo permitiu submeter ratos com estoque de retinol
hepatico diminuido, com aprokimadamente 220 g, ao modelo de IAM
experimental ja padronizado em nosso laboratério.

O modelo de IAM experimental pela oclusdo da corondria esquerda
foi descrito inicialmente por Heimburger em 1946 e modificado por Johns e
Olson, Kaufman e colaboradores e Selye e colaboradores“?. Aspecto relevante a
ser considerado é que o rato, assim como o Ser humano, apresenta pobre
circulacdo colateral. Assim, a oclusdo da corondria esquerda resulta, na maioria
das vezes, em infartos transmurais. Considerando que o processo de remodelacdo
apds o IAM ocorre predominantemente/exclusivamente em infartos transmurais,
esse modelo é adequado para o estudo das alteracdes fisiopatolégicas apds o
infarto.

A oclusdo da corondria esquerda no rato, a 2 mm da origem, resulta
em infartos que envolvem a maior parte da parede livre do ventriculo esquerdo,
mas mantém a integridade da parte central do septo interventricular. Isso ocorre,
pois o septo é irrigado por um ramo septal que se origina muito préximo da
origem da coronaria esquerda, sendo impossivel oclui-lo com esta técnica®?.

Outro aspecto relevante neste modelo é a quantificacdo do tamanho
do infarto. Tradicionalmente, essa quantificacdo pode ser realizada através de
quatro métodos diferentes: medida do perimetro endocérdico da regido infartada,
em relacdo ao perimetro endocdrdico total pelo ecocardiograma; medida do
perimetro endocardico da regido infartada, em relacdo ao perimetro endocardico
total pela histologia; medida da drea infartada em relacdo a drea total pela

histologia; e medida do perimetro endocdardico e epicdrdico da regido infartada
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em relacdo ao perimetro endocardico e epicardico totais. Este ultimo é o método
mais utilizado para a quantificacdo do tamanho do IAM,

Ainda em relacdo a quantificacdo do tamanho do infarto, tanto o
método ecocardiografico quanto o histolégico, que quantificam o perimetro
endocardico podem superestimar o tamanho do infarto devido ao processo de
expansdo do IAM. O método que quantifica a area do infarto, por sua vez, devido
a reabsorcdo e retracdo da drea infartada e a hipertrofia da area nao infartada,
pode subestimar o tamanho do infarto. Além disso, nesse modelo de IAM
experimental, a porcentagem do infarto no dpice é maior que na base do
ventriculo esquerdo. Spadaro e colaboradores observaram que apenas o corte
transversal do ventriculo esquerdo entre 4 e 6 mm, a partir do dpice, reflete o
tamanho do infarto de todo o ventriculo esquerdo™.

Outro aspecto que dificulta a andlise do infarto neste modelo é a
grande variacdo do tamanho do IAM, que pode variar de 5 a 60%. Essa
peculiaridade evidencia a importancia dos tamanhos dos infartos do grupo RVA e
C serem iguais, pois o tamanho do infarto é a principal varidvel que interfere com
a remodelacdo cardiaca e com a disfuncdo ventricular®?,

Pfeffer e colaboradores, utilizando o mesmo método utilizado por
ndés para quantificacdo do infarto, relacionaram o tamanho do IAM com a
presenca de remodelacdo cardiaca e disfuncdo ventricular. Animais com infartos
menores que 20% ndo apresentaram evidéncias de remodelacdo ou disfuncéo
ventricular. Infartos entre 20 e 40% induziram diversos graus de remodelacédo e
disfuncdo ventricular, mas nao sinais de insuficiéncia cardiaca, o que sé ocorreu
com IAMs superiores a 40%“". E importante ressaltarmos que, em nosso estudo,
tanto os animais do grupo C quanto do grupo RVA apresentaram IAMs, em
média, entre 20 e 40%. Portanto, apesar de ndo haver comparacdo com animais
sem infarto, podemos inferir que ambos os grupos apresentam disfunciao
ventricular induzida pelo IAM.

A exemplo do que ocorre com o infarto, a restricdo alimentar de
vitamina A também leva a disfuncdo cardiaca, com piora da funcdo sistdlica,
quando comparada a ratos normais. Azevedo, utilizando o mesmo modelo de

restricdo alimentar de vitamina A, comparou dieta restrita em vitamina A com a
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controle, em coracdes de ratos normais. Os animais do grupo com restricdo de
vitamina A apresentaram maiores diametros das camaras cardiacas esquerdas,
acompanhados de menor porcentagem de encurtamento e fracdo de ejecdo, em
relacdo aos ratos do grupo controle.

Em nosso modelo, procuramos mostrar intensificacdo das alteracoes
cardiacas com dieta restrita em vitamina A, em ratos cuja func¢do ventricular ja
estd comprometida pelo IAM. Nossos resultados sugerem que a restricdo
alimentar de vitamina A levou ao aumento da cavidade do ventriculo esquerdo.

Aceita-se que o aumento da cavidade ventricular esquerda parece ser
modulado, pelo menos em parte, pelo aumento da atividade colagenolitica das
MMPs. Acredita-se que o deslizamento de midcitos que ocorre no periodo
imediatamente apés o IAM, denominado expansdo do infarto, seja ocasionado
pelo aumento da tensédo parietal e pelo aumento da atividade das MMPs. Além das
alteracdes na area infartada, essas enzimas também levam a alteracbes na drea
nido infartada. Assim, o aumento da atividade dessas enzimas e a reducdo TIMPs
levam ao deslizamento de midcitos, com alteracdes do seu alinhamento, fazendo
com que estes passem a apresentar distribuicdo em série, aumentando assim a
cavidade ventricular. Além da degradacdo do coldgeno normal, ha aumento
anormal do coldgeno tipo I em outras regides, levando ao aumento da rigidez da
parede miocdrdica e a disfuncio diastdlica®®'?.

Dentre essas MMPs, podemos destacar a MMP-2 e 9. Em modelos de
miocardiopatia isquémica®?V e insuficiéncia cardiaca,*>*® observou-se aumento
da expressdo das MMPs 2 e 9 e diminuicdo das TIMPs. Além disso, as MMPs séo
proteinas cuja expressdo génica também é regulada pelo AR. Estudos com cultura
de fibroblastos mostraram que o AR (13-cis-AR e todo-trans-AR) diminuiu a
expressdo e a atividade colagenolitica das MMPsG®3? Zhu e colaboradores
observaram, em modelo animal de enfisema, que o AR diminuiu a expressdo das
MMPs 1, 3 e 967, Outro estudo mostrou que o aumento da atividade da MMP-2 e
9 também esta relacionado ao desenvolvimento de aneurisma de aorta
abdominal. Nossos resultados também mostraram maior didmetro da aorta
nos ratos do grupo RVA. Tanto o aumento pressdrico quanto o aumento da

atividade das MMPs poderiam justificar esse resultado. Como a medida da pressao

DiscussAo 39



arterial dos ratos nado foi realizada, ndo sabemos qual a interferéncia dessa
varidvel no aumento do didmetro da aorta. Entretanto, podemos inferir que o
aumento da atividade colagenolitica pode ter levado a esta dilatacdo. Portanto,
esses dados reforcam nossa hipdtese de que a atividade colagenolitica, tanto da
MMP-2 quanto da MMP-9, deve estar aumentada nos ratos do grupo RVA.

Em vrelacdo as caracteristicas funcionais de nossos animais,
aparentemente nao houve piora na funcdo diastodlica. Entretanto, alguns aspectos
devem ser considerados. Primeiramente, o aumento da quantidade do colageno
intersticial e o aumento do DDVE sdo apenas algumas das varidveis que podem
interferir com a funcdo diastdlica. Mecanicamente, a didstole inicia-se quando a
pressio do ventriculo esquerdo comeca a diminuir, durante o periodo de
relaxamento isovolumétrico. Quando a pressdo do ventriculo esquerdo cai abaixo
da pressdo atrial, ocorre a abertura da vélvula mitral e o rdpido enchimento do
ventriculo esquerdo. O relaxamento ventricular, que é dependente de ATP e da
quantidade de calcio citoplasmatico, normalmente termina no primeiro terco da
fase de enchimento. Logo, o restante do enchimento ventricular é dependente das
propriedades passivas do ventriculo esquerdo, das interacdes entre este com o
ventriculo direito e com o pericardio. No final da didstole, a contracdo atrial ¢
responsavel por determinar o volume diastélico final do ventriculo esquerdo.

Outro fator a ser discutido é que o grau de disfuncdo diastdlica
usualmente é determinado por meio da Doppler-ecocardiografia. E importante
considerar a diferenca entre o padrdo caracterizado como pseudonormal e o
restritivo. No padrdo pseudonormal, ocorre manutencdo do gradiente pressorico
entre o 4trio e o ventriculo, mas em patamar mais elevado de pressao, em relacédo
ao normal. Com a piora gradual da complacéncia ventricular, pequenas variacoes
do volume ventricular levam ao rdpido aumento pressérico. Logo, no padrao
restritivo, o fluxo inicial pela vdlvula mitral é mais rapido, levando ao aumento da
onda E, com rapido equilibrio do gradiente de pressdo entre o 4&trio e o
ventriculo. A complacéncia nesses casos é tdo diminuida que hd pequena
contribuicdo da contracdo atrial no enchimento ventricular, levando a reducio da
onda AY®. Adicionalmente, o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), que

corresponde na medida ecocardiografica ao tempo entre o fechamento da vélvula
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adrtica e a abertura da mitral, pode estar reduzido no padrao restritivo, pelo
gradiente pressérico mais elevado entre atrio e ventriculo, levando a abertura
mais rapida da valvula mitral. O aumento da frequiéncia cardiaca é outra varidvel
que pode reduzir o TRIV.

Em nosso estudo, em relacdo as varidveis diastdlicas, apesar da
relacdo E/A nao ser diferente entre os grupos, e da onda E ser maior que a onda
A, o grupo RVA apresentou TRIV e TRIV/RR®® estatisticamente menores que o
grupo C. Como ndo houve diferenca em relacdo a frequéncia cardiaca entre os
grupos, o TRIV e TRI/RR®’ parecem estar mais rdpidos no grupo RVA devido a
diferenca de gradiente pressérico entre o atrio e o ventriculo. Assim, podemos
sugerir que a disfuncdo diastodlica, jd4 apresentada no modelo de IAM, pode ter
sido intensificada pela dieta restrita em vitamina A.

Em relacdo as varidveis que determinam a funcdo sistélica, nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os animais dos grupos
controle e restrito. E importante ressaltar que, no modelo do rato, a distribuicdo
das miosinas de cadeia pesada parecem ser importantes moduladores da funcéo
sistolica. A atividade ATP-asica é dependente do tipo de isoforma de miosina
encontrado no ventriculo esquerdo. Nos ratos, sabemos que a isoforma V3,
formada por duas moléculas de MHC-B, apresenta atividade trés vezes menor que
a isoforma V1. A mudanca do padrdo das isoformas da miosina, mediada tanto
por sobrecarga pressdérica, quanto volumétrica, é considerada marcador da
hipertrofia patolégica.

A expressdo dos genes da MHC é controlada por diversos fatores,
entre eles destacam-se: o hormonio tireoidiano, as catecolaminas, a mudanca do
substrato metabdlico e a hipertrofia. Uma de nossas hipdteses é que a restricdo
de vitamina A poderia interferir com a estimulacdo do receptor nuclear do
hormonio tireoidiano, visto que este pode estar ligado, de modo heterodimero,
com o RXR. Além disso, em estudo realizado por Rouet-Bezineb e colaboradores, o
aumento da MMP-9 estava relacionado a maior degradacdo da MHCY?. No
entanto, contrariamente a nossa hipdtese, mas em consonancia com os dados da
funcao sistélica, a expressdo das isoformas a e p foi semelhante entre os animais

de nosso estudo.
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Em resumo, os ratos do grupo RVA apresentaram aumento da
cavidade do ventriculo esquerdo, com aumento da porcentagem de colageno.
Além disso, o grupo RVA mostrou piora da funcédo diastélica, mas sem reducéo da
funcdo sistolica em relagdo ao grupo controle. Um periodo de observacao
superior a trés meses apds o IAM poderia ser necessario para evidenciar potencial
diferenca na funcao sistdlica. Adicionalmente, o IAM aumenta a captacédo cardiaca
de vitamina A transportada pelo complexo carreador do retinol, fato que poderia
minimizar a deficiéncia cardiaca de retinol mediada pela reducdo do transporte
deste nutriente pelos quilomicrons em modelos de restricdo alimentar de
vitamina A®Y. Outro fator que pode ter contribuido para ndo encontrarmos
diferenca na funcao sistélica entre os grupos é o tamanho do infarto, que poderia

mascarar os possiveis efeitos deletérios da restricao de vitamina A.

DiscussAo 42



Conclusoes



Em conclusdo, os achados do presente trabalho sugerem que:

1) A restricdao dietética de vitamina A, apdés o infarto do miocardio, promove

intensificacdo do processo de remodelacado cardiaca.

2) A intensificacdo da remodelacdo ndao é mediada por alteracdes na expressao

das cadeias pesadas da miosina.
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Resumo



O objetivo de nosso estudo foi analisar a influéncia da restricao
alimentar de vitamina A sobre a remodelacdo cardiaca apds o infarto agudo do
miocdrdio em ratos. Métodos: Foram utilizadas ratas prenhas, Wistar,
previamente higidas, submetidas durante a gestacdo e lactacdo a duas dietas: 1)
dieta AIN-93 isenta de vitamina A + 4 RE/g de dieta (dose fisioldgica); 2) dieta
AIN-93 isenta de vitamina A. Apds o nascimento dos filhotes, os machos foram
separados em gaiolas individuais. Os filhotes das ratas tratadas com dieta com
dose fisioldgica de vitamina A continuaram recebendo 4RE/g de dieta e os filhotes
das ratas tratadas com dieta isenta de vitamina A receberam 0,18 RE/g de dieta.
Quando atingiram, aproximadamente 220 g, os ratos foram submetidos ao
infarto experimental. Apés 24 horas do procedimento os ratos foram divididos
em grupo controle (Grupo C, n=25), que continuou recebendo dieta com dose
fisiolégica de vitamina A, e grupo com restricao alimentar de vitamina A (Grupo
RVA, n=26), que continuou recebendo 0,18 RE/g de dieta. Os ratos dos grupos C
e RVA foram acompanhados durante 3 meses. Apds esse periodo, os animais
foram submetidos a estudo funcional, morfométrico e bioquimico. Para analise
estatistica foram utilizados o teste t-Student, Mann-Whitney e o x> O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Resultados: Ndo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos em relacdo ao peso no momento do infarto e ao
tamanho do infarto (C=36,9 + 9,6 %; RVA=36,3 + 8,9 %; p=0,88). A mortalidade
durante o periodo de trés meses, também nao se mostrou diferente entre os
grupos (C=48%; RVA=50%, p=0,891). O grupo RVA apresentou maior diametro
da aorta [C=3,4 (3,1-3,6) mm; RVA=3,5 (3,4-3,9) mm, p=0,04], DDVE (C=9,4 +
1,4 mm; RVA=10,5 + 1,2 mm, p=0,04) e AD menor/PC (C=1,8 + 0,4 cm?*/kg;
RVA=2,1 + 0,3 cm?(kg, p=0,03) que o grupo C. Em relacdo a funcédo diastdlica, o
grupo RVA apresentou menor TRIV/RR®® que o grupo C (C=68,8 + 11,4 ms;
RVA=56,3 + 16,8 ms, p=0,04). Além disso, grupo RVA apresentou porcentagem de
colégeno maior que o grupo C(C=2,8 + 0,9 %; RVA=3,7 + 1,1 %, p=0,05). Em
relacdo a funcdo diastélica ndao houve diferenca entre os grupos inclusive em
relacdo a expressdo da miosina de cadeia pesada p (C=47,3 + 6,6 %; RVA= 46,6 +
5,8 %, p=0,85). Conclusdes: A dieta pobre em vitamina A, apds o infarto do
miocdrdio, promoveu intensificacdo do processo de remodelacdo cardiaca, com
alteracdo da funcdo diastdlica, mas sem alteracdo da funcdo sistdlica. A
remodelacdo nao foi mediada por alteracdo na expressdo das cadeias pesadas da

miosina.
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Abstract



The aim of this study was to analyze the influence of inadequate
vitamin A ingestion on cardiac remodeling after myocardial infarction in rats.
Methods: wistar female rats during pregnancy and lactation were fed with two
diets: 1) AIN-93 vitamin A sufficient diet (4 RE/g of diet) and 2) AIN-93 vitamin A
free diet. After born, male rats were studied. Newborns from dams fed with AIN-
93 vitamin A free diet, after weaning received AIN-93 with 0,18 RE/g of diet.
Newborns from dams fed with AIN-93 vitamin A sufficient diet, after weaning,
received the same diet until they were around 220 g. With 220 g the animals
were submitted to myocardial infarction. After 24 hours from the procedure, the
surviving rats were divided into two groups: control group (C group, n=25) that
remain receiving AIN-93 vitamin A sufficient diet; and reduced vitamin A group
(RVA group, n=26) that remain receiving AIN-93 with 0,18 RE/g of diet. The
groups were observed during 3 months. After this period, they were submitted to
morphometric, functional and biochemical analysis. Statistical analysis was
performed with Student t-test and Mann-Whitney for comparisons between two
groups when variables were continuous, and x> when variables were categorical.
The significant level was 5%. Results: There was no difference in weight at
infarction moment and infarct size between the two groups (C=36,9 + 9,6 %;
RVA=36,3 + 8,9 %; p=0,88). The mortality during the 3 months period after
infarction was not different between the groups (C=48%; RVA=50%, p=0,891).
RVA group showed higher aorta diameter [C=3,4 (3,1-3,6) mm; RVA=3,5 (3,4
3,9) mm, p=0,04], left ventricle diastolic diameter (C=9,4 + 1,4 mm; RVA=10,5 +
1,2 mm, p=0,04) and diastolic area in short axes/body weight(C=1,8 + 0,4
cm?(kg; RVA=2,1 + 0,3 cm?/kg, p=0,03) than C group. Considering the variables
that represent diastolic function, RVA group showed lower TRIV/RR® than C
group (C=68,8 £ 11,4 ms; RVA=56,3 + 16,8 ms, p=0,04). Despite that, RVA group
showed collagen percentage higher than C group (C=2,8 £ 0,9 %; RVA=3,7 + 1,1
%, p=0,05). In regard to systolic function, there was no difference between the
groups, including the expression of myosin heavy chain g (C=47,3 + 6,6 %; RVA=
46,6 + 5,8 %, p=0,85). Conclusions: the inadequate vitamin A ingestion intensified
cardiac remodeling after myocardial infarction, with alteration in diastolic
function, despite no difference in systolic function. The remodeling process was

not mediated by alterations in myosin heavy chain expression.
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