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Resumo

O processo de remodelacao cardiaca pode ser influenciado por diversos
fatores, dentre eles: mecanicos, genéticos e bioquimicos, no qual se destaca a
relevancia do acido retindico (AR). Evidencias sugerem que o AR é essencial
no periodo embrionario e, no periodo pds-embrionario, pode
desencadear/modular a hipertrofia cardiaca. No entanto, ndo esta claro se a
hipertrofia cardiaca induzida pelo AR é fisiolégica ou patolégica. O objetivo
principal do estudo foi verificar a participagcao da via mTOR por meio do estudo
da Akt, NFkB, S6K e PI3K em suas formas totais e fosforiladas. Os objetivos
secundarios foram avaliar a participacdo das MAPKs (JNK/ERK) e as
consequéncias no metabolismo energético e estresse oxidativo, de ratos
suplementados com acido retindico. Para isso foram utilizados 80 ratos
divididos em 4 grupos: grupo controle (C, n=20) recebeu dieta padrao; AR1
(n=20), AR2 (n=20) e AR3 (n=20) que receberam 0,3 ; 5 e 10 mg de AR/kg de
racao respectivamente. Apos dois meses os animais foram submetidos ao
estudo ecocardiografico, estudo de coragao isolado e eutanasiados para coleta
de material bioldgico. As variaveis avaliadas foram a porcentagem de colageno,
area seccional dos miécitos, diametro transverso dos midcitos, proteinas por
western blot, estresse oxidativo e enzimas do metabolismo energético. Para
andlise estatistica foi realizado ANOVA de 1 via complementada por testes
recomendados. Para avaliar a resposta dose-dependente foi utilizado o test for
linear trend. Em nosso estudo observamos que houve efeito dose-dependente
para o didmetro do atrio esquerdo, sendo maior no grupo C e menor no grupo

ARS3; hipertrofia dos cardiomiocitos sem acumulo de colageno; ativagao das



MAPKs através do aumento da expressdo da JNK; diminuicdo da piruvato
desidrogenase; da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase, da ATP sintase, do
complexo | e complexo Il quando comparados ao grupo C; e aumento no
hidroperéxido de lipideo e da catalase também quando comparadas ao grupo
C. Assim, podemos concluir que a suplementagao de acido retindico resultou
em remodelacdo cardiaca em ratos normais. Esse fenbmeno nao teve a
participacdo da via mTOR, porém, teve a participacao das MAPKSs, estresse
oxidativo e alteragcbes do metabolismo energético caracteristicos de

remodelacio cardiaca deletéria.
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Abstract

The process of cardiac remodeling can be influenced by several factors
including mechanical, genetics and biochemical, that emphasize the importance
of retinoic acid (RA). Evidence suggests that the RA is essential in the
embryonic period and in the post embryonic development, it can
trigger/modulate cardiac hypertrophy. However it is unclear whether the cardiac
hypertrophy induced by RA is physiological or pathological. The main objective
of the study was to investigate the involvement of mTOR pathway through the
study of Akt, NFkB, S6K and PI3K in its total and phosphorylated forms.
Secondary objectives were to evaluate the involvement of MAPKs (JNK / ERK)
and the consequences of energy metabolism and oxidative stress in rats
supplemented with RA. For this we used 80 rats divided into 4 groups: the
control group (C, n = 20) received standard diet; AR1 (n = 20), AR2 (n = 20)
and AR3 (n = 20) received 0.3; 5 and 10mg AR/kg diet respectively. After two
months the animals were submitted to echocardiographic study, study of
isolated heart and euthanized for collection of biological material. The variables
evaluated were the percentage of collagen, sectional area of myocytes,
transverse diameter of myocytes, protein by western blot, oxidative stress and
enzymes of energy metabolism. Statistical analysis was performed through 1-
way ANOVA complemented by recommended tests. To assess the dose-
response, a test for linear trend was used. In our study we observed that there
was a dose-dependent effect on the diameter of the left atrium, being higher in
group C and lower group ARS3; cardiomyocyte hypertrophy without collagen
accumulation; activation of MAPKs by increasing the expression of JNK;
reduction of pyruvate dehydrogenase; the B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase,
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ATP synthase, complex | and complex |l compared to group C; and an increase
in lipid hydroperoxide and catalase also when compared to group C. Thus it can
be concluded that the retinoic acid supplementation resulted in cardiac
remodeling in normal mice. This phenomenon did not have the participation of
the mTOR pathway, however, did have the participation of MAPKSs, oxidative
stress and altered energy metabolism characteristics of deleterious cardiac

remodeling.
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1. Introdugao

O termo remodelacdo pode ser definido como variagbes moleculares,
celulares e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar clinicamente por
alteragbes no tamanho, massa, geometria e funcéo do coragao, em resposta a
determinada injaria 2.

O processo de remodelagao ocorre em situagdes fisioldgicas, como por
exemplo, o desenvolvimento normal do coragdo até a vida adulta, porém,
usualmente, esse termo descreve alteracbes cardiacas patolégicas que
ocorrem como consequéncia de diversos estimulos ).

Inicialmente, o objetivo do processo de remodelagao ventricular seria o
de manter a fungdo cardiaca estavel frente a determinada injuria, como por
exemplo: isquemia, inflamacéo, alteragcdes genéticas, sobrecarga de volume ou
de pressdo. Um bom exemplo é o que ocorre apdés o infarto agudo do
miocardio. Simultaneamente a necrose das miofibrilas, ha desintegracdo do
colageno interfibrilar. A perda desse tecido de sustentagao torna a regiao mais
propensa a distensao e, consequentemente, mais susceptivel as deformacdes.
Assim, pode ocorrer deslizamento de areas musculares necroticas, com
realinhamento dos midcitos na parede infartada. Como consequéncia, ha
afilamento da regido infartada e dilatagdo da cavidade. O aumento da
cavidade, via mecanismo de Frank-Starling, poderia aumentar o volume
sistolico e manter o débito cardiaco apesar da perda de massa. Cronicamente,
entretanto, com a continuidade e/ou progressao do processo, ocorrem diversas
alteragbes genéticas, bioquimicas e estruturais, que resultam em disfungéo

ventricular progressiva e morte (' 39,



Embora seja amplamente aceito que a remodelagdo resulte em
deterioracdo progressiva da fungédo ventricular, os mecanismos responsaveis
por esse fendbmeno ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
Independentemente do estimulo, uma das caracteristicas mais marcantes do
processo de remodelacao é a modificacdo do padrao de expressao de diversas
proteinas, com o aumento ou a re-expressao de genes do periodo fetal, tais
como o peptidio natriurético atrial, a enzima conversora da angiotensina e as
isoformas fetais das proteinas contrateis. As causas e as possiveis vantagens
ou desvantagens desse comportamento ainda nao estdo suficientemente
esclarecidas. Aceita-se, entretanto, que a expressado genética fetal seja tanto
um marcador, como possa ser um dos mecanismos propriamente envolvidos
na progressdo do processo de remodelagdo cardiaca, até o aparecimento da

r & 7. Os potenciais fatores envolvidos na deterioragdo

disfuncado ventricula
progressiva da fungdo ventricular no coragdo remodelado incluem: morte
celular (apoptose, necrose e autofagia), fibrose, déficit energético, aumento do
estresse oxidativo, hipertrofia, alteracbes geométricas, modificagcbes nas
proteinas contrateis, ativacdo das metaloproteases, alteracbes da via beta-
adrenérgica e do transporte de calcio, no citoesqueleto, nas proteinas de
membrana (integrinas ADAM e as metaloproteases de membrana) e nas das
proteinas da matriz (trombospondina 2, osteopontina e tenascina C) ®.7),
Portanto, a remodelacdo cardiaca envolve uma série de alteracdes
morfoldgicas em resposta a determinado estimulo ou injuria. Inicialmente, esse

processo pode ser adaptativo, mas, a longo prazo, uma das consequéncias da

remodelagéo seria o aparecimento de progressiva disfungéo ventricular.



Um dos aspectos mais relevantes a respeito do processo de
remodelacao ventricular refere-se ao fato de que esse processo € influenciado
por diversos estimulos. Fatores mecanicos (sobrecarga hemodinémica,
pressorica ou volumétrica), genéticos (cardiomiopatia hipertréfica e dilatada), e
bioquimicos (angiotensina Il, endotelina 1, catecolaminas, fator de necrose
tumoral, interleucinas 1 e 6, fator de crescimento transformador beta 1, fator de
crescimento simile-insulina 1, oxido nitrico, calcio, estresse oxidativo) podem
tanto desencadear como regular a remodelacdo cardiaca (1 48)  Dentre os
fatores bioquimicos, o acido retindico vem sendo estudado como modulador do
processo de remodelacédo cardiaca.

O acido retindico € um metabolito ativo da vitamina A e tem papel
essencial na modulagéo da estrutura e funcao cardiaca. O acido retindico atua
por meio de receptores nucleares especificos como o receptor para acido
retindico (RAR - RARa, RARB, RARYy) e o receptor rexindide (RXR - RXRaq,
RXRB, RXRy). A concentracdo de &cido retindico no embrido € altamente
regulada para prevenir o excesso ou falta desse composto, condi¢gdes que
podem produzir efeitos teratogénicos, que variam com o tempo e intensidade
de exposicdo. Nesse contexto, a participacédo do acido retindico, via receptores
RXR, no desenvolvimento ventricular cardiaco tem sido mostrada em fetos
transgénicos de camundongos com receptores RXRa nulos (RXRa-/-). Esses
animais morrem durante o desenvolvimento fetal devido a defeitos miocardicos,
como permanéncia da parede ventricular anormalmente fina e incapacidade do
coragdo em adaptar-se a carga de trabalho demandada pelo feto em
crescimento ©. Ocorre ainda midcitos com diferenciacdo celular precoce,

morfologia alongada, e com baixo nivel de divisdo celular mitética © 9.



Defeitos nos septos ventriculares e varios graus de bloqueio atrio-ventricular
s&0 também observados nesses animais Y. Da mesma forma, mutantes com
RXRp e RAR nulos bem como mutantes duplos, com RXRo/RXRf nulos,
apresentam fenatipo parecido %,

Assim, os retindides sao requeridos nos primeiros estadios de
desenvolvimento cardiaco embrionario para prevenir diferenciacdo, manter
adequada proliferagao e controlar a forma celular e tanto o RXR como o RAR
mediam essas fungoes.

No periodo pds-embrionario, o0 acido retindico também parece ter papel
na modulagcdo da morfologia e da fungdo cardiaca. Estudos experimentais
sugerem que o acido retindico suprime alteragdes morfolégicas do coragao e
alteragcbes na expressdao de genes associados com hipertrofia cardiaca
induzida por diferentes estimulos como, por exemplo, pela endotelina,

(113 Em ratos adultos o excesso de

angiotensina Il e catecolaminas
sinalizagdo do acido retindico (superexpressdo do RAR ou RXR) resulta em
anormalidades no cardiomidcito e cardiomiopatia dilatada (4) Em contraste,

animais deficientes em vitamina A desenvolveram disfuncdo diastolica (1%

e
outros com modelos knockout para o receptor de vitamina A possuem a parede
miocardica mais fina ',

Em nosso laboratério, a suplementacdo de acido retindico atenuou o

processo de remodelagdao cardiaca apds o infarto agudo do miocardio (n

e
durante a exposigdo a fumaca do cigarro '®). Portanto, o 4cido retindico possui
potencial papel na atenuagdo do processo de remodelagdo ventricular

secundaria a diversos estimulos.



Em ratos normais, a suplementacdo de acido retindico induziu
hipertrofia, sem actimulo de colageno, com manutengdo da fungao sistolica 9.
Esses achados sdo compativeis com alteracdes encontradas na fase inicial de
processo patoldgico ou alteragbes observadas em processos fisioldgicos como,
por exemplo, no exercicio fisico. Assim, os efeitos da suplementagédo do acido
retindico em coragdes normais nao estdo completamente esclarecidos.
Portanto, o estudo de vias de sinalizagdo envolvidos em alterag¢des fisioldgicas
ou patoldgicas cardiacas pode ser interessante. Da mesma forma, o estudo de
enzimas envolvidas no estresse oxidativo e no metabolismo energético podem
elucidar se modificagcbes cardiacas sao adaptativas ou deletérias.

O complexo mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) €& uma
serina/treonina quinase responsavel pelo controle do crescimento celular
regulando processos como biogénese de ribossomos, sintese protéica,
metabolismo mitocondrial e autofagia. A mTOR é encontrada sob a forma de
dois complexos distintos, mMTORC1 e mTORC2, sendo que o complexo
mTORC1 possui um substrato bem caracterizado, a S6K, que é um ativador da
traducdo de proteinas. Em relacdo a mTORC2, suas acbes parecem ser
mediadas pelas vias AKT e NFxB (2%22)

Diversos estudos sugerem que mTORC1 é o complexo envolvido na
modulagao da hipertrofia secundaria a sobrecarga hemodindmica e outros
processos patoldgicos. Por outro lado, o complexo mTORC2 parece modular a
sobrevida celular e o crescimento em condigdes fisioldgicas ©.

Da mesma forma, a fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) pode modular o
processo de remodelagao cardiaca, estando envolvida na hipertrofia fisiologica
(2429 o exercendo efeitos protetores em diferentes modelos de agress&o

6



cardiaca e disfungdo ventricular ®®. Por outro lado, as proteinas kinases
ativadas por mitdogenos (MAPK) (kinase regulada por sinal extracelular —
ERK1/2 e c-Jun kinase N-terminal — JNK), tém sido implicadas em mediar
hipertrofia cardiaca patoldgica 722,

Pelo exposto, o estudo do complexo mTOR poderia auxiliar na
interpretacdo dos efeitos do &cido retindico no coragdo. No entanto, a

participacdo da mTOR nas alteragbes cardiacas induzidas pelo acido retindico

nao é conhecida.






2. Hipotese
A via da mTOR pode participar do processo de remodelagcédo cardiaca

induzida pelo acido retindico.






3. Objetivo

O objetivo principal do nosso trabalho foi analisar o comportamento do
complexo mTOR no coracao de ratos suplementados com diferentes doses de
AR, por meio do estudo da AKT, NFkB, S6K (formas total e fosforilada),
juntamente com a via PI3K.

Os objetivos secundarios foram avaliar a participagdo das MAPKs
(JNK/ERK) e as consequéncias no metabolismo energético e estresse

oxidativo, de ratos suplementados com acido retindico.

11
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4. Material e Métodos

Acondicionamento dos animais

O protocolo experimental do presente trabalho foi submetido e aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina
de Botucatu, em conformidade com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200-250g,
provenientes do Biotério Central da nossa instituigdo. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, alimentados com ragado comercial padrao e
livre acesso a agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas), de temperatura

(aproximadamente 25° C) e de umidade.

Delineamento experimental e suplementagao do acido retindico

Os animais foram divididos em quatro grupos: grupo C (n=20), formado
pelos animais controle; grupo AR1 (n=20), formado pelos animais
suplementados com &acido retindico na dose de 0,3 mg/kg de dieta; grupo AR2
(n=20), formado pelos animais suplementados com &cido retindico na dose de
5 mg/kg de dieta e grupo AR3 (n=20), formado pelos animais suplementados
com acido retindico na dose de 10 mg/kg de dieta. Os animais foram
observados por 2 meses.

A racgao foi ofertada diariamente e quantificada as sobras no préximo dia.

Foi utilizada racao Nuvilab (Nuvital®, com a seguinte composi¢cao por Kg de
13



racao: vitamina A 12000 Ul; vitamina D 1800 Ul; vitamina E 30 mg; vitamina K
3mg; vitamina B1 5 mg; vitamina B2 6mg; vitamina B6 7 mg; vitamina B12
20mcg; niacina 60mg; acido pantoténico 20mg; acido folico 1mg; biotina
0,05mg; colina 600mg; ferro 50mg; zinco 60mg; cobre 10mg, iodo 2mg;
manganés 60mg; selénio 0,05mg; cobalto 1,5mg; metionina 300mg; lisina
100mg; calcio 1,4%; fosforo 0,8%).

Como o acido retindico é lipossoluvel, foi diluido em 6leo de milho (10
ml/Kg de racédo) antes de ser adicionado a racao triturada. A ragdo para o
grupo controle foi preparada da mesma forma, adicionada apenas de 6leo (10
ml/Kg de ragdo). Apods a adicao de d6leo, a racao foi homogeneizada e
peletizada. Apds processo de secagem foi armazenada em freezer (-14°C).

Durante o periodo experimental, os animais foram pesados uma vez por

semana.

Estudo Ecocardiografico

Apods 2 meses de tratamento, os animais dos 4 grupos foram submetidos
a estudo ecocardiografico, segundo método descrito previamente ' '8 Os
animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato
de xilidino (1mg/kg), por via intramuscular, e apés tricotomia da regiao anterior
do toérax, foram posicionados em decubito lateral esquerdo. A partir do corte
paraesternal em eixo menor, foi possivel a obtengdo da imagem
monodimensional transversa do ventriculo esquerdo, utilizando-se a imagem
bidimensional como guia para posicionamento do feixe ultrasénico logo abaixo

14



do plano da valva mitral entre os musculos papilares. As imagens da aorta e do
atrio esquerdo também foram obtidas na posi¢ao paraesternal eixo menor com
o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. O registro da
imagem monodimensional, ajustada para a velocidade de 100 mm/s, foi
realizado por meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co.
Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas manualmente com o
auxilio de um paquimetro de precisdo e em acordo com as recomendacdes da
American  Society of  Echocardiography/European  Association  of
Echocardiography . O aparelho utilizado foi General Eletric Medical System
modelo Vivid S6 (Tirat Carml, lIsrael), equipado com transdutor eletrénico
multifrenquéncia de 5,0-11,5 MHz.

A funcao diastdlica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) pico de
velocidade do enchimento diastélico inicial (onda E); 2) pico de velocidade do
enchimento diastdlico tardio (onda A); 3) razdo entre as ondas E e A (E/A); 4)
tempo de desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento
isovolumétrico em valores absolutos (TRIV). O estudo foi complementado pela
avaliagao por Doppler tissular dos deslocamentos sistdlico (S’), diastdlico inicial
(E’) e tardio (A’) do anel mitral (média aritmética das velocidades de
deslocamento das paredes lateral e septal), e pela razao entre as ondas E e E’
(E/E).

As estruturas cardiacas foram medidas em trés a cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O diadmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) foi medido
no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O didmetro
sistolico do VE (DSVE) foi medido no momento de maxima excurséo sistolica
da parede posterior da cavidade. A fungdo sistélica do VE foi avaliada

15



calculando-se a porcentagem de encurtamento sistolico (DDVE-DSVE/DDVE) x
100 e a fracdo de ejecao (DDVE3-DSVE3/DDVE3) e a velocidade de
encurtamento da parede posterior (VEPP). O tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) medido corresponde ao tempo entre o fechamento da
valvula adrtica e a abertura da mitral. O fluxo diastdlico transmitral (ondas E e
A) foi obtido com o transdutor na posigédo apical quatro camaras. As medidas
referentes aos fluxos foram realizadas diretamente no monitor do

ecocardiografo, em cinco ciclos cardiacos consecutivos.

Estudo da fung¢ado ventricular em coragdo isolado: preparagcdo de

Langendorff

Apds o estudo ecocardiografico, 8 animais de cada grupo receberam
tiopental sodico (50 mg/kg, IP) e heparina (1000 Ul), por via intraperitoneal e
ventilados com pressao positiva e oxigénio a 100%. A seguir foi efetuada a
esternotomia mediana, com ventilacdo assistida, e dissecada a aorta
ascendente. A aorta foi cateterizada com canula de metal numero 15a e
iniciada a perfusao retrégrada com solugao de Krebs-Henseleit com a seguinte
composicao em mmol/l: 115 NaCl, 54 KCI, 2,5 CaCl,, 1,2 MgPO4, 1,15
NaH.POg4, 1,2 Na;SO4, 25 NaHCO; e 11 glicose. Antes de sua utilizacdo a
solucao foi filtrada com filtro de acetato de celulose com poro de 5 micrometros.
A solugdo acima foi acrescida de insulina 10 Ul/I e manitol, na concentragédo de

8 mmol, para assegurar maior preservagao miocardica.
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Os coragcbes foram removidos da caixa toracica e colocados em
aparelho de estudo de coracgéo isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sachs
Elektronik-Germany), com pressdo de perfusao constante de 75 mmHg. A
solugao nutriente foi continuamente oxigenada com mistura gasosa de 95% de
oxigénio e 5% de CO,, a temperatura de 37°C, pH entre 7,3 e 7,4. O atrio
esquerdo foi aberto e o apice do ventriculo esquerdo puncionado com agulha,
para drenar a cavidade ventricular, evitando-se acumulo de liquido no seu
interior. Um balao de latex, atado ao tubo de polietileno PE 90, foi colocado na
cavidade ventricular. A outra extremidade do tubo de polietileno foi conectada a
uma torneira de 3 vias, sendo uma das vias acoplada a um transdutor de
pressado (Stathan P23 XL) e a outra, a uma seringa de 1 ml, que permite a
variacdo do volume do baldo intracavitario. A musculatura atrial direita,
compreendendo o nddulo sinoatrial foi extirpada e um eletrodo de marcapasso
artificial colocado no miocardio do ventriculo direito para se manter,
artificialmente, a frequéncia cardiaca de 250 bpm.

Por meio da preparagao descrita, foram registradas a primeira derivada
positiva de pressao (+dP/dt) e a derivada negativa de presséao (-dP/dt). Esses
indices sao, respectivamente, utilizados como parametros de fungao contratil e

relaxamento do ventriculo esquerdo.

Eutanasia e coleta de material biolégico

Apds o estudo ecocardiografico, os animais foram anestesiados com

dose excessiva de pentobarbital e foi coletado sangue, antes da retirada do
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coragao, figado e pulmado. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm, por 20
minutos a 4°C, coletado o sobrenadante e armazenado a -80°C.

O coragéao foi dissecado, separando-se o ventriculo esquerdo (VE) do
ventriculo direito (VD) e obtido o peso total do VE e VD, figado e pulm&o. Em
seguida o VE foi seccionado a 4 mm da ponta em fragmento de 3 mm colocado
em formol tamponado para confecgdo de laminas histolégicas. O material
restante foi colocado em nitrogénio liquido e depois armazenado em freezer a -

80°C.

Analise histolégica

Apds o estudo funcional, foi realizado o estudo morfométrico, segundo
técnica ja padronizada ' '®. Amostras de tecido cardiaco foram fixadas em
solucdo de formol a 10% por periodo de 48 horas, segundo relato prévio 7 8.
Apos fixagdo, o tecido foi incluso em blocos de parafina, obtendo-se, a seguir,
cortes histologicos coronais de 4 micra. Os cortes histologicos foram corados
em lamina com solugdo Hematoxilina - Eosina (HE) para afericdo de areas
(ASM) e diametro (DSM) da seccional transverso dos miécitos, empregando-se
microscopio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens
digitais a computador dotado de programa de analise de imagens Image Pro-
plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram mensuradas 50
a 70 células por ventriculo analisado. Os midcitos selecionados estavam
seccionados transversalmente, apresentaram forma redonda, nucleo visivel no

centro da célula e localizacdo na camada subendocardica da parede muscular

18



do ventriculo esquerdo. Este cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto
de midcitos dos diferentes grupos. As areas e didmetros seccionais médios
obtidos para cada grupo foram utilizados como indicador do tamanho celular.
Laminas com cortes histolégicos coronais de 6 micra e corados pela
técnica de Picro Sirius red, especificos para visualizagdo de colageno, foram
feitas para avaliagdo do intersticio do miocardio do ventriculo esquerdo. A
leitura foi feita utilizando-se microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de
video, que envia imagens digitais a computador dotado de programa de analise
de imagens Image Pro—plus (Media Cyberetics, Silver Spring, Maryland, USA).
Foram analisados 30 a 40 campos por ventriculo, utilizando objetiva de 40X. O

colageno perivascular foi excluido desta analise.

Western Blot

Os coracbes nao submetidos ao estudo do coracdo isolado foram
posteriormente homogeneizados em tampéao de extragdo RIPA (100 mM Tris-
HCI pH 7.4; 100 mM pirofosfato de sédio; 100 mM fluoreto de sédio; 10 mM
EDTA; 10 mM ortovanadato de soédio; 2 mM PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10%
Triton-X 100) a 4°C. Apd6s 30 minutos de incubagao em gelo, os homogenatos
foram centrifugados por 20 minutos para remover o material insoluvel e o
sobrenadante utilizado para as analises.

A determinagdo do conteudo de proteinas totais do sobrenadante foi
feita pelo método de Bradford. Apds quantificacdo das proteinas, a amostra
juntamente com tampao de Laemmli (Tris — HCL 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol
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40%, azul de bromofenol 0,02% e B - mercaptoetanol 200 mM), foi aquecida a
100°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer.

As proteinas foram separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-
Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCL 240mM
pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolugao (Tris - HCL 240mM
pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed). A concentragao do gel de
empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragdo do gel de resolugéo, foi
determinada de acordo com o peso molecular de cada proteina analisada.

No primeiro pogo do gel foi aplicado um padrdao de peso molecular,
Kaleidoscope Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules,
CA, USA), por 2 horas, com tampéao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e
SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Mini-Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando-se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20% e SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo primario a
membrana foram bloqueados mediante incubagdo com solugao de 5% de leite
em po6 desnatado, dissolvido em solugao basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl
5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente sob
constante agitacdo. Neste momento a membrana foi cortada de acordo com o
peso molecular das proteinas de interesse do estudo para incubacdo do
anticorpo primario diluido em solugcdo de leite em p6é desnatado a 3%,

dissolvido em solugao basal, sob agitagdo constante overnight.
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Apds a incubagao com o anticorpo primario, a membrana foi lavada trés
vezes em solugdo basal e incubada com o anticorpo secundario diluido em
solucao de leite desnatado a 1%, dissolvido em solucio basal, por 1,5 horas
sob agitagdo constante. Para remover o excesso de anticorpo secundario, a
membrana foi lavada trés vezes em solugao basal. Por fim, a imunodeteccao
foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com as
instrugdes do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Thermo Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram analisadas no
analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc,
USA) nos tempos padronizados para cada proteina estudada.

Apods essa etapa, se o peso molecular da proteina em questao fosse o
mesmo da proteina normalizadora (GAPDH), as membranas eram lavadas em
solugéo Stripping por 15 minutos em agitagao constante, e entao, reiniciado o
processo de bloqueio, incubacido dos anticorpos para o GAPDH e
imunodeteccdo da mesma forma descrita anteriormente.

Uma vez os dados gerados pelo analisador de imagens, a quantificagao
foi feita da seguinte maneira: 1) as proteinas de interesse foram normalizadas
pelo GAPDH correspondente; 2) foi feita a média (da relagdo obtida
anteriormente) dos animais controles de cada gel; 3) a relagdao entre
proteina/GAPDH entédo foi dividida pela média dos animais controles do gel
correspondente, para ser obtido o resultado da expressédo por Western Blot.
Para as proteinas fosforiladas foi realizado o mesmo procedimento e entao

feita a relagao entre proteina fosforilada e proteina total.
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a) Anticorpos primarios utilizados

NFkB p65, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Europe, sc-8008);

pNFkB p65, rabbit policlonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,
sc-33020);

Akt, rabbit polyclonal (Cell Signaling Technology, #9272);

pAkt (Ser473), rabbit monoclonal (Cell Signaling Technology, #4060);
S6k1, rabbit monoclonal (Abcam, ab32529);

pS6k1, rabbit policlonal (Abcam, ab5231);

ERKH1, rabbit policlonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-
93);

JNK1/2, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,
sc-137019);

PI3K p85, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Europe, sc-1637);

pPI3K p85 (Tyr508), goat policlonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Europe, sc-12929);

GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology,Inc,

Europe, sc 32233);

b) Anticorpos secundarios utilizados

Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc
2005);
Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc

2004);
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e Donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe,

sc 2020);

Determinagédo do metabolismo energético e estresse oxidativo

Amostras de tecido cardiaco, de aproximadamente 100mg, foram
homogeneizadas em tampao fosfato de sodio (0,1M, pH 7,0) e centrifugadas a
10000 rpm, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para
determinar a concentracdo de proteinas, hidroperoxido de lipidios, atividade
das enzimas antioxidantes e enzimas metabolismo energético, por
espectrofotometria. A atividade dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria mitocondrial foi determinada apds ressuspensdo do pellet com
tampao fosfato de sddio 0,1M contendo 250mM de sacarose e 2mM de EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético) e centrifugagdo (10000 rpm, 5 minutos,
40C), de acordo com técnica adaptada de Cassina e Radi ©?.

As leituras foram realizadas em leitor de microplaca (uQuant-MQX Bio-
Tech Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com controle pelo software. Todos

os reagentes utilizados foram de procedéncia da Sigma (St. Louis, USA).

a) Metabolismo energético

o Determinagdo da atividade da fosfofrutoquinase (PFK)
A atividade da PFK foi determinada em meio contendo tampéao TRIS-
HCI (50mM; pH 8,0), MgCl 2, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, aldolase,
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trifosfato isomerase, ATP e frutose -6-fosfato, com medidas da velocidade de

oxidacdo do NADH 2, segundo método descrito por Bass et al 7.

o Determinacdo da atividade do complexo piruvato desidrogenase

(PI-DH)

A atividade da PI-DH foi determinada na presencga de tampao fosfato de
potassio (50mM; pH 7,4) em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato,
coenzima A, ditiotreitol, MgCL2, NBT (nitrobluetetrazadilico), piruvato de sédio e
fenazina metasulfato, no qual se mediu a conversao do piruvato em acetil-CoA

através da velocidade da reducédo do NAD @Y.

o Determinagdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH)
A atividade da LDH foi determinada de acordo com metodologia
proposta por Wilkinson ©2 com a utilizagdo do método UV otimizado, onde foi
medido o consumo de NADH 2, (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

reduzido) que é proporcional a atividade da enzima presente na amostra.

o Determinagdo da atividade da citrato sintase
A reacdo de condensagéao entre o grupamento acetil da molécula de
acetil-CoA e oxaloacetado, reacao catalisada pela citrato sintase, cuja atividade
foi determinada na presenca dos substratos acetil-CoA e oxaloacetato e DTNB

(dithiobis-2-nitrobenzoato) em tampao fosfato Tris-HCI 50mM, pH 8,0 GV,
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e Determinagcao da atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (f3-
OH-acil CoA-DH)
A Atividade da B-OH-acil CoA-DH foi determinada na presenca de

tamp&o Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, EDTA, acetoacetil-CoA e NADH "),

e Determinacao da atividade ATP sintase
A atividade da ATP sintase foi determinada em meio tamponado
(Tris-HCI 50mM; pH 8,0, na presenga de MgCI2, NADH, fosfoenolpiruvato,

ATP, LDH e piruvato quinase) ®%.

e Determinacao da atividade da NADH-desidrogenase (complexo I)
A atividade do complexo | foi determinada pelo método de Singer ¥
em um sistema de reacdo composto por tampéo fosfato de sédio 80mM pH 7,4,

EDTA e NADH, no qual foi monitorada a velocidade de oxidagao do NADH.

e Determinagcao da atividade da succinato desidrogenase (complexo
1)
A atividade enzimatica da succinato desidrogenase foi medida pelo
método descrito por Fischer et al. 5 em meio com tampao fosfato de potassio
(50mM; pH 7,4), contendo succinato de sodio, fenasina metassulfato e DPIP

(diclorofenolindofenol), o qual teve absorbancia, a 600nm, diminuida.
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b) Avaliagao do estresse oxidativo

e Determinagao da concentragao de hidroperoxido de lipidio
O hidroperodxido de lipidio foi determinado na presenga de sulfato
ferroso amoniacal (Fe2+) e alaranjado de xilenol, &cido sulfurico e butilato de

hidroxitolueno (BHT) em mistura de metanol 90% ©.

e Determinacgao da atividade da glutationa peroxidase (GSH Px)
A atividade da GSH Px foi determinada a partir da oxidacdo do
NADPH2 em meio a mistura reativa contendo tampao fosfato de sdédio,
glutationa reduzida, azida sédica, EDTA, glutationa redutase, a qual catalisa a

reducdo da glutationa oxidada 7.

e Determinagao da atividade da superoxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi determinada monitorando a inibicao da
reducao do nitroblutetrazolico (NBT) através de radicais superoxidos gerados

em solucédo contendo NADH 2 e fenazina metassulfato ©®).

e Determinacgao da atividade da catalase
A atividade enzimatica da catalase (E.C. 1.11.1.6) foi determinada em
tampéo fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5ml de amostra e peréxido de hidrogénio

(30%) ©).
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Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo ou mediana e
percentis 25% e 75% de acordo com a distribuicao normal ou ndo normal. Para
comparagdes entre os grupos foi utilizada analise de variancia (ANOVA)
complementada por testes recomendados. O teste de tendéncia (trend) foi
utilizado para verificar os efeitos dose-dependente do AR.

Os pacotes estatisticos utilizados foram o SigmaPlot for Windows versao
12.0 (Systat Software, Inc) e GraphPad Instat (GraphPad Software, Inc). Os
graficos foram elaborados no programa SigmaPlot for Windows versdo 12.0

(Systat Software, Inc).O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.
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Zesaltades




6. Resultados

Peso dos animais e consumo de ragcao

N&o houve diferenga entre os grupos em relagdo ao peso dos animais,
grupo C: 424,0+21,2g; grupo AR1: 427,8+19,8g; grupo AR2: 420,8+25,3g;
grupo AR3: 416,8+19,0g; p:0,404 e na ingestdo de racdo, grupo C: 23,6+0,9g;

grupo AR1: 23,6+0,7g; grupo AR2: 23,3+1,3g e grupo AR3: 23,7+0,6g; p:0,593.

Estudo Ecocardiografico

As variaveis obtidas pelo ecocardiograma estao apresentadas na Tabela
1, 2 e 3. Em relagao as variaveis morfoloégicas, houve efeito dose-dependente
para o didmetro do atrio esquerdo, sendo menor no grupo AR3 e maior no
grupo C (pTrend: 0,01) (Tabela 1) e houve tendéncia no teste trend para o
IMVE (p:0,07). Quanto as variaveis funcionais, ndo encontramos em nosso

estudo, diferencas entre os grupos.

Estudo Morfométrico

Os valores para peso do VE, peso do VE normalizado pelo peso
corpoéreo, peso do VD, peso do VD normalizado pelo peso corpéreo e peso do
pulméo e figado estdo representados na Tabela 4. Encontramos tendéncia
para o teste trend para peso do VE normalizado pelo peso corporal (p: 0,07)
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Estudo do Coracgao Isolado

Em nosso trabalho encontramos tendéncia (p: 0,065) de piora da fungao

sistélica no grupo AR2, representada pela variavel PS (Tabela 5).

Estudo Histolégico

A éarea e o didmetro seccional dos midcitos foram diferentes entre os
grupos suplementados quando comparados ao grupo controle (p<0,001). O
acido retindico induziu hipertrofia miocardica de forma dose dependente. A

fragdo de colageno intersticial nao diferiu entre os grupos (Tabela 6).

Western Blot

Os dados referentes as proteinas analisadas por western blot estao
representados na Tabela 7. A expressao da proteina JNK foi maior no grupo
AR3 e AR2 quando comparados ao grupo C e AR1 (p: 0,0240). Nao foram

encontradas diferencas em relacao as outras proteinas analisadas.
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Metabolismo energético e estresse oxidativo

Os valores das enzimas referentes ao metabolismo energético e
estresse oxidativo estdo representadas na tabela 8 e 9, respectivamente.

Em relagdo ao metabolismo energético, as enzimas PDH, citrato sintase,
B-OH acilCoA-DH, ATP sintase e o complexo Il foram menores nos grupos
suplementados, enquanto que as enzimas PKF e LDH foram maiores. Para o
estresse oxidativo, as enzimas CAT e hidroperéxido de lipideo foram maiores
nos grupos suplementados e a GSH-Px e SOD foram menores nos grupos

suplementados, quando comparado ao grupo controle.
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Tabela 1. Variaveis morfologicas avaliadas pelo ecocardiograma.

Variaveis Grupo C Grupo AR1 Grupo AR2 Grupo AR3 p pTrend
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
PC (9) 425 + 11 423 £ 13 423 £ 13 422 + 13 0,929 0,531
DDVE (mm) 7,12+0,51 7,51+0,63 7,330,76 7,46+0,67 0,422 0,312
DDVE/PC (mm/kg) 16,85+1,63 17,79+1,67 17,35+1,73 17,67+1,45 0,434 0,289
DSVE (mm) 3,3540,63 3,5610,64 3,4710,54 3,57+0,48 0,432 0,291
AO (mm) 3,89+0,25 3,79+0,23 3,77+0,12 3,77+0,23 0,264 0,138
AE (mm) 5,68+0,67 5,3610,45 5,24+0,47 5,18+0,46 0,099 0,01
AE/AO 1,55+0,12 1,46+0,12 1,46+0,13 1,43+0,17 0,335 0,09
AE/PC 13,11+1,58 12,56+0,95 12,36+0,79 12,21+1,03 0,157 0,03
IMVE (g/kg) 2,100,1 1,99+0,1 2,09+0,1 2,11£0,1 0,115 0,073

Dados expressos em média * desvio padrdo. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragao; AR2:
suplementados com 5 mg de AR/kg de racdo; AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de ragéo; PC: peso corporal; DDVE:
didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; AO: didametro da aorta; AE:didmetro

do atrio esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo.
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Tabela 2. Variaveis funcionais avaliadas pelo ecocardiograma.

Variaveis Grupo C Grupo AR1 Grupo AR2 Grupo AR3 p pTrend
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
FC (bpm) 297,97+45,41 287,76+60,44 283,83+33,72 292,84+44,01 0,856 0,722
%Enc.Endo 54,54+5,92 52,95+5,02 53,65+4,93 52,56+3,85 0,695 0,342
VEPP(mm/s) 41,194£10,22 42,14+10,83 41,46+12,10 42,73+10,82 0,990 0,883
FE 0,97+0,031 0,950,032 0,98+0,031 0,950,025 0,770 0,441
E mitral (cm/s) 739,57+53,72 797,54+96,21 773,24+67,96 769,18+81,57 0,240 0,467
A mitral (cm/s) 458,64175,63 482,96+107,62 503,31+81,27 513,96+£136,94 0,479 0,124
E/A 1,67+0,31 1,73+0,24 1,66+0,27 1,69+0,40 0,684 0,312
TDE (m/s) 51,1046,23 53,71+10,86 55,17+8,02 52,58+7,84 0,579 0,537
TRIV(m/s) 29,77+6,34 29,35+5,32 27,31+4,87 28,89+4,92 0,634 0,460

Dados expressos em média = desvio padrdo. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragao; AR2:
suplementados com 5 mg de AR/kg de racao; AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de ragéo; FC: frequéncia cardiaca; % Enc.
Endo.: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo
esquerdo; FE: fragdo de ejecdo; E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; TDE: tempo de
desaceleracdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo.
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Tabela 3. Variaveis funcionais avaliadas pelo ecocardiograma (Doppler tissular).

Variaveis Grupo C Grupo AR1 Grupo AR2 Grupo AR3 p pTrend
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
S septal (cm/s) 52,12+9,02 49,75+5,91 50,96+4,82 51,3545,82 0,795 0,845
S lateral (cm/s) 52,93+6,84 51,8146,93 53,14+7,86 54,3+5,61 0,790 0,473
E’ septal (cm/s) 47,63+12,84 52,37+14,84 46,41+10,43 48,78+8,95 0,571 0,858
E’ lateral (cm/s) 44,1249,41 50,96+10,42 46,77+11,72 47,66+8,83 0,337 0,598
A’ septal (cm/s) 48,74+15,52 48,97+17,01 44,45+15,12 50,12+15,54 0,775 0,985
A’ lateral (cm/s) 38,63+14,32 33,66+8,72 38,36+10,10 38,55+14,32 0,629 0,749
E/E’'média 16,71+£3,38 15,76+2,12 17,514£3,23 16,21+2,02 0,957 0,968

Dados expressos em média * desvio padrdo. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragao; AR2:
suplementados com 5 mg de AR/kg de racéo; AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de ragao; S septal: onda sistdlica do anel
mitral lateral; S lateral: onda sistdlica do anel mitral lateral; E’ septal: onda diastélica inicial do anel mitral septal; E’ lateral: onda
diastdlica inicial do anel mitral lateral; A’ septal: onda diastdlica tardia do anel mitral septal; A’ lateral: onda diastdlica tardia do anel
mitral lateral; E/E’'média.
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Tabela 4. Variaveis anatdmicas.

Variaveis Grupo C Grupo AR1 Grupo AR2 Grupo AR3 p pTrend
(n=12) (n=14) (n=13) (n=13)
VE(9) 0,82+0,06 0,83+0,06 0,82+0,06 0,87+0,05 0,172 0,090
VD (g) 0,21+0,03 0,22+0,04 0,20+0,03 0,22+0,02 0,331 0,599
PULMAO (g) 1,87+0,34 1,87+0,41 1,82+0,29 1,73+0,15 0,671 0,259
FIGADO (g) 12,71+1,76 12,8+2,04 13,16+2,13 13,61+£2,25 0,691 0,253
VE/PC 1,98+0,08 1,95+0,13 1,9840,13 2,07+0,15 0,115 0,070
VD/PC 0,50+0,07 0,51+0,08 0,48+0,07 0,52+0,05 0,481 0,654

Dados expressos em meédia

desvio padrdo. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de racao; AR2:

suplementados com 5 mg de AR/kg de racao; AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de ragcado. VE: peso ventriculo esquerdo;
VD: peso ventriculo direito; PC: peso corporal.
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Tabela 5. Estudo do coragéo isolado (valores maximos).

Variavel Grupo C Grupo AR1 Grupo AR2 Grupo AR3 p pTrend
(n=7) (n=7) (n=6) (n=7)

+ dp/dt max (mmHg/s) 2910+543,5 2839+652,4 2541+595,1 2910+619,6 0,667 0,774

- dp/dt max (mmHg/s) 2428+509,5 2160+373,0 1875+379,2 2339+606,9 0,207 0,504

PS (mmHg) 133,6+15,3 125,0£13,3 110,0+15,4 130,7+18,9 0,065 0,392

Dados expressos em média * desvio padrdo. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragao; AR2:
suplementados com 5 mg de AR/kg de racéo; AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de racdo. +dP/dt e —dP/dt: primeira
derivada e derivada negativa, respectivamente; PS: pressao sistdlica.
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Tabela 6. Variaveis do estudo histolégico.

Variavel C AR1 AR2 AR3 p pTrend
(n=8) (n=8) (n=7) (n=8)

Area seccional dos 137,66 + 3,27° 151,93 £5,38% 161,07 £7,71° 216,42 + 6,68° <0,001 < 0,0001

miocitos (um?)*

Didmetro transverso do 9,14 +0,38° 10,29 + 0,112 10,26 + 0,36° 15,05 + 0,43° <0,001 < 0,0001

midécito (um)*

% colageno intersticial 5,2+0,4 4,8+0,3 5,0x0,4 5,0+0,6 0,254 0,425

Dados expressos em média + desvio padrao. * Anova de uma via complementado pelo teste de Holm-Sidak. C: controle; AR1:

suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragado; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de ragédo; AR3: suplementados com

10mg de AR/kg de ragéo.
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Tabela 7. Proteinas por Western Blot.

Variavel C AR1 AR2 AR3 p pTrend
(n=13) (n=12) (n=12) (n=12)
pNkfb/Nfkb 1,06 (0,68-1,65) 0,73 (0,07-1,05) 0,77 (0,13-0,92) 0,86 (0,18-1,21) 0,223 0,518
pAkt/Akt 0,86 (0,53-1,46) 0,84 (0,49-1,33) 0,70 (0,53-0,98) 1,10 (0,79-1,38) 0,246 0,804
pS6k/S6k 1,14 (0,74-1,50) 0,86 (0,698-1,8) 0,97 (0,56-1,38) 0,68 (0,30-1,07) 0,255 0,081
ERK 0,92 (0,74-1,16) 1,09 (0,67-1,31) 0,73 (0,52-1,31)  1,15(0,72-1,71) 0,449 0,270
pPI3K/PI3K 0,96 (0,68-1,36) 0,98 (0,56-1,70) 0,84 (0,77-1,16) 1,23 (0,41-1,81) 0,968 0,646
JNK* 1,00+0,50° 0,99+0,49° 1,29+0,54% 1,59+0,52" 0,024 0,004

Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana e percentis 25 e 75. * Anova de uma via complementado pelo teste de

Holm-Sidak. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racgéo;
AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de ragao.
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Tabela 8. Metabolismo Energético.

Variavel C AR1 AR2 AR3 p pTrend
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

PKF-1* (nmoL/g) 107,94+17,23°  116,54+8,52° 136,69+22,44 %  145,83+25,33° 0,002 0,0002
PI-DH*(nmoL/g ) 314,44432,29° 171,65420,35° 164,97+21,75°  160,37+26,56"°* <0,001 <0,0001
LDH (nmoL/mg) 167,48+16,46  161,87+24,24  178,22+23,64 191,03+23,62 0,066 0,0002
Citrato Sintase* 27,7+3,84° 30,35+3,28° 23,7142,512° 22,84+2,64° <0,001 0,0002
(nmoL/mg)

B-OH-acil CoA- 30,02+2,79° 29,512,132 26,31+2,84° 20,66+2,76 ° <0,001 <0,0001
DH(nmoL/mg)*

ATP sintase(nmoL/mg)* 54,72+6,10° 46,12+6,97° 40,62+6,02° 42,46+5,63° <0,001 0,0002
Complexo | (nmoL/mg) 5,9910,71 6,271£1,02 5,88+0,50 5,61+0,67 0,373 0,2027
Complexo Il (nmoL/mg)* 5,74+0,77° 5,24+0,48% 5,21+0,36% 4,52+1,10° 0,025 0,0039

Dados expressos em média + desvio padrdao. * Anova de uma via complementado pelo teste de Holm-Sidak C: controle; AR1:
suplementados com 0,3mg de AR/kg de ragao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de ragao; AR3: suplementados com 10mg
de AR/kg de racao. PKF-1: fosfofrutoquinase; PI-DH: piruvato desidrogenase; LDH: lactato desidrogenase; B-OH-acil CoA-DH: B-
hidroxiacil-CoA desidrogenase.
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Tabela 9. Estresse oxidativo.

Variavel C AR1 AR2 AR3 p pTrend
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Hidroperdxido de Lipideo ~ 183,07+19,19° 210,79+30,86° 214,10+28,99°  229,36+11,26" 0,006 0,0008

(nmolL/g)*

GSH-Px (nmoL/mg)* 45,00+4,88° 33,52+4,53" 32,92+5,75% 26,34+4,21° <0,001 <0,0001

SOD (nmoL/mg)* 12,29+1,46° 9,90+0,97° 8,88+0,81"° 9,81+1,19°« <0,001 <0,0001

CAT (umoL/g)* 71,358,29° 127,97+15,81° 129,28+27,19°°  125,18+15,45°°  <0,001 <0,0001

Dados expressos em média + desvio padrao. * Anova de uma via complementado pelo teste de Holm-Sidak. C: controle; AR1:
suplementados com 0,3mg de AR/kg de racao; AR2: uplementados com 5mg de AR/kg de ragao; AR3: suplementados com 10mg
de AR/kg de racdo. GSH Px: glutationa peroxidase; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase.
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Figura 1. Area seccional dos midcitos. C: controle; AR1: suplementados com
0,3mg de AR/kg de ragao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de racéo;
AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de racdo. (*) Diferengas

estatisticamente significantes.
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Figura 2. Diametro transverso dos midcitos. C: controle; AR1: suplementados

com 0,3mg de AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de

ragcado; AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de racdo. (*) Diferencas

estatisticamente significantes.
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Figura 3. Expresséao protéica da JNK. C: controle; AR1: suplementados com
0,3mg de AR/kg de ragao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de racéo;
AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de racdo. (*) Diferencgas

estatisticamente significantes.
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Fosfofrutoquinase (nmolL/g tecido)
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Figura 4. Fosfofrutoquinase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de

AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de ragao; ARS3:

suplementados com 10mg de AR/kg de ragado. (*) Diferengas estatisticamente

significantes.
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Piruvato desidrogenase (nmolL/g tecido)
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Figura 5. Piruvato desidrogenase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg

de AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racéo; ARS:

suplementados com 10mg de AR/kg de ragado. (*) Diferengas estatisticamente

significantes.
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Figura 6. Citrato sintase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de

AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de ragao; ARS3:

suplementados com 10mg de AR/kg de ragado. (*) Diferengas estatisticamente

significantes.
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B-OH-acil CoA-DH (nmol/mg)
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Figura 7. B-OH-acil CoA-DH. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de
AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racdo; ARS3:

suplementados com 10mg de AR/kg de ragado. (*) Diferengas estatisticamente

significantes.
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Figura 8. ATP sintase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg
de racao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racado; ARS3:
suplementados com 10mg de AR/kg de ragdo. (*) Diferengas estatisticamente

significantes.
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Complexo Il (nmol/mg)
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Figura 9. Complexo Il. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg

de racao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racado; ARS3:

suplementados com 10mg de AR/kg de ragado. (*) Diferengas estatisticamente

significantes.

49



1004

300+
f B3 C
e =B g
200- ; 8 AR2
. I AR3

Hidroperéxido de lipideo (nmol/g)

Figura 10. Hidroperoxido de lipideo. C: controle; AR1: suplementados com

0,3mg de AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racao;

AR3: suplementados com 10mg de AR/kg de

estatisticamente significantes.

racdo. (*) Diferencas
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Glutationa peroxidase (nmol/mg)
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Figura 11. Glutationa peroxidase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg

de AR/kg de racdo; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de ragéo; ARS3:

suplementados com 10mg de AR/kg de racado. (*) Diferencas estatisticamente

significantes.
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Superédxido dismutase (nmol/mg)
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Figura 12. Superoéxido dismutase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg
de AR/kg de racao; AR2: suplementados com 5mg de AR/kg de ragao; AR3:

suplementados com 10mg de AR/kg de racado. (*) Diferencas estatisticamente

significantes.
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Figura 13. Catalase. C: controle; AR1: suplementados com 0,3mg de AR/kg de
ragao; AR2: suplementados com 5 mg de AR/kg de racéo; AR3: suplementados

com 10mg de AR/kg de racéao. (*) Diferencas estatisticamente significantes.
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7. Discussao

Nosso estudo procurou avaliar se a remodelacao cardiaca induzida pelo
acido retindico possui caracteristicas adaptativas ou deletérias. Para isso,
estudamos a participacao das vias mTOR/PI3K, MAPKs e proteinas envolvidas
no equilibrio redox e metabolismo energético nas alteracbes cardiacas
induzidas pela suplementacdo de acido retindico. Nossos resultados
confirmaram a remodelacédo induzida pelo tratamento. Adicionalmente, esse
fendbmeno nao teve a participacdo das vias mTOR/PI3K. Por outro lado, os
efeitos cardiacos do acido retindico tiveram a participacdo das MAPKS,
estresse oxidativo e alteragdes do metabolismo energético, caracteristicos de
remodelacao cardiaca deletéria.

A vitamina A tem sido estudada por desempenhar papel essencial em
varios processos fisioldgicos, especialmente aqueles relacionados a
diferenciacéo e crescimento celular. Estudos mostram que existe participacao
da vitamina A sobre processos fisiopatologicos cardiacos como a remodelacao

(1% A diversidade de agdo desta vitamina se deve em grande parte ao &cido

40 Azevedo

retindico, sendo considerado como hormdnio de agao pleiotrépica
et al ¥ provocaram deficiéncia de vitamina A em ratos jovens por meio da
dieta AIN-93 modificada e encontraram disfungcdo diastdlica e maiores
cavidades esquerdas que animais controle. Nota-se que a dilatagdo ventricular
desempenha grande papel no processo de remodelacdo cardiaca (41 42).

Os efeitos da vitamina A foram estudados, previamente, em diferentes
modelos de agressdo. Alguns estudos revelam a relagédo entre a ingestao de 3

caroteno e doengas cardiovasculares “**%. Zornoff et al. “®) mostraram que a

suplementacgéo de 3 caroteno (500 mg/kg de dieta) por um periodo de 30 dias
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em ratos expostos a fumaga de cigarro atenua o processo de remodelagao
cardiaca. Da mesma forma, a suplementacdo de AR no infarto parece ser

benéfica. Paiva et al. ('”

suplementaram ratos com infarto experimental na
dose de 0,3 mg/kg de ragao por um periodo de 180 dias. Apds o periodo de
observacdo, o AR atenuou o processo de remodelacédo, induzindo menores
didametros do ventriculo esquerdo apds a oclusao coronaria. Da mesma forma,
Oliveira et al. '"® suplementaram AR em ratos expostos a fumagca de cigarro na
dose de 0,3 mg/kg de ragdo por 2 meses. O AR preveniu a remodelacao
cardiaca induzida pela fumaga do cigarro. Adicionalmente, estudos
experimentais sugerem que o acido retindico suprime alteragées morfoldgicas
do coragado e alteragbes na expressdo de genes associados com hipertrofia
cardiaca induzida por diferentes estimulos como, por exemplo, pela endotelina,

("-13)Portanto, o conjunto desses resultados

angiotensina Il e catecolaminas
sugere que em diferentes modelos patoldgicos, a suplementagcdo com o AR
desempenha papel benéfico.

Ate o momento, no entanto, os efeitos da suplementagcdo de acido
retindico em ratos normais permaneciam inconclusivos. Paiva et al.!'®
administraram AR na dose de 0,3mg/kg de ragdo em ratos normais por um
periodo de 90 dias. Apos o periodo de observagdo, os autores constataram
aumento na massa do VE, acompanhado por manutengao da fungéo cardiaca,
Freire et al. “7 suplementaram ratos adultos em trés diferentes doses de AR:
0,3, 10 e 50mg/kg de ragao. Ratos suplementados com a maior dose tiveram

aumento no atrio esquerdo, DDVE e IMVE, sendo os efeitos dose-dependente.

No entanto, nos dois estudos, os resultados sdo compativeis com duas
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situagcbes distintas: sobrecarga de volume em periodo inicial ou alteragdes
fisiolégicas como, por exemplo, o exercicio fisico leve/moderado.

Nesse sentido, a hipertrofia cardiaca fisiolégica pode se desenvolver por
meio de alguns estimulos como a atividade fisica regular, que gera sobrecarga
de volume (ex. corrida, natagao) ou sobrecarga de pressao (ex. treinamento de
forga). Morfologicamente, ha aumento no volume dos cardiomidcitos, formagao
de novos sarcOmeros, e ndo ha fibrose intersticial e expressao de genes fetais,
ndo estando relacionada com aumento de mortalidade “®. De outra forma, a
hipertrofia cardiaca patolégica decorre de diversos estimulos como sobrecarga
de pressdo (ex. hipertensdo) ou volume (ex. doenga valvar) e outros. Sua
caracteristica morfolégica se baseia no aumento no volume dos midcitos,
formacao de novos sarcébmeros, fibrose intersticial, necrose e apoptose de
midcitos. A fungéo cardiaca geralmente esta deprimida, expressando-se genes
fetais e esta associada com insuficiéncia cardiaca e aumento da mortalidade.

Aspecto importante a ser enfatizado refere-se ao fato de que algumas
variaveis sdo comumente utilizadas para diferenciacdo entre alteracdes
cardiacas fisiolégicas ou patologias, entre as quais se destacam vias de
sinalizacio celular, equilibrio redox e caracteristica do metabolismo energético.

Assim, o principal objetivo do nosso trabalho foi analisar o
comportamento do complexo mTOR, por meio do estudo da AKT, NFkB e S6K,
nos efeitos morfolégicos e funcionais cardiacos de ratos suplementados com
acido retinoico.

Multiplas vias que promovem crescimento celular convergem com a
ativacdo da mTOR. O complexo mTOR ¢é formado por dois complexos
multiprotéicos distintos: mMTORC1 e mTORC2. Em modelos de sobrecarga de
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pressao (20, 22, 49-59)

, mostrou-se que a ativagcao do complexo mTORC1 e do seu
maior alvo, a S6K, é conhecida por promover a hipertrofia cardiaca,
contribuindo para a remodelacdo patolégica® %% 3 89 QOutros estudos tém
mostrado que a mTORC2 media a fosforilagdo da Akt (s473) ©®" e regula o
citoesqueleto de actina %%, Portanto sugere-se que a mTORC1 promove
traducédo protéica em midécitos hipertrofiados e a mTORC2 parece ter papel
protetor.

A Akt é uma molécula efetora bem caracterizada da mTORC2 ©°)
Sugere-se que a ativagado da via PI3K gera PIP3 na membrana plasmatica, e
subsequentemente recruta Akt ©®. No coracdo, camundongos transgénicos
com superexpressao da Akt apresentaram maior tamanho dos cardiomidcitos
(83. 67. €8) & demais estudos constataram a ativagdo da Akt em coragdes com
hipertrofia fisiologica ©®7"). Outra possibilidade interessante & que a rapamicina
promove ativagdo mTORC2, promovendo assim o crescimento e a protecdo do
miocardio com hipertrofia fisiologica, por meio da Akt /2.

O complexo mTORC2 também é responsavel pela ativagcdo do NFkB.
Foi estabelecido que o NFKB é necessario para o crescimento hipertrofico em
ratos, no qual, inibindo-o por expressdo cardiaca de um mutante né&o
fosforilavel do seu inibidor IkB, tem-se a hipertrofia atenuada”®. Inibindo
mTORC1 com rapamicina, atenua-se parcialmente o crescimento hipertrofico,
mas nao afeta a atividade de NFkB, indicando o papel de mTORC2 na
mediacdo da localizacdo nuclear e ativagcdo do NFkB. Embora a perda de
atividade do NFkB resulte numa queda parcial de crescimento hipertréfico, a
inibicdo de ambos: mMTORC1 e NFkB resulta em perda maxima de hipertrofia

cardiaca .

58



Além da via mTOR, a hipertrofia cardiaca pode estar associada com a
ativacdo de outros fatores, incluindo os membros das MAPKs ® 78 MAPKs
sdo serinas/treoninas-kinases que podem ser divididas em trés grandes
familias: as kinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs), as kinases c-
Jun N-terminais (JNK) e p38. Um grande numero de estudos in vitro e in vivo
identificaram um papel importante da rede de sinalizacdo das MAPKs na
hipertrofia de cardiomidcitos (/7 78 (19-24)

Em estudo realizado com hipertrofia cardiaca induzida pela angiotensina
Il (ang Il), a suplementacdo de acido retindico por 24h mostrou efeitos
inibitorios sobre a ativagao das MAPKSs e sobre a hipertrofia em cardiomidcitos.
A estimulagdo com ang Il induziu um aumento significativo do tamanho das
células, o que foi inibido pelo acido retindico, que também inibiu a ativacdo da
MAPKSs que sao importantes mediadores na hipertrofia cardiaca. Encontrou-se
também que a ang |l provoca fosforilagdo da ERK1/2e JNK1/2, e que isso pode
ser inibido pelo acido retindico .

O principal resultado de nosso estudo foi que as proteinas da via mTOR
nao foram alteradas pelo nosso tratamento. Assim, pode-se sugerir que o
complexo mTOR nao participa do processo de remodelagao cardiaca induzida
pelo acido retindico. Por outro lado, a ndo participagcdo da via PI3K/AKkt,
associada com ativacio da via JNK no grupo suplementado com a maior dose,
sugere que a remodelacdo induzida pelo acido retindico apresenta
caracteristicas observadas em casos de hipertrofia cardiaca patoldgica ¢ %),

Outro resultado relevante se refere as proteinas envolvidas no

metabolismo energético cardiaco.
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Em coragdes normais, os &cidos graxos por meio da B oxidagao
correspondem de 60 a 90% do substrato energético do musculo cardiaco,
sendo a menor parte da energia proveniente da metabolizagcdo da glicose pela
via glicolitica. No entanto, em situag¢des de injuria, essa prevaléncia usualmente
pode se inverter 9" conjuntamente com outras alteragées da homeostase
energética.

Os acidos graxos sofrem processo de [ oxidacao até a formagao de
acetil coenzima A que entrara no ciclo do citrato. Os carboidratos, pelo
processo da glicolise, formam lactato, piruvato e depois acetil coenzima A para
o ciclo do citrato. O ciclo do citrato resulta na formagédo de flavina adenina
dinucleotideo reduzida (FADH2) e nicotimamida adenina dinucleotideo (NADH)
que entram em cadeia de transporte de elétrons gerando gradiente
eletroquimico ao longo da membrana mitocondrial, permitindo a sintese de
ATP. Este processo é denominado fosforilagdo oxidativa (82)

Em processos patoldgicos, existe diminuicdo na utilizacdo de acidos
graxos, com aumento na utilizacdo da via glicolitica. Além da alteragdo no
substrato energético, aceita-se que a citrato sintase, enzima inicial do ciclo do
acido citrico, pode estar diminuida na insuficiéncia cardiaca por incapacidade
da mitocdndria em transportar elétrons e realizar a fosforilagdo oxidativa.
Adicionalmente, a fosfofrutoquinase € uma enzima extremamente importante
na modulagcdo do metabolismo energético. Ela € a responsavel por catalisar a
reacao de frutose-6-fosfato a frutose-1,6-bifosfato, a terceira reacdo da via
glicolitica. Finalmente, processos patolégicos podem induzir diminuigao da ATP

P 98 Em nossos

sintase, com consequente diminuicdo na sintese de AT
resultados, a suplementacao com acido retindico foi associada com diminuicao
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das enzimas do metabolismo de &cidos graxos, associada com aumento de
enzimas envolvidas na utilizacdo de glicose. Adicionalmente, encontramos
reducdo da citrato sintase e da ATP sintase nos animais que receberam a
suplementacdo de acido retindico, o que indica reducdo na utilizacdo do
substrato energético. Portanto, as alteracdes no metabolismo energético
encontradas com o tratamento sdo caracteristicas de situagcbes de
remodelacio deletéria.

Finalmente, o estresse oxidativo pode agir tanto na membrana celular
causando a lipoperoxidacdo como no nucleo celular interferindo na sintese de
DNA e RNA. Consequentemente atua como indutor dos danos celulares que
alteram variaveis funcionais e estruturais cardiacas. Por essa razao, o estresse
oxidativo € um dos principais moduladores do processo de remodelagao
cardiaca, pois pode atuar na sintese de colageno, proliferagéo de fibroblastos,
ativacdo das metaloproteases, apoptose, hipertrofia dos miécitos e expressao
de genes do periodo fetal %84,

Em situagcdes normais, as células possuem sistemas antioxidantes para
conter a acumulacdo de ERs. Fazem parte desses complexos, enzimas como
catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase, além de antioxidantes
nao enzimaticos como a vitamina E, vitamina C, beta caroteno e acido urico. A
SOD converte o radical superéxido a peroxido de hidrogénio, e este,
posteriormente é convertido em agua pela catalase e glutationa peroxidase ®3.
84).

Em nosso estudo, os animais suplementados com acido retindico
apresentaram alteracdes nos valores das enzimas antioxidantes. No entanto,

podemos inferir que o tratamento induziu estresse oxidativo, pois os valores de
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hidroperéxido de lipideo foram aumentados nos animais suplementados, de
modo dose dependente. Portanto, a remodelacdo cardiaca induzida pela
suplementacao de acido retindico foi acompanhada por estresse oxidativo,

sugerindo adaptacao deletéria.
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8. Conclusao

Em ratos normais, o acido retindico induziu resposta hipertréfica
cardiaca.

A via mTOR nao participa do processo de remodelagdo cardiaca
induzida pelo acido retindico.

A néo participacao da via da PI3k/Akt, associada a participacao da JNK,
estresse oxidativo e alteracbes do metabolismo energético, sugere que a
remodelacdo cardiaca induzida pela suplementacao de acido retindico é

patologica.
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