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Resumo

O processo de remodelacdo cardiaca apdés o infarto do miocardio estd
associado a pior progndstico. Na fase aguda, a remodelacao favorece a formagdo do
aneurisma e predispde o coracdo infartado a ruptura ventricular. Cronicamente, esta
associada com maior prevaléncia de arritmias malignas e disfung¢ao ventricular, pois a
regido infartada sofre alteracdes genéticas, estruturais e bioquimicas que vao resultar
em deterioragdo da capacidade funcional do coragdo e morte. Portanto, estratégias

que atenuam a remodelagdo resultam em melhora do progndstico pds-infarto.

Evidéncias recentes sugerem que alteracdes dos niveis de vitamina D podem
resultar em importantes ac¢les cardiovasculares. Adicionalmente, modelos
experimentais sugerem que ela poderia modular o processo de remodelag¢do cardiaca.
Porém, os efeitos da suplementacdo de vitamina D sobre o coracdo apds o infarto nao

sao conhecidos.

No nosso protocolo, avaliamos os efeitos da suplementacdao de vitamina D nas
alteragGes morfoldgicas e funcionais cardiacas apds o infarto agudo do miocardio em
ratos, por meio do estudo de alguns dos principais mecanismos envolvidos no
processo de remodela¢do cardiaca: hipertrofia e alteragdes da geometria ventricular,
altera¢des funcionais, quantidade de coldgeno, estresse oxidativo, metabolismo
energético, inflamacao, apoptose e altera¢des na distribuicdo das cadeias pesadas da

miosina.

Nos nossos resultados, observamos que animais infartados que receberam a
suplementacdo de vitamina D apresentaram aumento dos didmetros sistdlicos e
diastélicos do ventriculo esquerdo, aumento das areas sistélicas e diastdélicas associado
a diminuicdo da fracdo de variacdo de area, da fracdo de ejecdo e da velocidade de
encurtamento da parede posterior; diminuicdo da pressdo arterial sistélica; aumento
da apoptose por meio do aumento da expressdo das proteinas caspase 3 e diminuicdo
da bcl-2; além da diminuicdo da atividade da enzima fosfofrutoquinase. Nao houve
interacdo entre os fatores infarto e vitamina D para cadeias pesadas de miosina,

atividade das metaloproteinases, estresse oxidativo, ICAM-1, TIMP e IL-10.



Assim, podemos concluir que a suplementacdo de vitamina D intensificou o
processo de remodelagdo cardiaca. Esse fendbmeno parece ser mediado pela indugdo
da apoptose e reducao do substrato energético cardiaco, mas ndo por alteracdes do

estresse oxidativo, inflamagao e cadeia pesada da miosina.
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Abstract

The process of cardiac remodeling after myocardial infarction is associated with
poor outcome. In the acute phase, remodeling promotes the formation of the
aneurysm and predisposes to ventricular rupture. Chronically, it is associated with
higher prevalence of malignant arrhythmias and ventricular dysfunction, because the
non infarcted region undergoes genetic, structural and biochemical changes which will
result in impairment of functional capacity of the heart and death. Therefore,
strategies to attenuate remodeling result in improved prognosis after myocardial

infarction.

Recent evidence suggests that changes in the levels of vitamin D can result in
important cardiovascular actions. Additionally, experimental models suggest that it
could modulate cardiac remodeling process. However, the effects of vitamin D

supplementation on heart after infarction are not known.

In our study, we assessed the effects of vitamin D supplementation on cardiac
morphological and functional changes after acute myocardial infarction in rats by
studying some of the key mechanisms involved in heart remodeling: hypertrophy and
changes in ventricular geometry, functional changes, collagen amount, oxidative
stress, energy metabolism, inflammation, apoptosis and changes in the distribution of

myosin heavy chains.

In our results, we found that infarcted animals that received vitamin D
supplementation had higher left ventricle systolic and diastolic diameters, increased
systolic and diastolic areas associated with decreased fractional area change, ejection
fraction and posterior wall shortening velocity, decreased systolic blood pressure,
increased apoptosis by increasing the expression of proteins caspase 3 and decreased
bcl-2, decreased activity of the enzyme phosphofructokinase. There was no interaction
between infarct and vitamin D for myosin heavy chains, metalloproteinase activity,

oxidative stress, ICAM-1, IL-10 and TIMP.



Thus, we can conclude that vitamin D supplementation intensified the process
of cardiac remodeling. This phenomenon seems to be mediated by apoptosis induction
and decreased cardiac energy substrate but not by changes in oxidative stress,

inflammation and myosin heavy chain.

Vi
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1 Introducao

As doengas cardiovasculares s3ao as principais causas de morte em todo o
mundo. Em 2008, segundo a World Health Organization, 17,3 milhdes de pessoas
morreram em todo o mundo vitimas de patologias cardiovasculares, sendo que 42%
foram decorrentes de doencas isquémicas do corac¢do. Estima-se que, em 2030, o
numero de mortes envolvendo todas essas causas suba para 23,6 milhdes®. No Brasil,
dados do Ministério da Saude mostram que no ano de 2012, até o més de setembro,
foram registradas quase 327 mil mortes decorrentes de doengas do aparelho

circulatério, sendo que 30,6% foram de doengas isquémicas do coragéoz.

Apds o infarto agudo do miocardio, o coragao pode sofrer complexas alteragdes
conhecidas como remodelacdo cardiaca. Estas altera¢cdes podem ocorrer apds
diferentes processos de injuria, como sobrecarga de pressao (hipertensido, estenose
adrtica), sobrecarga de volume, miocardites e infarto do miocardio. Este evento é uma
forma de adaptacdo do coragao frente as novas condi¢des impostas pela agressao,
embora também seja responsavel pelo aumento da morbimortalidade apds o infarto®.
Trata-se de processo complexo que pode atingir tanto a area infartada quanto a nao
infartada. As alteragdes da arquitetura ventricular como tamanho, massa, geometria e
funcdo do coracdo sdo consequéncias de alteracdes genéticas, moleculares, celulares e
intersticiais cardiacas, que s3o as caracteristicas do evento® . Entre as principais
alteragbes, podemos citar alongamento dos midcitos, afilamento da parede
ventricular, inflamagdo e reabsorcdao do tecido necrosado, formacdo de cicatriz,
dilatacdo do ventriculo, hipertrofia do midcito, perda de midcitos, excessiva deposicdo

de colageno no intersticio e apoptose”.

Na fase inicial de remodelacdo no infarto, o processo necrético é acompanhado
da desintegracdo de colageno, importante para a sustentacdo tecidual, por meio da
ativacio das metaloproteinases®. Em consequéncia, a area infartada se torna mais

susceptivel a deformagbes podendo ocorrer deslizamento e realinhamento dos



miocitos da area de necrose. Dessa forma, a regido atingida torna-se mais fina,
dilatando a cavidade, assumindo uma forma esférica e ndo mais eliptica. E a chamada

expansdo do infarto® >’

, que é mais comum em infarto transmurais e se associa ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva, aneurisma e ruptura ventricular.
A dilatagao da cavidade aumenta o estresse sistélico e diastélico, sendo posterior

estimulo a hipertrofia da area n3o infartada®.

Na fase crbnica, a cavidade ventricular esquerda pode continuar a aumentar
com o tempo, agora, devido a modificacGes da regido ndo infartada. Este fenbmeno se
deve a hipertrofia cardiaca de padrao excéntrico, sendo resultado das novas condicdes
de carga impostas ao ventriculo infartado, devido a perda de tecido contratil e ao
processo de expansdo. Outro estimulo a hipertrofia do segmento ndo infartado é a
eventual ativacdo de fatores neuro-humorais e inflamatdrios. Também nessa fase,
além de aumentar a prevaléncia de arritmias malignas, principalmente a taquicardia
ventricular sustentada e a fibrilagdo ventricular, o processo de remodelagao
desempenha importante papel no desenvolvimento de disfuncao do ventriculo. Caso
as alteracOes sofridas, inicialmente com objetivo de reagir as injurias, se perpetuem,
pode levar a deterioracdo da capacidade funcional do coracdo, com aparecimento de

. . . oA P 4,5,7
sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca e morte "> .

Embora o processo de remodelacdo possa levar a perda progressiva da funcao
cardiaca, os mecanismos que levam a este processo ndao estdo completamente
elucidados. Entre os mecanismos envolvidos, podemos destacar modificacdes nas
proteinas responsaveis pelo transito de calcio; alteracdes das proteinas contrateis, em
particular as isoformas da cadeia pesada da miosina; aumento da morte celular,
principalmente por apoptose; acimulo de coldgeno, resultando em fibrose; alteracoes
das metaloproteases, em particular o aumento da atividade das metaloproteases 2 e
9; aumento do estresse oxidativo; déficit energético, com aumento da atividade da via
glicolitica e diminuicdo na utilizacdo de acidos graxos livres; alteracdo na producao de

. . . , . ~ . . -1
citocinas inflamatérias e alteracbes da geometria ventricular®*2.

Pelo exposto, aceita-se que a remodelacdo cardiaca esta associada com

disfuncao ventricular e mau progndstico. Portanto, devido ao grande impacto sdcio-



econdmico e as altas taxas de mortalidade, torna-se relevante a identificacdo de
fatores que modulem o processo de remodelagdao ventricular. Entre esses fatores

encontra-se a vitamina D**.

A vitamina D pode ser considerada um hormoénio esterdide. Suas formas sao
vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol), que sao diferentes pela sua
cadeia lateral. A vitamina D2 é obtida pela irradiagao de plantas, enquanto a vitamina
D3 é formada naturalmente na pele apds exposi¢cdao aos raios UV e também por meio
da ingestdo de alimentos como peixes, seus 6leos e ovos. Existem fatores que
favorecem a deficiéncia dessa vitamina, como a idade, pigmentacdo da pele, uso de
protetor s.olar,15 sindromes ma absortivas, obesidade e uso de medicamentos, como os

glicocorticoides™.

A vitamina D3 sofre hidroxilagao no figado tornando-se 25-hidroxivitamina D3
(25(0OH)D) e subsequentemente, outra hidroxilagdo nos rins, assumindo a estrutura
1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH)2D), que é a forma ativa da vitamina. Quando a
esta atinge quantidade suficiente, o rim forma a 24,25(0OH)2D, que é entdo
catabolizada. Os metabdlitos da vitamina D sdo carreados na circulagao pela proteina
ligante de vitamina D, que possui grande afinidade por 25(OH)D, 1,25(OH)2D,
24,25(0H)2D".

Por meio da circulagdo, a 1,25(0OH)2D entra na célula e liga-se ao receptor de
vitamina D (VDR) ativando-o e formando um heterodimero com o receptor rexindide
(RXR). O complexo VDR-RXR atua na transcricdo e regulacdo dos genes'’. Proteinas
como a proteina ligadora de cdlcio (calbindina) ou osteocalcina sdo exemplos de
proteinas sintetizadas por essa interacdo e atuam no transporte ativo do calcio na
célula. A producdo de 1,25(0OH)2D é estimulada pelo paratorménio (PTH). Existe
feedback negativo por meio do calcio, que reduz o PTH e um efeito direto do

1,25(0H)2D no PTH™.

Além do controle de cdlcio e fosforo ja bem descritos na literatura, a vitamina D
tem sido associada a outras processos fisiolégicos e patolégicos do organismo como

n , . . . . . . 1
cancer, psoriase, doencas autoimunes, imunidade inata e diabetes tipo 2*2.



Relevdncia clinica das alteragoes de vitamina D

A deficiéncia de vitamina D é prevalente em todo o mundo. Os principais
fatores que influenciam essa deficiéncia sdo sintese cutdnea limitada devido a
pigmentacgdo da pele, inadequada exposigdo solar e ingestao deficiente de alimentos
fontes de vitamina D®. Envelhecimentozo, obesidade21, medicamentos como
glicocorticéides e antidepressivos, além de sindromes de ma-absorcdao sdao também

fatores conhecidamente associados a hipovitaminose D'e.

Estudos epidemioldgicos associaram a deficiéncia de vitamina D a condi¢Oes de
satde adversas®” %. A hipovitaminose D induz diminuicdo na absor¢do do célcio e
alteraco na atividade dssea e neuromuscular® 2>. As consequéncias bem conhecidas

. en . ~ oy . 26 . 22
da deficiéncia grave sdao raquitismo em criangas™ e osteomalacia em adultos®.
Entretanto, ha indicios de que baixa concentracdo sérica de 25(0OH)D esta associada a
outros efeitos adversos tais como aumento no risco de osteoporose27, maior

susceptibilidade a infecges, doencas autoimunes®® e cardiovasculares®™.

Estudos epidemioldgicos e dados clinicos associaram a deficiéncia de vitamina

D ao aumento na morbidade e mortalidade de doencas cardiovasculares® *. E

m
pacientes com insuficiéncia cardiaca observa-se concentracdo reduzida de 25(OH)D,
principalmente entre pacientes em estagio terminal da doenca®. Além disso, os niveis
de 25(0OH)D correlacionam-se com a severidade e progndstico da insuficiéncia
cardiaca”. Estudo experimental realizado em nosso laboratério com ratos normais
mostrou que a deficiéncia de vitamina D, induzida por ingestdo insuficiente dessa
vitamina, levou a remodelacdo cardiaca, com piora de funcdo sistélica, aumento do
conteudo de colageno da matriz extracelular e alteracdo do metabolismo energético31.

Apesar dessas evidéncias clinicas, a associacdo entre as altera¢ées cardiacas e a

32, 33, e nao se

deficiéncia de vitamina D ainda ndo é completamente compreendida
sabe se a deficiéncia de vitamina D é secundaria a insuficiéncia ou se de alguma forma
a deficiéncia de vitamina D poderia determinar altera¢ées cardiacas que culminassem

com o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.



Suplementacgdo de vitamina D

Em ratos, a vitamina D também pode ser sintetizada na pele por intermédio de
raios ultravioleta, porém os valores de recomendacdo de ingestdo diaria ndo sdo bem
esclarecidos, sendo estipulado, na auséncia de dados, o valor didrio de 1000 Ul de

34, 35

vitamina D/Kg de racgdo Logo, os valores utilizados em estudos envolvendo

suplementacdo sao diversificados.

Em estudo utilizando ratos para avaliar metabolismo e a contratilidade
cardiaca, os ratos do grupo controle foram suplementados com vitamina D na dose
3000 Ul/kg de rac30. Sinais de toxicidade pela vitamina D como diarreia, perda de
peso, hipercalcemia e calcificacdo dos rins foram observados por Shepard e Deluca ao
suplementarem doses maiores que 1000 Ul de vitamina D3 (aproximadamente 30000

Ul/Kg de racdo)*’.

Em relacdo aos efeitos da suplementacdo de vitamina D, recentes estudos
clinicos e experimentais tém mostrado que a suplementacdo com colecalciferol ou

, ~ . . . ~ -4
seus analogos pode causar alteracBes funcionais e estruturais no coracdo >>*°. E

m
modelos com humanos, pacientes que realizavam terapia regular de hemodidlise,
suplementados com um andlogo sintético da vitamina D, apresentaram melhora na

~ . s . T , ~ . . , 41
funcdo sistdlica e diastdlica, além de reducdo da hipertrofia cardiaca™.

Em modelo experimental de hipertensdo arterial (e consequente hipertrofia
ventricular esquerda), os animais suplementados com um analogo da vitamina D
apresentaram menor hipertrofia e press3o associadas a melhora da funcdo cardiaca™®.
Em modelo de agressao cardiaca com exposicdao dos animais a fumaca de cigarro, a
suplementacado de vitamina D atenuou a remodelacdao por atuacdo na capacidade
antioxidante e hipertrofia cardiaca®’. Em estudo realizado em nosso laboratério com
ratos normais suplementados com diferentes doses de vitamina D, nao foi observada
remodelacao cardiaca. Porém os animais que receberam a suplementac¢ao apresentaram
maiores valores de pressao sistélica e de mediadores inflamatdrios no coracdo e alteragao

. ~ S , 43,44
na utilizacao de substrato energético cardiaco .



Portanto, as evidéncias acumuladas até o momento em diferentes modelos
experimentais, permitem a proposi¢ao de que a vitamina D pode modular o processo
de remodelagdo cardiaca. No entanto, os efeitos da suplementacdo de vitamina D no

processo de remodelagao cardiaca apds o infarto do miocardio ndo sao conhecidos.
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2 Justificativa

Considerando que tanto o infarto do miocardio quanto as alteragGes da vitamina D
sdo altamente prevalentes em todo o mundo, a descoberta do papel da vitamina D
como moduladora do processo de remodelacdo torna-se relevante, podendo levar a

importantes repercussoes clinicas.
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3 Hipotese

Formulamos a hipdtese de que a vitamina D atenua o processo de remodelacdo

cardiaca apds o infarto do miocardio.

11
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4 Objetivo

Avaliar a influéncia da suplementacdo da vitamina D sobre a remodelacdo
ventricular cardiaca apdés o infarto em ratos, por meio de andlise de varidveis

morfoldgicas, funcionais, bioquimicas, celulares e intersticiais cardiacas.

13
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5 Metodologia

O protocolo experimental deste trabalho foi submetido e aprovado pela Comissao
de Etica em Experimenta¢do Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, em
conformidade com os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal adotados pelo

Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central da nossa
instituicdo. Quando os animais atingiram o peso entre 200 e 250g, o experimento foi
iniciado. Os animais foram divididos inicialmente em dois grupos: um grupo Infarto,
qgue foi submetido ao infarto experimental, e o outro grupo Sham, que sofreu cirurgia
simulada (mesmo procedimento do infarto experimental, mas sem a oclusdo da artéria

coronaria).

Infarto experimental

O infarto agudo do miocardio foi produzido de acordo com método
inicialmente descrito por Heimburger e modificado por Pfeffer e colaboradores®™’.
Apds anestesia com cloridrato de cetamina (70mg/kg), por via intramuscular, foi
realizada toracotomia esquerda, entre o 4° e o 5° espacos intercostais. O corac¢do foi
exteriorizado por compressdo lateral do térax e a artéria descendente 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 ventilagdo positiva com

oxigénio a 100% e o térax fechado, com aspiracdo do pneumotorax.

Estudo ecocardiogrdfico

Apds 3 a 5 dias da realizacdo do procedimento cirdrgico, foi realizado o

primeiro estudo ecocardiografico para afericdo do tamanho do infarto dos animais e

15



assegurar que ndo havia diferencas entre os grupos. No final dos trés meses de

acompanhamento, foi realizado novo estudo ecocardiografico.

Nos dois momentos, o procedimento foi o mesmo. Os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e xilazina (1mg/kg), por via
intramuscular. Apds a tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram
posicionados em aparato de madeira préprio e colocados em decubito lateral
esquerdo, para realizagdao do ecocardiograma, utilizando-se equipamento Vivid S6 da
General Electric Medical Systems (Tirat Carmel, Israel) equipado com transdutor

multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz.

A avaliagao dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo
transdutor, operando em 5,0 MHz. A funcdo 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) e normalizados pela frequéncia cardiaca
(TRIV/(R-R)%?). A avaliacdo conjunta da fungao diastdlica e sistélica do VE foi realizada
pelo indice de desempenho miocardico (indice de Tei). O estudo foi complementado
pela avaliagdo por Doppler tissular dos deslocamentos sistélico (S’), diastélico inicial
(E’) e tardio (A’) do anel mitral (média aritmética das velocidades de deslocamento das

paredes lateral e septal), e pela razdo entre as ondas E e E’ (E/E’).

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M, obtidas com
o feixe de ultrassom orientado pela imagem bidimensional, na posicdo paraesternal
eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o
cursor do modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral.
As imagens da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posicao
paraesternal eixo menor, com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva
adrtica. A espessura diastélica do septo interventricular (EDSIV) também foi avaliada
pelo modo-M. O registro da imagem monodimensional (velocidade: 100 mm/s) foi
realizado por meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co. Posteriormente, as

estruturas cardiacas foram medidas de acordo com as recomendag¢des da American
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Society of Echocardiography® e ja validadas no modelo de ratos infartados. As
estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos. O diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura da
parede posterior do ventriculo esquerdo (EDPP) foram medidos no momento
correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O didmetro sistdlico do ventriculo
esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excursao sistélica maxima da parede da
cavidade. As areas diastdlicas e sistélicas foram medidas no modo bidimensional, por
meio de planimetria, em dois planos paraesternais: eixo maior e eixo menor. A fungado
sistdlica do ventriculo esquerdo foi avaliada calculando-se a fracdo de variacdo de drea
(FAV=AD-AS/AD x 100) e 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 diastélico transmitral
(ondas E e A) foi obtido com o transdutor na posicao apical quatro camaras. As
medidas referentes aos fluxos foram realizadas diretamente no monitor do

ecocardiografo, em cinco ciclos cardiacos consecutivos.

O aparelho utilizado ndo foi feito para pequenos animais. No entanto, com a
utilizacdo de transdutor adequado, foi possivel a aquisicao de imagens adequadas das

estruturas cardiacas de roedores.

Acompanhamento durante o periodo experimental

Apdés o estudo ecocardiografico inicial, os animais foram novamente
subdivididos, para resultar em 4 grupos experimentais de observac¢do. A alocacdo dos

animais em grupos experimentais foi feita da seguinte forma:

a) Grupo Sham dividido em dois novos grupos:
e Grupo sham controle (SC)
Animais Sham que receberam racdo padrado adicionadas de 6leo.
e Grupo sham vitamina D (SD)
Animais Sham que receberam racdo padrdo adicionadas de dleo e

colecalciferol (3000 Ul/Kg racdo).
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b) Grupo Infarto dividido em dois novos grupos:
e Grupo infarto controle (IC)
Animais Infartados que receberam racdo padrao adicionadas de éleo.
e Grupo infarto vitamina D (ID)
Animais infartados que receberam racdo padrdo adicionadas de dleo e

colecalciferol (3000 Ul/Kg ragdo).

Acondicionamento dos animais

Os animais foram acondicionados no biotério em gaiolas individuais, com livre
acesso a agua e ingestdo controlada de ragdo. A temperatura foi mantidaa 22 +2°Cea

umidade controlada. Os ciclos de luz (claro/escuro) foram de 12horas.

A racdo foi ofertada diariamente e quantificada o que ndo havia sido consumida
no dia anterior. Foi utilizada racdo triturada Nuvilab (Nuvital®, com a seguinte
composi¢cao por Kg de ragao: 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 fdlico 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; cdlcio 1,4%; fdsforo
0,8%). Como a vitamina D é lipossoluvel, o colecalciferol (Sigma-Aldrich®, Saint Louis,
MO, USA) foi diluido em éleo de milho (10ml/Kg racdo), antes de ser adicionada a
racao triturada. A racdo para o grupo Sham foi preparada da mesma forma, sendo
adicionado apenas o d6leo (10ml/Kg racdo). Apds a adicdo de dleo, a ragdo foi

misturada e peletizada. Apds processo de secagem foi armazenada em freezer (-14°C).

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

sémana.

Afericdo de pressdo arterial sistolica
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Uma semana antes da eutanasia dos animais, a pressdo sistolica caudal foi
aferida. O registro grafico da pressao sistélica caudal foi realizado indiretamente por
pletismografia de cauda. Foi utilizando poligrafo, sensor e eletroesfigmomanémetro.
Para produzir vasodilatacdo da artéria caudal, os animais foram mantidos por 5
minutos em caixa aquecida a 40°C. Apds o aquecimento, os animais foram transferidos
para um cilindro que permite a exposicdo da cauda do animal onde foi acoplado o
sensor e o manguito. O manguito foi insuflado até atingir pressdo de 200 mmHg e
desinsuflado progressivamente. As pulsagGes arteriais foram registradas em

esfigmomanometro.

Estudo do coragdo isolado - Preparag¢do de Langendorff -

Avaliagdo funcional “in vitro”

Apds a realizagdo do segundo ecocardiograma, 6 animais de cada grupo
receberam pentobarbital sddico (50 mg/kg) e heparina (1000 Ul) por via
intraperitoneal e foram ventilados com pressdo positiva e oxigénio a 100%. A seguir, o
térax foi aberto, as carétidas ligadas, a aorta cateterizada com canula de metal nimero
15 e foi iniciada a perfusdo miocardica retrégrada com solu¢do nutriente de Krebs-
Henseleit, com a seguinte composi¢do, em mmol/l: 115 NaCl; 5,4 KCl; 1,2 MgS04; 2,5
CaCl,; 1,15 NaH,POy4; 25 NaHCO3; 11 glicose. A solucdo acima foi acrescida de manitol,
na concentracdo de 8 mmol, para assegurar maior preserva¢ao miocardica. Os
coracoes foram removidos da caixa toracica e colocados em aparelho de estudo de
coracdo isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sacks Eletronic-Germany), com pressao de
perfusdo constante de 75 mmHg. A solucdo nutriente foi continuamente oxigenada
com mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5% de CO,, mantendo-se a pressao parcial
de oxigénio entre 500-600 mmHg, 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
baldo de latex, atado ao tubo de polietileno PE 90, foi colocado na cavidade
ventricular. A outra extremidade do tubo de polietileno foi conectada a uma torneira

de 3 vias, sendo uma das vias acoplada a um transdutor de pressao (Stathan P23 XL) e
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a outra, a seringa contendo agua, que permitiu 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 miocéardio do ventriculo
direito para se manter, artificialmente, a frequéncia cardiaca entre 200-250. Por meio
da preparacdo descrita, foram obtidas curvas de Starling com infusdo de liquido no
baldo, que permitiu variar a pressdao diastélica no ventriculo esquerdo de 0 a 25
mmHg, através de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se as pressdes
sistélica e diastdlica correspondente a cada variagdao de volume. Nesta preparagao, em
que o corac¢do opera em condicOes isovolumétricas, a pressdo desenvolvida (pressao
sistélica menos a pressao diastélica) foi utilizada como indicadora da capacidade
contratil. Foram registradas também, a primeira derivada positiva de pressdo e a
derivada negativa de pressdo. Esses indices servem, respectivamente, como

parametros de fungao sistélica e diastdlica do ventriculo esquerdo.

Eutanasia e coleta de material biolégico

Apds o estudo ecocardiografico final, os animais foram anestesiados com dose
excessiva de pentobarbital. Foram coletados pulmao, figado para estudo
morfométrico. O coragdo foi dissecado em atrio direito (AD), atrio esquerdo (AE) e
ventriculo direito (VD) que foram utilizados para afericdo da porcentagem de agua e
ventriculo esquerdo (VE) que foi seccionado anel para confeccdo de laminas
histolégicas. O material do restante foi colocado em nitrogénio liquido e depois
armazenado em freezer a -80°C. O sangue foi coletado e centrifugado a 3000 rpm, por

20 minutos a 4°C, coletado o sobrenadante e armazenado a -80°C.

Estudo morfométrico

a) Porcentagem de dgua nos tecidos
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Pulmao, figado, AD, AE e VD foram pesados e colocados por 24 horas em estufa
a 80°C. Apds esse periodo, foram novamente pesados para obter a porcentagem de

agua no tecido (relacdo entre peso Umido e peso seco), segundo a formula:

% agua = [(peso Umido — peso seco) x 100] / peso Umido

b) Andlise histoldgica

Apds coleta do coracdo, um anel do VE de aproximadamente 3 mm, seccionado
de 4 a 6 milimetros da ponta do VE, foi retirado e colocado em formol tamponado

49, 50

(formol a 10%) por 24 horas . Depois, foi lavado em agua corrente por mais 24

horas e entdao armazenado em dlcool 70% e inclusos em parafina.

Foram realizados cortes histoldgicos de 4 um nos blocos de parafina e, os
mesmos, corados com solugdo Hematoxilina - Eosina (HE) para que posteriormente
fossem aferidas as areas seccional transversa dos midcitos (ASM). Empregou-se
microscopio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais ao
computador com programa de analise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, USA). Laminas com cortes histolégicos coronais de 6 um e
corados pela técnica de Picro Sirius red, especificos para visualizacdo de colageno,
foram feitas para avaliacdo do intersticio do miocardio do ventriculo esquerdo e para
determinagdo do tamanho do infarto. Este foi calculado pela soma do comprimento
endocardico e epicardico do segmento infartado, em relagdo a soma do comprimento
endocardico e epicardico total do ventriculo esquerdo. Em relagao a determinacao do
coldgeno, a leitura foi feita utilizando-se o mesmo microscépio e sistema acima

descrito.

Dosagem de fosforo e cdlcio

O cdlcio foi dosado no soro por meio da reacdao com arsenazo lll em pH neutro,
formando um complexo cuja intensidade da cor é proporcional a quantidade de calcio

na amostra. A cor obtida foi medida a 600-650 nm em espectrofotometro.
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A dosagem de fosforo inorganico foi realizada por método colorimétrico (teste kit
Laborlab, Laborlab Produtos para Laboratdrio, SP, Brasil). O fosfato inorganico
presente no soro reage em meio acido com molibdato e obtém-se o complexo
fosfomolibdato, que é reduzido pelo &acido ascérbico a azul de molibdeno,
desenvolvendo-se a cor em meio arsenito/citrato. Este combina-se com o excesso de
molibdato impedindo sua reagdo posterior com o fosfato liberado dos estéreis labeis.

A cor obtida foi medida entre 620 e 650 nm.

Dosagem de IL-10, ICAM-1 e TIMP

Para avaliacdo pelo método ELISA sanduiche, foi feita a extracdo da proteina do
tecido cardiaco adicionando 1,5 ml de tampao de extracdo (50 mM de tampado 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. O material
foi homogeneizado por 10 segundos, 2 vezes. O material extraido foi centrifugado por
20 minutos a 42 C e 12.000 rpm e o sobrenadante coletado. A quantidade de proteina
do extrato foi determinada pelo método de Bradford™ e a concentragao final ajustada
para 1 mg/ml. Nesse extrato proteico foi avaliada a concentracdo de IL-10, ICAM-1 e
TIMP. Placas de 96 pogos (Nunc) foram recobertas com solu¢do contendo anticorpo
purificado de captura anti-IL-10 ou anti-ICAM-1 ou anti-TIMP de rato (R&D Systems),
diluidos em tampao PBS. As placas foram incubadas a temperatura ambiente durante
uma noite. Apds sucessivas lavagens com solugdo PBS — Tween 20 (0,05%) foi
adicionada 300 pL da solucdo de bloqueio, constituida de PBS contendo 1% de
albumina, com incubacgdo por 2 horas, a temperatura ambiente. As placas novamente
lavadas foram incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com as amostras e com
as respectivas curvas de IL-10. ICAM-1 e TIMP, diluidas na base 2 em tampao PBS
contendo 1% de albumina. Decorrido o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e
incubadas com os anticorpos anti-IL-10 ou anti-ICAM-1 ou anti-TIMP de rato
biotinilados durante 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas
foram novamente incubadas com estreptoavidina diluido 1:200 em tampdo PBS

contendo 1% de albumina, durante 20 minutos, a temperatura ambiente. As placas
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foram lavadas e reveladas com OPD (Sigma). A reacdo foi interrompida por adicdo de

H,S0,4 16% e a leitura realizada em 492 nm.

Atividade de metaloproteinases

A atividade das metaloproteinases foi avaliada por zimografia, conforme

descricdo abaixo.

Aproximadamente 30 mg de tecido congelado foram utilizados para extracao
de proteina em tampdo de extracdo contendo: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NacCl;
0,1%Triton X e 10 mM CaCl2. Para cada 30 mg de tecido foram adicionados 200 pl
deste tampdo. As amostras foram trituradas a 21.000 rpm e centrifugadas a 12.000
rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a proteina quantificada,
utilizando método de Bradford e a concentragdo final ajustada para 1 mg/ml. As
amostras foram diluidas em tampao da amostra contendo 0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol e
0,05% de azul de bromofenol. O gel de separacgado utilizado foi de poliacrilamida a 8% e
1% de gelatina e a corrida foi realizada com aparato Bio-Rad mini-protean, a 80 V por 2
horas, contendo tampdo Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Apds a corrida o gel foi lavado 2
vezes, por 30 minutos cada vez, em 2,5% Triton X-100 e apds, em tampao tris-HCl 50
mM pH 8,4. Em seguida, o gel foi incubado por 18 horas em tampao tris-HCI 50 mM pH
8,4 com 500 mM de CaCl2, em agitacdo continua e a temperatura de 37°C. Apds a
incubagdo, o gel foi corado com Comassie blue 2,5% por 1 hora e descorado com
solucdo de 30% metanol e 10% acido acético®>. Os géis foram fotografados no
analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA), e
o programa utilizado para avaliar a densidade foi o Gelpro, que mede a darea de

digestdo da gelatina em unidade de imagem denominada pixel.

Cadeias pesadas de miosina

As cadeias pesadas de miosina foram separadas em processo de eletroforese

de proteinas, segundo metodologia:
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a) Extragédo de proteinas do tecido miocdrdico

Foram adicionados 60 mg de tecido cardiaco a 1,5ml de tampdo contendo
K;HPO4 1M; KH,PO,4 1M; sucrose 1M; DTT 0,1M, EDTA 0,5M; PMSF 0,1M; NaF 0,5M;
inibidor de fosfatase (P2714, Sigma-Aldrich). O tecido foi homogeneizado a 21500 rpm,
por 3 vezes de 10 segundos, com o recipiente mantido em gelo. As amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm, 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -80°C. A quantidade de proteina na amostra foi quantificada pelo

método de Bradford>".
b) Eletroforese em gel e andlise de imagens

O gel de separacgao utilizado foi de 1,5mm, constituido por acrilamida 8%, glicerol,
Tris 1,5M, SDS, Persulfato de amoénia e TEMED. O gel superior é composto por
acrilamida 4%, glicerol, dgua, Tris 1,5M, SDS, persulfato de amoénia e TEMED. Apés a
polimerizagdo, os pocinhos formados foram lavados com azul de bromofenol e entdo,
as amostras foram pipetadas, tendo o musculo séleo como amostra padrao de corrida.
O tampdo de corrida inferior (lower buffer é composto por SDS, Tris e glicerol,
enquanto o superior (upper buffer) tem a mesma composicdo, acrescido de 2-
mercaptoetanol. Com o aparato montado, a corrida durou 6 horas a 70V e 40 horas a
100V. Ap6s a corrida, o gel foi corado com Comassie Blue e analisado no analisador de
imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA), onde também

foram quantificadas as bandas.

Determinag¢do do metabolismo energético e estresse oxidativo

Para avaliacdo por espectrofotometria, amostras de aproximadamente 200 mg
do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas em tampao fosfato de sddio (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, hidroperéxido de lipidios,
atividade das enzimas antioxidantes e as do metabolismo energético. A atividade dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial foi determinada apds

ressuspensdo do pellet com tampao fosfato de sddio 0,1M contendo 250mM de
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sacarose e 2mM de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e centrifugacdo (10000

rem, 5 minutos, 4°C), de acordo com técnica adaptada de Cassina e Radi >3,

As leituras foram realizadas em leitor de microplaca (nQuant-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
e Determinagdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH)

A atividade da LDH foi determinada de acordo com metodologia proposta por
Wilkinson®* com a utilizacdo do método UV otimizado, onde foi medido o consumo de
NADH,, (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido) que é proporcional a

atividade da enzima presente na amostra.
e Determinagdo da atividade da fosfofrutoquinase (PFK)

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

NADH,, segundo método descrito por Bass et al>>.

e Determinagdo da atividade do complexo piruvato desidrogenase (PI-DH)

Na presenca de tampado fosfato de potassio (50mM; pH 7,4) determinou-se a
atividade da PI-DH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A,
ditiotreitol, MgCL,, NBT (nitrobluetetrazdilico), piruvato de sédio e fenazina
metasulfato, onde se mediu a conversdo do piruvato em acetil-CoA através da

velocidade da reducgdo do NAD *°.
e Determinagéo da atividade da citrato sintase

A reacdo de condensacdo entre o grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e

oxaloacetado, reacdo catalisada pela citrato sintase, cuja atividade foi determinada na
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presenca dos substratos acetil-CoA e oxaloacetato e DTNB (dithiobis-2-nitrobenzoato)

em tamp3o fosfato Tris-HCl 50mM, pH 8,0°>.

e Determinagdo da atividade da 8-hidroxiacil-CoA desidrogenase (8-OH-acil

CoA-DH)

Foi determinada na presenga de tampao Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, EDTA,
acetoacetil-CoA e NADH *°.

e Determinagdo da atividade da NADH-desidrogenase (complexo I)
A atividade do complexo | foi determinada pelo método de Singer56 em um
sistema de reacdo composto por tampado fosfato de sédio 80mM pH 7,4, EDTA e

NADH, onde monitorou a velocidade de oxidagao do NADH.

e Determinagdo da atividade da succinato desidrogenase (complexo Il)
A atividade enzimatica da succinato desidrogenase foi medida pelo método
descrito por Fischer et al’’ em meio com tamp3o fosfato de potassio (50mM; pH 7,4),
contendo succinato de sddio, fenasina metassulfato e DPIP (diclorofenolindofenol), o

qual teve absorbancia, a 600nm, diminuida.

e Determinagdo da atividade ATP sintetase
A atividade da ATP sintetase foi determinada em meio tamponado (Tris-HCI
50mM; pH 8,0, na presenca de MgCl,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato

quinasess.

b) Avaliagdo do estresse oxidativo

e Determinagdo da concentragdo de hidroperoxido de lipidio

O hidroperdéxido de lipidio foi determinado na presenca de sulfato ferroso
amoniacal (Fe?*) e alaranjado de xilenol, acido sulfurico e butilato de hidroxitolueno

(BHT) em mistura de metanol 90%>°.

e Determinagdo da atividade da glutationa peroxidase (GSH Px)
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Foi determinada a partir da oxidacao do NADPH, em meio a mistura reativa
contendo tampao fosfato de sddio, glutationa reduzida, azida sddica, EDTA, glutationa

redutase, a qual catalisa a reducdo da glutationa oxidada®.
e Determinagdo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada monitorando a inibi¢do da redugao do
nitroblutetrazdlico (NBT) através de radicais superdxidos gerados em solucdo

contendo NADH, e fenazina metassulfato®.

Determinagdo da apoptose

A expressdo das proteinas caspase 3 e bcl-2 foi realizada pela técnica Western
Blot seguindo as seguintes etapas: extracao tecidual de proteinas, eletroforese em gel,
transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose, identificacdo das
proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo das bandas por densitometria. A
expressao dos peptideos foi normalizada pela expressdao da proteina constitucional

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).
a) Extragdio das proteinas miocdrdicas

Inicialmente, fragmentos amostrais (80-100 mg) foram homogeneizados com 800
mL de tampdo de extracdo contendo NaCl 100 mM, Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato
de sédio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v), Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA 1
mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sédio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de proteases
(P2714, Sigma- Aldrich). A seguir, o homogenato foi centrifugado por 20 minutos, a
12000 rpm a 4° C, para eliminagao de material insoluvel. O sobrenadante foi coletado e
separado em aliquotas, que foram armazenadas a -80° C. A concentracao de proteina
total foi analisada pelo método de Bradford®' utilizando a curva de BSA Protein

Standard como padrao.

b) Eletroforese em gel
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Apds a quantificacdo da concentracdo proteica, as amostras cardiacas foram
diluidas em tampdo Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e 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 resolugdo (Tris - HCL 240mM
pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4° C com 50 pg de proteina total.
A concentracao do gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragdo do gel de
resolucao, determinada de acordo com o peso molecular da proteina analisada, foi de
15% para a caspase e 12% para a bcl-2. No primeiro pogo do gel foi aplicado um
padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA,
USA). A corrida eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2,5 horas a 120 V (Power
Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina
192 mM e SDS 1%).

¢) Transferéncia e identificagcdo das proteinas

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 primdrio a membrana foram bloqueados
mediante incubagdo com solugdo de 5% de leite em pé desnatado, dissolvido em
solucdo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120
minutos a temperatura ambiente sob constante agitacdao. Em seguida, a membrana foi
incubada com o anticorpo primario diluido na solucdo basal, em agitacdo constante
por 12 horas. Apds a incubagdo com o anticorpo primario, a membrana foi lavada trés
vezes em solucdo basal pH 8,0 e incubada com o anticorpo secundario diluido em
solucdo basal por 1,5 horas em agitacdo constante. Para remover o excesso de
anticorpo secunddrio, a membrana foi lavada trés vezes em solucao basal pH 8,0. Por
fim, a imunodeteccdo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de
acordo com as instru¢cdes do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate, Thermo Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram analisadas
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no analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA)
nos tempos padronizados para cada proteina estudada. Apds essa etapa, foram
realizados procedimentos para a determinacdo do GAPDH. As mesmas membranas
foram lavadas em solugdo Stripping por 15 minutos em agita¢ao constante, e entdo,
reiniciado o processo de bloqueio, incubacdo dos anticorpos para o GAPDH e
imunodetec¢do da mesma forma descrita anteriormente.

Uma vez com os dados gerados pelo analisador de imagens, a quantificacdo foi
feita da seguinte maneira: 1) as proteinas de interesse foram normalizadas pela
amostra de um animal e repetido em todos os géis; 2) o GAPDH, da mesma forma, foi
normalizado pelo animal repetido em todos os géis; 3) as proteinas (jd normalizadas)
foram entdo normalizadas pelo GAPDH (ja normalizado), para ser obtido o resultado

da expressdo por Western Blot.

d) Anticorpos primdrios utilizados
e Caspase 3, rabbit monoclonal IgG (Cell Signaling Technology, Inc, Beverly,
MA, USA, 9664). Diluicao utilizada 1:1000.
e Bcl2, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc492).
Diluicdo utilizada de 1:200.
e GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc

32233). Diluigdo utilizada 1:10000.

e) Anticorpos secundadrios utilizados
e Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005).
A diluigao utilizada foi de 1: 5000.
e Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2004). A
diluigdo utilizada foi de 1: 2000.

Fator Nuclear Eritroide 2 (Nrf-2)
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A expressdo do Nrf-2 foi realizada pela técnica Western Blot seguindo as seguintes
etapas: extracdo tecidual de proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das
proteinas para membrana de nitrocelulose, identificacdo das proteinas por anticorpos
especificos e quantificacdo das bandas por densitometria. A expressao dos peptideos
foi normalizada pela expressao da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH).

a) Extragao das proteinas miocardicas

Fragmentos de aproximadamente 60 mg de tecido cardiaco foram homogeneizados
com 500ul de tampdo de extracdo (10mM HEPES, 1,5mM MgCl2, 10mM KCI, 0,5mM
DTT, 0,05% NP40) manualmente com bastdo de vidro, aguardado 10 minutos e
centrifugados a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
(fracdo citoplasmatica) e o pellet ressuspendido com tampao (5mM HEPES, 1,5mM
MgCl2, 0,2mM EDTA, 0,5mM DTT, 26% glicerol (v/v)) adicionado a NaCl,
homogeinizado. Apds aguardar 30 minutos em gelo, as amostras foram novamente
centrifugadas a 15000 rpm, por 20 minutos 4°C e coletado o sobrenadante (fracdo
nuclear), que foi utilizado para a quantificacdo do Nrf2. A concentracdo de proteina
total foi analisada pelo método de Bradford™! utilizando-se a curva de BSA Protein

Standard como padrao.
b) Eletroforese em gel

Realizada com a mesma metodologia utilizada na apoptose, ja descrita
anteriormente, com as seguintes diferencas: gel de resolucdo utilizado de 10% e

corrida a 100V por 2 horas e 20 minutos.

c) Transferéncia e identificacdo das proteinas

Realizada com a mesma metodologia utilizada na apoptose, ja descrita

anteriormente.

d) Anticorpos primdrios utilizados
e GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc

32233). Diluigdo utilizada: 1:5000.
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e Nrf-2, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-722).
A diluigao utilizada foi de 1: 400.

e) Anticorpos secunddrios utilizados
e Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 2005).
A dilui¢ao utilizada foi de 1: 5000.
e Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 2004). A
diluicdo utilizada foi de 1: 8000.

Andlise estatistica

Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, eles foram apresentados
em média % erro padrdo. Caso ndo tenham distribuicdo normal, foram transformados e

também expressos em média + erro padrao.

Para comparagdo do tamanho do infarto, foi utilizado o teste t de Student. Nas
demais varidveis, a comparacdo entre os grupos foi feita pelo teste ANOVA de duas
vias. Cabe ressaltar que neste teste, é feita inicialmente a comparacao da influéncia
dos fatores de forma independente: fator infarto (I) e fator vitamina (VD). Apds esta
primeira comparac¢ao, havendo interacao entre os fatores, é realizado o pds-teste de
Holm-Sidak para verificacdo da diferenca entre os grupos. Nesse caso, a comparacgao é
feita entre os grupos infartados (IC e ID), os grupos sham (SCxSD), os que receberam

vitamina D (IDxSD) e os que receberam ragdo padrao (ICxSC).

Os resultados foram apresentados em tabelas, e quando houve interagao entre
os fatores, foi feita a representacdao na forma de figuras para mostrar as diferencas
entre os grupos, adotando o sinal (*) como indicativo da comparag¢do que apresentou

diferenca.

O pacote estatistico utilizado foi o SigmaStat for Windows versdo 3.5 (Systat
Software, Inc) e os graficos foram elaborados no programa SigmaPlot for Windows

versdo 11.0 (Systat Software, Inc).

Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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6 Resultados

Peso dos animais, consumo de rag¢Go e mortalidade

Ndo houve diferengca entre os grupos em relagdio ao peso dos animais
SC=466,118,8g; SD=451,1+8,8g;  1C=459,1+8,8g;  |D=445,8+8,5g;  p(l)=0,483;
p(VD)=0,109; p(IxVD)=0,928) e na ingestao de racdo (SC=25,8+0,2g; SD=24,6+0,23g;
IC=25,710,21g; ID=25,4+0,21g; p(1)=0,187; p(VD)=0,101; p(IxVD)=0,143).

Quanto a mortalidade, até as 48 horas apds a cirurgia de indugdo do infarto
houve mortalidade de 53% dos animais. Durante o periodo experimental, ndao houve
perda de nenhum animal nos grupos sham, e nos animais infartados ndao houve

diferenca na mortalidade entre os grupos (IC=25%, ID=26,9%, p=0,5).

Pressdo arterial sistolica

No nosso experimento, houve redugao da pressdao nos animais infartados que
receberam a suplementacdo de vitamina D em relagdo ao grupo de animais infartados
sem a suplementacdo (SC=133,24+3,4; SD=135,8+3,4; 1C=131,8+3,92; ID=115,143,9;
p(1)=0,004; p(VD)=0,06; p(IxVD)=0,01) (Figura 1).

Estudo ecocardiogrdfico

Quanto as varidveis funcionais, os animais infartados que receberam a
suplementacao de vitamina D apresentaram reducdao na fracdo de ejecdo e na
velocidade de encurtamento da parede posterior e aumento da E/E’ média e A’ septal,
fracdo de variacdo da area do VE (Tabelas 1 e 2 e Figuras 2 a 6). O fator vitamina, de
forma independente, levou a diminuicdo da porcentagem de encurtamento do
miocardio e S septal e ao aumento da porcentagem de encurtamento do miocardio e
da onda E mitral (Figura 7 e Tabela 1). Em contrapartida, o fator infarto, de forma
independente, induziu o aumento da onda E mitral, E/A, tempo de relaxamento
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isovolumétrico do VE (corrigido pela frequéncia cardiaca), indice Tei e a uma

diminuicdo de S lateral, E’ lateral, S média e E’ média (Tabela 3 e Figura 8).

Nos ratos infartados, a suplementagdo de vitamina D induziu aumento das
areas sistdlica e diastdlica, assim como nos didametros sistdlico e diastélico do
ventriculo esquerdo. Esse aumento também foi observado na massa do VE e no indice
de massa do VE (Tabela 3 e Figuras 9 a 14). A vitamina D interferiu de forma
independente aumentando o diametro do atrio esquerdo (AE). Também de forma
independente, o infarto levou a um aumento da espessura diastélica da parede
posterior do VE, da espessura diastdlica do septo interventricular e da relacdo entre

atrio esquerdo e o diametro da aorta (Tabela 3).

Coracgdo isolado

No nosso trabalho, ndo encontramos interacdao entre os fatores no estudo do
coracdo isolado. O infarto, de forma independente, levou a reducdo da pressao

sistélica, da primeira derivada e da derivada negativa (Tabela 4).

Estudo morfométrico

Quanto a andlise morfométrica, ndo houve interacdo entre os fatores infarto e
vitamina D. O infarto influenciou no aumento do peso do ventriculo esquerdo (Tabela
5).

Quanto ao tamanho do infarto, ndo houve diferenca entre os grupos
(IC=46,7+6,5; ID=45,8+6,3; p=0,593).

O infarto, de forma independente, aumentou a porcentagem de coldgeno no
miocardio, assim como a suplementacdo de vitamina D. Porém, ndo houve interacdo
entre os fatores (SC= 1,99+0,45; SD=2,56+0,43; 1C=4,5310,45; 1D=6,4710,45;
p(1)<0,001; p(VD)=0,009; p(IxVD)=0,139) , como observado na Figura 15.

O infarto aumentou a area do midcito, porém, sem interferéncia do fator

vitamina D, ndo sendo encontrada diferenca entre os grupos (SC=256,2+17,9;
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SD=246,3+17,9;  IC=387,2+17,9;  ID=398,9+15,5;  p(1)<0,001;  p(VD)=0,958;

p(IxVD)=0,541), como observado na Figura 16.

Dosagem de calcio e fosforo, IL-10, ICAM-1 e TIMP

Na Tabela 6 vemos os resultados encontrados. Nao houve diferenca nos valores

de calcio, fésforo, IL-10, TIMP e ICAM-1 entre os grupos estudados.

Atividade das metaloproteinases

Encontramos nas nossas amostras apenas uma banda da metaloproteinase 9,
em sua forma ativa (aproximadamente 92KDa), que ndo apresentou diferenca entre os
grupos. As metaloproteinases 2 foram encontradas em 3 bandas, uma com a forma
inativa, de aproximadamente 72 KDa (pro MMP-2), que apresentou diferenca apenas
para o fator infarto, onde os animais infartados tiveram maior atividade dessa enzima.
As outras duas formas encontradas da metaloproteinase 2 foi a banda ativa, de
aproximadamente 64 KDa, e a outra a banda intermediadria de degradacdo entre as
duas formas, que ndo apresentaram diferenca entre os fatores. Também nao houve
diferenca entre os grupos quando feita a relacdo entre a forma ativa e inativa da MMP-

2%% (Tabela 7).

Cadeias pesadas de miosina

N3o houve diferenca na composicao das cadeias pesadas de miosina (Tabela 8).

Metabolismo energético e estresse oxidativo
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Os valores das enzimas referentes ao metabolismo energético encontram-se na
Tabela 9. Houve interagdo entre os fatores infarto e vitamina D para a enzima
fosfofrutoquinase, onde os animais infartados que receberam a suplementacdo
apresentaram redu¢do da atividade dessa enzima (Figura 17). As enzimas lactato
desidrogenase, B-hidroxiaciltransferase, complexos | e Il apresentaram interferéncia
do fator infarto, aumentando a primeira e reduzindo as demais. As enzimas citrato
sintase e ATP sintase apresentaram interacdo entre os fatores, com reducdo para os
animais sham que receberam a suplementacao (Figuras 18 e 19). Nao houve diferenca

no complexo piruvato desidrogenase.

Os dados referentes ao estresse oxidativo estdao apresentados na Tabela 10. A
atividade das enzimas hidroperdxido de lipidio e catalase apresentaram diferenca
apenas para o fator infarto, com aumento da sua atividade na primeira e redugao na
segunda. O infarto aumentou a atividade da enzima superdxido dismutase e a vitamina
D diminuiu sua atividade porém sem intera¢do entre os fatores (Figura 20). Ndo houve
diferenca na atividade da glutationa peroxidase. Quanto ao Nrf2, houve uma

diminuicdo da sua expressdo nos animais infartados (Figura 21 e Tabela 11).

Apoptose

A apoptose foi determinada pela expressdo das proteinas caspase 3 (Peso

molecular de 35KDa) e bcl-2 (Tabela 11).

Houve interacdo entre os fatores infarto e vitamina, com aumento da
expressao da caspase 3 no grupo de animais infartados que recebeu a suplementacdo

de vitamina D (Figura 22).

Quanto a bcl2, houve interacdo entre os fatores, sendo que a suplementacdo

de vitamina D nos animais infartados diminuiu a expressao da proteina (Figura 23).
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Tabela 1. Variaveis funcionais.

Variavel sc (n=25) sD (n=24) IC (n=18) ID (n=20) p(l) p(VD) p(IxvD)
PC (g) 466,1 + 8,8 451,1+8,8 459,1+8,8 445,8 + 8,5 0,483 0,109 0,928
FC (bpm) 268,2+7,67 272,9+7,83 284,8+11,5 258,749 0,896 0,247 0,098
% Enc. Endo 54,7+2,1 54,1+2,1 42,2432 32,5+2,53 <0,001 0,048 0,08
VEPP (mm/s) 36,3+1,18 37,1#1,2 33,8+1,78 28,9+1,39 <0,001 0,159 0,049
FE 0,9+0,02 0,89+0,02 0,76+0,03 0,64+0,02 <0,001 0,028 0,048
FAV 74,4+2,1 73,3+2,21 52+3,2 39,6%2,55 <0,001 0,011 0,031
E mitral 78,96+2,75 79,7+2,81 81,7+4,15 93,643,24 0,014 0,057 0,097
A mitral 51,28+3,28 56,79+3,34 51,3+4,94 44,7+3,86 0,13 0,886 0,125
E/A 1,59+0,23 1,48+0,24 2,17+0,35 2,6310,28 0,003 0,546 0,311
TDE (m/s) 43,8+1,69 44+1,91 41,242,56 43,6+1,91 0,449 0,528 0,558
TRIV (m/s) 26,2+0,83 27,3%0,85 30,1#1,26 29,9+0,98 0,002 0,669 0,507
R-R (s) 0,228+0,005 0,226+0,006 0,213+0,009 0,234+0,007 0,629 0,182 0,129
TRIV/R-R 55,1+1,46 57,3+1,49 65,6+2,2 61,8+1,72 <0,001 0,654 0,085
indice de Tei 0,49+0,02 0,53+0,02 0,66+0,03 0,73+0,03 <0,001 0,093 0,543

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo padrao; SD: animais sham que receberam ragdo padrao e suplementac¢do de vitamina D;
IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina
D; IXVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D; PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca; % Enc. Endo.: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP:
velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo; FE: fracdo de ejecdo; FAV: fracdo de variagdo da area; E mitral: onda E do fluxo transmitral; A
mitral: onda A do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo; R-R: distancia de
um batimento a outro (para calculo do TRIV/R-R); TRIV/R-R: TRIV normalizado para a frequéncia cardiaca (TRIV dividido pela raiz quadrada do R-R); indice de Tei ou indice
de Performance Miocardica (avalia conjuntamente a fungao sistdlica e diastdlica, calculado considerando o tempo de contragdo isovolumétrica + tempo de ejecdo + tempo

de relaxamento isovolumétrico).
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Tabela 2. Varidveis funcionais (Doppler tissular).

Variavel SC (n=25) SD (n=24) IC (n=18) ID (n=20) p(l) p(VD) p(IxVD)

S lateral (cm/s) 3,5210,1 3,6210,1 3,3540,16 3,1940,12 0,021 0,843 0,31
E’ lateral (cm/s) 3,94%0,14 4,52+0,15 3,75%0,23 3,75%0,17 0,01 0,114 0,114
A’ lateral (cm/s) 3,72+0,22 4,31+0,23 3,7%0,35 3,3810,26 0,091 0,611 0,105
S septal (cm/s) 3,610,1 3,43%0,1 3,5540,16 2,97+0,12 0,042 0,004 0,1

E’ septal (cm/s) 3,9610,18 4,37+0,18 3,9510,28 3,6310,21 0,095 0,814 0,104
A’ septal (cm/s) 3,5840,24 4,08+0,24 3,95+0,37 3,16%0,28 0,352 0,633 0,031
S média (cm/s) 3,56+0,07 3,51+0,07 3,06%0,16 3,12+0,08 <0,001 0,964 0,598
E’média (cm/s) 4,08+0,14 4,52+0,14 3,62+0,32 3,65%0,16 0,002 0,265 0,333
A’ media (cm/s) 3,6210,23 4,18+0,23 3,4310,51 3,410,26 0,155 0,434 0,381
E/E’ média 19,2+0,87 17,8+0,87 20,4+1,95 25,310,97 0,001 0,18 0,016

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: Animais sham que receberam ragdo padrdo; SD: animais sham que receberam racdo padrdo e suplementacdo de vitamina D;
IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementac¢do de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina
D; IxXVD: interagao entre os fatores infarto e vitamina D; S lateral: onda sistélica do anel mitral lateral; E’ lateral: onda diastdlica inicial do anel mitral lateral; A’ lateral: onda
diastdlica tardia do anel mitral lateral; S septal: Onda sistélica do anel mitral lateral; E’ septal: onda diastdlica inicial do anel mitral septal; A’ septal: onda diastélica tardia

do anel mitral septal; S média; E‘média; A’ media; E/E’ média.
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Tabela 3. Varidveis morfoldgicas.

Variavel SC (n=25) SD (n=24) IC (n=18) ID (n=20) p(l) p(VD) p(IxVD)
DDVE (mm) 8,11+0,16 7,96+0,17 8,94+0,25 10+0,19 <0,001 0,014 0,002
DDVE/PC 17,5+0,42 17,7+0,42 19,7+0,63 23,610,49 <0,001 <0,001 <0,001
DSVE (mm) 3,67%0,28 3,66%0,29 5,29+0,42 6,97+0,33 <0,001 0,016 0,014
EDPP (mm) 1,3710,03 1,39+0,03 1,66+0,05 1,6410,04 <0,001 0,966 0,74
EDSIV (mm) 1,38+0,02 1,4+0,03 1,54+0,04 1,52+0,03 <0,001 0,96 0,58
AO (mm) 3,91+0,04 3,91+0,04 3,85%0,07 3,83+0,05 0,242 0,892 0,885
AE (mm) 5,54+0,19 5,6910,19 6,4410,29 7,22+0,22 <0,001 0,048 0,179
AE/AO 1,41+0,06 1,45+0,06 1,67+0,09 1,910,07 <0,001 0,066 0,184
AE/PC 11,9+0,4 12,68+0,4 14,2+0,68 16,8+0,53 <0,001 0,003 0,088
Massa VE (g) 0,78+0,05 0,77%0,05 1,13+0,08 1,410,06 <0,001 0,052 0,03
indice de massa 1,69+0,1 1,71+0,11 2,51+0,16 3,22+0,12 <0,001 0,006 0,009
Area sistolica (mmz) 12,3+2,4 12,3+2,4 31,5+3,67 53,4+2,87 <0,001 <0,001 <0,001
Area diastélica (mm?) 47,5%2,5 45,9+2,5 62+3,82 84,9+2,99 <0,001 <0,001 <0,001

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo padrao; SD: animais sham que receberam ragdo padrao e suplementag¢do de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxVD: interacdo entre os fatores infarto e vitamina D; PC: Peso corporal; DDVE: diametro diastdlico de ventriculo esquerdo; DSVE: diametro sistdlico do ventriculo

esquerdo; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do ventriculo esquerdo;

diametro do &trio esquerdo; Area sistdlica: Area sistdlica do VE em eixo menor paraesternal.

EDSVI: espessura diastélica do septo interventricular; AO: didmetro da aorta; AE:
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Tabela 4. Estudo do coracdo isolado (valores maximos).

Grupo SC (n=6) SD (n=6) IC (n=6) ID (n=6) p(l) p(VD) p(IxVD)
Pressao sistolica (mmHg) 150+7,5 157,5+7,5 93,349,71 89,3+8,4 <0,001 0,083 0,505
+dP/dt (mmHg/s) 2625+233,7 2950+233,7 1250+301,7 1250+261,2 <0,001 0,541 0,541
-dP/dt (mmHg/s) 1675+121 1775+121 875+156,3 9374135 <0,001 0,555 0,891

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: Animais sham que receberam ragdo padrdo; SD: animais sham que receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D;
IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementac¢do de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D; +dP/dt e —dP/dt: primeira derivada e derivada negativa, respectivamente.
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Tabela 5. Varidaveis morfométricas.

Variavel SC (n=15) SD(n=16) IC(n=12) ID(n=13) p(l) p(VD) p(IxVD)
PVE (mg) 899,2+23 904,7+21,6 1132+36,4 1152,7+33,7 <0,001 0,542 0,929
PVE/PC 1,79+0,08 1,94+0,08 2,7+0,14 2,8%0,13 <0,001 0,206 0,952
Teor de dgua no VD (%) 76,3%+0,57 76,1+0,55 75,1+2,14 72,37+2,15 0,128 0,351 0,412
Teor de agua no atrio (%) 81,4+1,33 81,2+1,29 76,545,33 75,1+3,77 0,115 0,814 0,863
Teor de dgua no pulmao (%) 74,4+0,92 75,1+0,95 73,1+1,73 74,7+1,9 0,525 0,433 0,765
Teor de agua no figado (%) 67,3+1,03 66,5+1,05 67,5+1,98 67,3+2,42 0,736 0,784 0,47

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam racgdo padrdo; SD: animais sham que receberam ra¢do padrdo e suplementacdo de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrdo e suplementagdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxXVD: interacdo entre os fatores infarto e vitamina D; PVE: peso do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; VD: ventriculo direito.
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Tabela 6. Dosagem de calcio, fosforo, IL-10, ICAM-1 e TIMP.

SC (n=8) SD (n=8) IC (n=8) ID (n=8) p(l) p(VD) p(IxVD)
Calcio (mg/dL) 8,53+0,21 8,95+0,22 8,910,26 8,6%0,23 0,849 0,669 0,172
Fésforo (mg/dL) 6,44+0,35 7,04%+0,37 6,38+0,42 5,82%0,39 0,107 0,958 0,146
IL-10 (pg/mg proteina) 84,6+10,7 60+10,7 82,6+12,6 67,8+10,7 0,8 0,09 0,66
ICAM-1 (pg/mg proteina) 137,7+15 101,6%15 139,2+17,8 136+17,8 0,268 0,228 0,31
TIMP (pg/mg proteina) 4,1210,16 3,7+0,16 4,1810,19 4,14+0,16 0,2 0,23 0,329

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam racdo padrdo; SD: animais sham que receberam ra¢do padrdo e suplementacdo de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementac¢do de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxXVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D.
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Tabela 7. Atividade de metaloproteinases.

SC (n=7) SD (n=7) IC (n=7) ID (n=7) p(l) p(VD) p(IxVD)
MMP-2 inativa 0,42+0,22 0,14+0,22 0,88+0,24 0,81+0,24 0,002 0,435 0,645
MMP-2 ativa intermediaria 0,22+0,16 0,02%0,16 0,45+0,17 0,35+0,15 0,074 0,296 0,64
MMP-2 ativa 1,2140,37 1,6740,31 0,9+0,34 1,04 0,18 0,395 0,647
MMP-9 0,9+0,12 1,03+0,12 1,26+0,13 0,96%0,11 0,26 0,492 0,093
MMP-2 (ativa/inativa) 0,59+0,18 1+0,18 0,5710,2 0,7610,17 0,493 0,134 0,575

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam racdo padrdo; SD: animais sham que receberam ra¢do padrdo e suplementacdo de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementacdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxXVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D.
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Tabela 8. Cadeias pesadas de miosina.

Variavel SC (n=7) SD (n=7) IC (n=7) ID (n=7) p(l) p(VD) p(IxVD)
Cadeia alfa (unidades arbitrarias) 0,66+0,1 0,66%0,14 0,74+0,14 0,65+0,13 0,809 0,72 0,722
Cadeia beta (unidades arbitrarias) 0,826+0,1 1+0,14 0,76+0,14 0,62+0,13 0,116 0,874 0,224

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo padrdo; SD: animais sham que receberam ra¢do padrio e suplementagéo de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementac¢do de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D.
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Tabela 9. Metabolismo energético.

Variaveis SC(n=7) SD(n=7) IC(n=7) ID(n=7) p(l) p(VD) p(IxVD)
Fosfotrutoquinase (nmol/g) 94,4+10 104,6+12,2 129,8+10 92,8110 0,291 0,213 0,041
Lactato desidrogenase (nmol/g) 140,8+12,8 165,6+15,7 214,6+12,8 184,6+12,8 0,003 0,851 0,06
Complexo piruvato desidrogenase (nmol/g) 290,9+16,7 274,5%19,2 243,3+15,75 278,5+15,7 0,206 0,574 0,137
Citrato sintase (nmol/g) 43,9+1,8 28,7+2,27 14,8+1,8 19,4+1,8 <0,001 0,015 <0,001
B- hidroxiaciltransferase (nmol/mg) 39,4+2,9 42,5+3,5 30,3+2,9 31,5+2,9 0,005 0,499 0,758
Complexo | (NADH desidrogenase) (nmol/mg) 6,15+0,47 5,7+0,58 4+0,47 4,54+0,47 0,004 0,915 0,346
Complexo Il (succinato 6xido redutase) (hmol/mg) 5,8+0,25 4,97+0,31 3,24+0,25 3,29+0,25 <0,001 0,159 0,113
ATP sintase (nmol/mg) 72,6%2,45 41,343 40,6+2,45 45+2,45 <0,001 <0,001 <0,001

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo padrao; SD: animais sham que receberam ragdo padrao e suplementagdo de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementacdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D.
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Tabela 10. Estresse oxidativo.

SC(n=7) SD(n=7) IC(n=7) ID(n=7) p(l) p(VD) p(IxVD)
Hidroperoxido de lipidio (nmol/g) 164,6%16,2 168,7+19,8 278,4+16,2 284,3+16,2 <0,001 0,778 0,958
Catalase (upmol/g) 75,1£6,76 82,518,2 57,8%6,76 68,916,76 0,045 0,213 0,798
Superoxido dismutase (nmol/mg) 9,55+0,88 8,15+1,08 15,4+0,88 11,2+0,88 <0,001 0,008 0,149
Glutationa peroxidase (nmol/mg) 34,4+2,45 35,743 30,3+2,45 32,9+2,45 0,2 0,466 0,806

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam racdo padrdo; SD: animais sham que receberam ra¢do padrdo e suplementacdo de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementacdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxXVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D.
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Tabela 11. Proteinas por Western Blot.

Variaveis SC(n=7) SD(n=7) IC(n=7) ID(n=7) p(l) p(VD) p(IxVD)
Caspase 3 (unidades arbitrarias) 0,71+0,47 0,76%0,52 0,86+0,47 2,97+0,52 0,021 0,039 0,033
Bcl-2 (unidades arbitrarias) 1,08%0,26 1,46%0,26 1,4610,22 0,710,24 0,457 0,447 0,032
Nrf-2 (unidades arbitrarias) 0,72+0,1 0,81+0,08 0,66+0,08 0,47+0,08 0,043 0,62 0,146

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo padrao; SD: animais sham que receberam ragdo padrao e suplementag¢do de vitamina D;
IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e suplementacdo de vitamina D; I: fator infarto; VD: fator vitamina

D; IxVD: interagdo entre os fatores infarto e vitamina D.

47



160 - s ~N

140 A

120 - p(1)=0,04

VD)=0,06
100 P(VD)

p(IxVD)=0,01

80 A

60

40

Pressdo Arterial Sistolica (mmHg)

20 +

Figura 1. Pressdo arterial sistélica. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: Animais sham que
receberam ragdo padrdo; SD: Animais sham que receberam ragdo padrao e suplementag¢do de vitamina
D; IC: animais infartados que receberam rac¢do padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo

padrdo e suplementac¢do de vitamina D. (*) Diferenga estatisticamente significante.
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Figura 2. Velocidade de encurtamento da parede posterior. Dados expressos em média * erro padrao.
SC: Animais sham que receberam ra¢do padrdo; SD: Animais sham que receberam ra¢do padrdo e
suplementagdo de vitamina D; IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais

infartados que receberam ragdo padrdo e suplementac¢do de vitamina D. (*) Diferenga estatisticamente

significante.
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Figura 3. Fracdo de ejecdo. Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que receberam

racdo padrdo; SD: Animais sham que receberam racdo padrio e suplementacdo de vitamina D; IC: animais

infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrio e

suplementacdo de vitamina D. (*) Diferencga estatisticamente significante.
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Figura 4. Fracdo de variacdo da area. Dados expressos em média + erro padrdo. SC: animais sham que

receberam ragdo padrdo; SD: animais sham que receberam rac¢do padrdo e suplementa¢do de vitamina D;

IC: animais infartados que receberam ragao padrao; ID: animais infartados que receberam ragdo padrdo e

suplementacgdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 5. A’ septal. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo
padrdo; SD: animais sham que receberam ragdo padrdo e suplementagdo de vitamina D; IC: animais
infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrio e

suplementacdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 6. E/E’ média. Dados expressos em média + erro padrdo. SC: Animais sham que receberam ragdo
padrdo; SD: animais sham que receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D; IC: animais
infartados que receberam ragdo padrdao; ID: animais infartados que receberam ragdo padrio e
suplementacgdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 7. Variavel com influéncia dos fatores infarto e vitamina de forma independente: Porcentagem de
encurtamento endocdrdico. Dados expressos em média + erro padrao. VD: todos os animais que receberam
racdo com suplementagdo de vitamina D; C: todos os animais que receberam ragao padrao; |: todos os

animais infartados; S: todos os animais sham. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 8. Variaveis com influéncia apenas do fator infarto de forma independente: Onda E mitral; E/A; TRIV/RR, indice
de Tei. Dados expressos em média + erro padrdo. I: todos os animais infartados; S: todos os animais sham. (*)

Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 9. Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo. Dados expressos em média * erro padrdo. SC:
animais sham que receberam ragdo padrdo; SD: animais sham que receberam ragdo padrdo e
suplementagdo de vitamina D; IC: animais infartados que receberam ra¢do padrdo; ID: animais

infartados que receberam ragdo padrdo e suplementacgdo de vitamina D. (*) Diferenca significante.
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Figura 10. Diametro sistélico do ventriculo esquerdo. Dados expressos em média + erro padrdo. SC:
animais sham que receberam ragdo padrdo; SD: Animais sham que receberam ragdo padrdo e
suplementacdo de vitamina D; IC: animais infartados que receberam rag¢do padrdo; ID: animais

infartados que receberam racdo padrdo e suplementagdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente

significante.
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Figura 11. Massa do ventriculo esquerdo. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: animais sham
que receberam ragdo padrdo; SD: Animais sham que receberam ragdo padrdo e suplementagdo de
vitamina D; IC: animais infartados que receberam ragdo padrao; ID: animais infartados que receberam

ragdo padrdo e suplementagdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 12. indice de massa do ventriculo esquerdo. Dados expressos em média + erro padrdo. SC:
animais sham que receberam ragdo padrdo; SD: animais sham que receberam rag¢do padrdo e
suplementagdo de vitamina D; IC: animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais
infartados que receberam racdo padrdo e suplementagdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente

significante.
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erro padrdo. SC: animais sham que receberam

ragdo padrdo, SD: animais sham que receberam rag¢do padrdo e suplementacdo de vitamina D; IC:
animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam rac¢do padrdo e

suplementacdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 14. Area diastdlica. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: animais sham que receberam

racdo padrao; SD: animais sham que receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D; IC:

animais infartados que receberam ragdo padrao; ID: animais infartados que receberam rag¢ao padrao e

suplementacgdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 15. Porcentagem de colageno: varidvel com influéncia dos fatores infarto e vitamina de forma
independente. Dados expressos em média + erro padrdo. VD: todos os animais que receberam ragao
com suplementacdo de vitamina D; C: todos os animais que receberam racdo padrdo; I: todos os animais

infartados; S: todos os animais sham. (*) Diferencga estatisticamente significante.
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Figura 16. Area seccional do midcito: varidvel com influéncia dos fatores infarto e vitamina de forma
independente. Dados expressos em média + erro padrdo. VD: todos os animais que receberam racdo
com suplementacdo de vitamina D; C: todos os animais que receberam ragao padrdo; I: todos os animais

infartados; S: todos os animais sham. (*) Diferenga estatisticamente significativa.
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Figura 17. Fosfofrutoquinase. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: animais sham que
receberam ragdo padrao; SD: animais sham que receberam ra¢do padrdo e suplementagdo de vitamina
D; IC: animais infartados que receberam rac¢do padrdo; ID: animais infartados que receberam racgdo

padrdo e suplementagdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 18. Citrato sintase. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: animais sham que receberam
racdo padrdo, SD: Animais sham que receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D; IC:
animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrao e

suplementagdo de vitamina D. (*) Diferencga estatisticamente significante.
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Figura 19. ATP sintase. Dados expressos em média * erro padrdo. SC: animais sham que receberam
racdo padrdo, SD: animais sham que receberam racdo padrdo e suplementacdo de vitamina D; IC:
animais infartados que receberam ragdo padrdo; ID: animais infartados que receberam ragdo padrdo e

suplementacdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 20. Superoxido dismutase: variavel com influéncia dos fatores infarto e vitamina de forma
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independente. Dados expressos em média + erro padrdo. VD: todos os animais que receberam ragao
com suplementacdo de vitamina D; C: todos os animais que receberam racdo padrdo; I: todos os animais
infartados; S: todos os animais sham. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 21. Expressdo proteica do Nrf-2 por Western Blot. Dados espressos em média + erro padrdo. I:

todos os animais infartados; S: todos os animais sham. (*) Diferencas estatisticamente significantes.
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Figura 22. Expressdo proteica da Caspase 3 por Western Blot. Dados expressos em média + erro
padrdo. SC: animais sham que receberam ragdo padrao; SD: animais sham que receberam ragao padrao
e suplementag¢do de vitamina D; IC: animais infartados que receberam racdo padrdo; ID: animais
infartados que receberam ragdo padrdo e suplementagéo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente

significante.
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Figura 23. Expressdo proteica da Bcl-2 por Western Blot. Dados expressos em média * erro padrdo. SC:
animais sham que receberam ragao padrdo; SD: animais sham que receberam ragdo padrdo e
suplementagdo de vitamina D, IC: animais infartados que receberam ragdo padrao; ID: animais infartados

gue receberam ragdo padrdo e suplementacdo de vitamina D. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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7 Discussao

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo de
vitamina D na remodelagao cardiaca apds o infarto agudo do miocardio. A partir dos
dados apresentados, pode-se sugerir que o processo de remodelacdo foi intensificado

com a suplementagado de vitamina D.

Apds injuria cardiaca, o coracdo pode sofrer diversas alteracdes.
Posteriormente ao infarto do miocdrdio, podem ocorrer alteragdes complexas na
arquitetura ventricular, envolvendo tanto a area infartada quanto a ndo infartada. Nos
ultimos anos, esse conjunto de alteragcbes vem sendo estudado com o nome de
remodelacdo cardiaca. Didaticamente, esse processo pode se definido como varia¢des
moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que se manifestardao clinicamente por

alteragGes no tamanho, massa, geometria e funcdo do coragéo“' 763,

Inicialmente, a remodelagdao tem o objetivo de manter a fun¢do do coragao. No
entanto, na fase cronica, pode ocorrer a deterioracdo progressiva dessa capacidade
funcional’. O melhor conhecimento dos mecanismos responsaveis pela disfuncao
ventricular apds o infarto do miocardio é relevante, pois permite a elaboracdo de
estratégias que modulem o processo de remodelagao. Dentre as novas estratégias
terapéuticas com potencial para interferir no processo de remodelacdo cardiaca

secundaria a diversos estimulos, encontra-se a vitamina D.

Em relagdao aos efeitos desta vitamina no sistema cardiovascular, estudos
mostraram a associa¢ao entre a vitamina D e insuficiéncia cardiaca. Nesse sentido,
pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentaram menores valores de vitamina D*.
Na tentativa de explicar essa associacao, a identificacao de receptores para a vitamina
D no coracdo de ratos e de humanos sugere que a vitamina D pode desempenhar

papel regulador importante na fisiologia do coraggo® *.

Atualmente, aceita-se que a vitamina D possa interferir no sistema
cardiovascular por meio de diferentes mecanismos, dentre os quais se destacam a

apoptose, metabolismo energético, composicdo da matriz extracelular, modulacdo da
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atividade inflamatéria®®, interferéncia com a press3o arterial e regulagio do processo
de hipertrofia do midcito ® Apesar dessa fundamentagado, os dados sobre vitamina D
e coracdo ainda sdo escassos. Portanto, em nosso estudo, analisamos os efeitos da
suplementacdo de vitamina D em varidveis morfolégicas e funcionais cardiacas apds o

infarto experimental.

Considerando varidveis morfoldgicas, o infarto resultou conforme esperado, em
aumento dos didmetros diastélicos e sistdlicos do VE, acompanhado por aumento da
espessura da parede ventricular, da massa e do indice de massa do VE. Esses achados
sdo compativeis com o processo de hipertrofia observado na fase cronica do infarto. O
resultado encontrado na analise da area seccional dos midcitos esta em concordancia
com essa suposicdo, pois foi observado aumento da area dos midcitos nos animais
infartados em relagao ao grupo sham. Cabe ressaltar que apesar da remodelacgdo ser
evento extremamente complexo, apds o infarto, esse processo é reconhecido
clinicamente, por aumento da cavidade ventricular esquerda ou por evidéncias de
hipertrofia cardiaca. Nesse sentido, podemos inferir que nosso protocolo foi eficiente

para a inducdo de remodelacdo apods o infarto experimental.

Para inducdo da remodelacdo apds o infarto, Minicucci et al mostraram que
para observar alteracdes morfolédgicas, funcionais e anormalidades clinicas, é
necessario uma drea infartada de pelo menos 36%, 38% e 40% respectivamente . Por
isso, optamos por utilizar em nosso protocolo animais com area de infarto avaliado

pela analise histolégica maior que 35%.

Analisando os efeitos da suplementagcdo de vitamina D nas alteragdes
morfoldgicas induzidas pelo infarto experimental, nossos resultados mostram que os
animais infartados que receberam a suplementacdo, apresentaram aumento adicional
da cavidade ventricular esquerda, avaliado pelas areas e pelos didgmetros. Portanto, o
conjunto de nossos dados sugere que, contrariamente a nossa hipdtese, a
suplementacao de vitamina D intensificou o processo de remodelacdo apds o infarto

experimental, nesse modelo.

Em relagdo a variaveis funcionais, conforme citado anteriormente, o processo

de remodelacdo estd associado a piora progressiva da fungdo ventricular. Nossos
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dados estdo em concordancia com esse conceito jd que os animais infartados,
conjuntamente com as alteragdes morfoldgicas, apresentaram comprometimento de
varidveis funcionais compativeis com piora da funcao sistdlica e diastdlica. De forma
relevante, houve reduc¢do adicional na fragdo de ejecao, na fragdo de variagdo de area
e na velocidade de encurtamento da parede posterior nos animais infartados que
receberam a suplementag¢ao de vitamina D. Houve ainda aumento da onda E mitral, da
E/E’ média, da A’ septal e diminuicdo da onda S septal. Portanto, podemos concluir
gue a intensificacdo da remodelacdo nos animais suplementados com vitamina D foi
associada com piora adicional das fungbes sistélicas e diastélicas do ventriculo

esquerdo.

Aspecto relevante a ser considerado na interpretacdo de nossos resultados
morfofuncionais é que a maioria dos nossos dados estd baseada nos achados do
estudo ecocardiografico. Nesse sentido, cabe ressaltar que Martinez et al utilizando
metodologia semelhante a empregada em nosso estudo, mostraram a acuracia do uso
do estudo ecocardiografico para analisar alteragbes morfolégicas e funcionais
cardiacas no modelo de ratos submetidos ao infarto experimental. Utilizando ratos
infartados apdés 6 meses de observacdo, os autores mostraram altera¢ées do
ventriculo esquerdo compativeis com insuficiéncia cardiaca. Adicionalmente, varidveis
morfoldgicas e funcionais cardiacas estiveram associadas com achados clinicos e
patolégicos de insuficiéncia cardiaca, como congestdo pulmonar, hipertrofia
ventricular direita, derrame pleuropericardico e trombo em atrio esquerdo.
Finalmente, achados ecocardiograficos como menor velocidade de encurtamento da
parede posterior, menor relagdo E/A, maior tempo de desaceleragdo da onda E, maior
tempo de relaxamento isovolumétrico e menorr fracdo de ejecao foram fatores de

predicdo de insuficiéncia cardiaca, nesse modelo®.

Os efeitos da vitamina D em varidveis morfofuncionais cardiacas foram
analisados em poucos estudos prévios. Em modelo experimental de hipertensao
arterial com consequente hipertrofia ventricular esquerda, os animais suplementados
com 8Ul de paricalcitol intraperitoneal, um andlogo da vitamina D, apresentaram
menor peso cardiaco, menor tamanho do cardiomidcito, menor espessura da parede

anterior e posterior e menor expressdo do RNAm do peptidio natriurético atrial e
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cerebral, o que indicaria menor hipertrofia. Além disso, eles apresentaram maior
fracdo de encurtamento, sugerindo melhora na funcgao cardiaca®®. Outro estudo
utilizando midcitos ventriculares de ratos que desenvolveram hipertrofia por
tratamento com endotelina, mostrou que a suplementacgao com10®M de 1,25 (OH), D5
diminuiu a hipertrofia celular e a expressdao dos RNAm dos peptideos natriuréticos
atrial e cerebral de forma dose dependente7°. Assim, em diferentes modelos
experimentais de hipertrofia, a suplementagdo de vitamina D resultou em reducdo do

processo hipertréfico.

Em face dos resultados coletados de estudos prévios, nosso achado de
intensificacdo do processo de remodelagdo com a suplementacdo de vitamina D
caracteriza fato inédito. Por essa razdo, a etapa seguinte do nosso experimento foi

investigar potenciais mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nesse fendmeno.

Um dos possiveis mecanismos moduladores do processo de remodelacdo é a
distribuicdo das cadeias pesadas da miosina. Essa proteina é composta de um par de
cadeias pesadas (a e B) e dois pares de cadeias leves com isoenzimas diferentes (V1,
V2 e V3) em espécies diferentes. Essas isoenzimas possuem os mesmos pares de
cadeias leves, variando apenas em relacdo a composi¢cdo das cadeias pesadas (aa nas

V1, aB nas V2 e BB nas V3), o que determina a capacidade contrétil do miécito” 7%, A

s
cadeias pesadas tornam-se importantes, pois sdo nelas que se encontram sitios ativos
responsaveis pela capacidade ATPasica, sendo que a cadeia a possui capacidade
maior. Em geral, em coragdes normais ha predominio de cadeia a, associada a
contracdes mais rapidas’>. Entretanto, em algumas situacbes patoldgicas, pode ter
aumento das cadeias B, como mostrado em animais SHR com obesidade induzida por
dieta hipercaldrica’. Em nosso estudo, ndo houve diferenca entre os grupos em
relacdo a distribuicdo das cadeias pesadas da miosina. Assim, podemos deduzir que

essa variavel ndo participou dos efeitos deletérios induzidos pela suplementacdo de

vitamina D.

Outro mecanismo potencial para explicar os efeitos da suplementacdo de
vitamina D estd relacionado a regulagio da pressdo arterial. Assim, Wu et al”

mostraram que a suplementacdo de vitamina D pode reduzir a pressdo sistdlica, mas
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ndo a diastdlica, em populagdes normotensas e hipertensas. Acredita-se que dois
mecanismos poderiam explicar esse achado: 1) Mecanismo envolvendo a vitamina D
no metabolismo do cdlcio. Nesse sentido, a vitamina D, juntamente com o
paratormonio, tem papel fundamental na manutengao de niveis normais de calcio. Por
sua vez, o cdlcio contribui para o funcionamento normal da musculatura lisa, ao
mesmo tempo em que pode agir como inibidor dos canais de cdlcio. 2) Mecanismo
ligado a modulacao via sistema renina-angiotensina (SRA). O SRA possui papel
fundamental na regulacdo da pressdo sanguinea. A 1,25(0H)2D tem sido apontada por
desempenhar papel importante na regulagdao do SRA, atuando como supressor da
renina, que é importante regulador da pressdo” ’®. Importante ressaltar que em nosso
estudo encontramos redugdo da pressdo arterial nos animais infartados que
receberam a suplementacao de vitamina D. No entanto, esses achados ndo explicam
nossos resultados, pois com a diminuicdo da pressao arterial, esperariamos menor
remodelacdo cardiaca. Assim, nossos dados sugerem que a modificacdo da pressao
arterial ndo é determinante para os efeitos da suplementacdo de vitamina D apds o

infarto.

O terceiro mecanismo que poderia explicar nossos resultados tem relagao com

o papel da vitamina D como reguladora da composicao da matriz extracelular.

O intersticio cardiaco é composto por diversas substancias e tecido conectivo
formado principalmente por coldgeno (I a IV) e pequenas quantidades de fibronectina,
laminina e elastina’’, periostina, fibromodulina e &cido hialurénico’®. O colageno
maduro depositado na matriz extracelular e com cross-link é bastante resistente a

I”. No entanto, as metaloproteinases s3o enzimas que degradam

degradacdo e estave
colageno e sdo secretadas na matriz extracelular sob a forma de pré-enzimas, que é
sua forma latente. Sua ativacao depende da sua clivagem. Inicialmente, o colageno é
degradado pela MMP-1 (colagenase) em fragmentos menores, que entdo, é degradado
pelas MMP-2 e MMP-9 (gelatinases) e MMP-3 (stromelysin).® Aceita-se que apds o
infarto, as MMP-2 e a MMP-9 tém fundamental importancia no processo de
remodelacdo. Esse fato pode ser observado porque as MMP aumentam apéds o IM, ao

mesmo tempo em que estudos mostraram que sua inibicdo/dele¢do reduz o processo

de remodelacgdo.
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Considerando o papel da vitamina D na regulagao da matriz, Rahman et a/
utilizaram ratos knockout para o receptor de vitamina D e mostraram que a
1,25(0H)2D possui importante papel na regulacdo da expressdo das metaloproteases.
Nos animais knockout foi encontrado aumento da deposicao de colageno e aumento
da atividade MMP-2 e MMP-9, associado com redug3o da expressdo das TIMPS®’. Em
nosso protocolo, a deposicao de colageno visualizado em cortes histoldgicos foi maior
no grupo infartado que recebeu a vitamina D em relagdo ao controle, com diferenca
estatisticamente significante para o fator vitamina. Porém ndo encontramos diferencas
nas formas ativas em nenhum dos grupos estudados. As TIMPS sdo inibidoras das
metaloproteinases, importantes na manutencdo do equilibrio e degradacdo do

coldgeno. Nos nossos resultados nao foram observadas altera¢des no TIMP.

O quarto mecanismo que poderia explicar nossos resultados tem relagdo com
a atividade inflamatéria. Nesse sentido, a IL-10 pode ser utilizada como um
biomarcador no infarto, sendo importante citocina inflamatdria na regulacdo da
resposta imune e é utilizada na pratica clinica em situagdes como miocardite e na
fase aguda do infarto®. Por outro lado, a molécula de ades3o intracelular 1 (ICAM-1) é
essencial para o influxo de células inflamatdrias. Alguns estudos mostraram que ha
aumento da expressdo de ICAM-1 em alguns modelos®, mas n3o em outros®’. Do
mesmo modo, a vitamina D interfere no sistema imunolc')gico83 e regula a expressao de
citocinas pro e antiinflamatérias®®. Em nosso estudo, no entanto, n3o encontramos
alteragdes de ICAM-1, IL-10, sugerindo que, provavelmente, essas varidveis nao

interferiram com os efeitos da vitamina D.

O quinto mecanismo sensivel a atuacao da vitamina D é o metabolismo
energético cardiaco. Primeiramente, devemos considerar que a regulacdo do
metabolismo de carboidratos no tecido cardiaco é processo complexo, dependente de
diversos fatores como niveis séricos de hormoénios e substratos, fluxo corondrio,

estado inotrépico e estado nutricional do tecido®.

Em cora¢Ges normais, os acidos graxos por meio da B oxidacdo correspondem
de 60 a 90% do substrato energético do musculo cardiaco, sendo a menor parte da

energia proveniente da metabolizacdo da glicose pela via glicolitica. No entanto, em
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situagdes de injuria, essa prevaléncia usualmente pode se inverter®*®

, conjuntamente
com outras alteracdes da homeostase energética, como discutiremos a seguir.

Os acidos graxos sofrem processo de beta-oxidacdo até a formacdo de acetil
coenzima A que entrara no ciclo do citrato. Os carboidratos, pelo processo da glicdlise,
formam lactato, piruvato e depois acetil coenzima A para o ciclo do citrato. O ciclo do
citrato resulta na formagao 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 fosforilago oxidativa *°.

Em processos isquémicos, o substrato metabdlico é dependente da severidade
da isquemia. Uma eliminagdo completa do fluxo de maneira rdpida resulta em
deplecdo de fosfatos de alta energia e acumulo de lactato, que posteriormente, leva a
necrose e ao infarto. Em contrapartida, redu¢des menores de fluxo podem levar a
aumento do consumo de oxigénio, deplecdo de glicogénio e producdo de lactato, com
reducdo da utilizacdo de acidos graxosss. Em corag¢Oes normais ha consumo de lactato
em pequenas quantidades, porém, em algumas condi¢des como isquemia e hipdxia,
pode haver dessensibilizacdo dos receptores de glicose (GLUT)** e entdo, o coracdo
passa a formar muito lactato, aumentando o metabolismo anaerdbico de carboidrato e
a atividade da LDH’* ®. Em concordancia com esse conceito, nosso estudo mostrou
aumento da atividade da LDH, mas sem sofrer a interferéncia da vitamina D.

Além da alteracdo 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 mitocOndria em transportar elétrons e realizar a fosforilacdo
oxidativa®. Em nosso estudo, os animais infartados tiveram diminuicdo da citrato
sintase em relacdo ao controle, mas sem interferéncia da vitamina D. Adicionalmente,
a fosfofrutoquinase (PFK-1) é uma enzima extremamente importante na modulagdo do
metabolismo energético. Ela é a responsavel por catalisar a reacdo de frutose-6-

8, 8 Em nossos

fosfato a frutose-1,6-bifosfato, a terceira reacdo da via glicolitica
resultados, encontramos reducdo da PFK-1 nos animais infartados que receberam a
suplementacdo de vitamina D, o que indica reducdo na utilizacdo do substrato

energético. Portanto, alteragdes no metabolismo energético podem explicar, pelo
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menos em parte, os efeitos deletérios apresentados com a suplementagao de vitamina

D.

O sexto mecanismo que poderia explicar os efeitos deletérios da
suplementacdo de vitamina D refere-se ao estresse oxidativo. As espécies reativas
(ERs) podem ser formadas no coragao ou em outros tecidos por diversos mecanismos,
provenientes, por exemplo, do sistema xantina oxidase, NADPH oxidases, citocromo
P450, entre outros'?. Essas ERs podem interagir tanto na membrana celular quanto no
nucleo, afetando estruturas como DNA e RNA, o que pode induzir a danos celulares e
alteracdo na transcricdo de proteinas, podendo alterar a sintese de proteinas como
coldgeno, proliferacdo de fibroblastos, ativacdo de metaloproteinases, apoptose,

1'% 12 Existem evidéncias

hipertrofia de midcitos e expressao de genes do periodo feta
do papel do estresse oxidativo e das ERs no processo de remodelagdo cardiaca em
diferentes modelos de agressdo. Em modelos experimentais de infarto do miocardio e
de isquemia-reperfusdo j& foi demonstrado aumento de ERs com consequente

95, 96

estresse oxidativo . Em estudo realizado por Bolli et al, foi mostrada a associacdo

entre ERs e a disfuncdo contratil do musculo cardiaco ap6s periodos de isquemia®’.

Em situacdes normais, as células possuem sistemas antioxidantes para conter a
acumulacdo de ERs. Fazem parte desses complexos enzimas como catalase, glutationa
peroxidase e superdxido dismutase (SOD), além de antioxidantes ndo enzimaticos
como a vitamina E, vitamina C, beta caroteno e acido drico ** *. A SOD converte o
radical superéxido a perdxido de hidrogénio, e este, posteriormente é convertido em
agua pela catalase e glutationa peroxidase. Adicionalmente, fator importante na
sinalizacdo do estresse oxidativo é o fator nuclear eritréide 2, o Nrf-2. O Nrf-2 é um
fator presente no citoplasma celular que atua na resposta primaria a citotoxidade e ao
estresse oxidativo. Frente a agentes agressores, o Nrf-2 se dissocia da proteina Keap 1
e vai ao nucleo onde estimula a producdo de proteinas antioxidantes, uma vez que se
liga na regido promotora de genes-alvo e entdo codifica proteinas como glutationa,
glutationa peroxidase, glutationa S-transferase, NAD(P)H quinona-redutase-1,

99-101

hemeoxigenase-1, glutationa redutase e tioredoxina . Depois de ligar-se ao nucleo,

99, 102

ele volta ao citoplasma onde é degradada . De forma aguda, a ativacdo do Nrf-2 é

103, 104

benéfica , porém, estudo mostrou que sua ativacdo crbénica pode levar a
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cardiomiopatiams. Alguns estudos ja mostraram que a vitamina D pode controlar
sistemas responsdveis pela homeostase no balango oxidativo. A vitamina D pode atuar
nos tecidos como agente oxidante e também como antioxidante. Uma relagao foi
observada por Gonzdlez-Reimers et al em ratos com miopatia alcodlica entre a baixa
concentracdo de vitamina D e alteracbes de enzimas antioxidantes no tecido
muscular'®. Nossos resultados mostraram diminuicdo do Nrf-2 nos animais infartados,
porém, sem interacdo com o fator vitamina D. Por outro lado, o infarto aumentou a
atividade da superdxido dismutase, hidroperéxido de lipidio e reduziu a catalase, mas
ndao houve interacdao desse fator com a vitamina D. Portanto, o estresse oxidativo
provavelmente ndo explica os efeitos deletérios induzidos pela suplementacdo de
vitamina D.

Outro importante mecanismo envolvido no processo de remodelacdo cardiaca é a
morte celular. A apoptose ou morte celular programada, tem sido apontada como
possivel responsavel pelo desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca em coracdes
remodelados. A apoptose pode levar a célula a morte, independentemente do

processo inflamatdrio, diferente da necrose'®*%,

Importantes moduladores no
processo apoptético sio as caspases™®.

As caspases sao uma familia de enzimas efetoras da apoptose. Elas sdo proteases
de cisteina que seletivamente clivam as proteinas em locais da por¢ao C-terminal
destinados aos residuos de aspartato. As caspases tém alvos bem definidos nas células,
como proteinas da Idmina nuclear e citoesqueleto’®. No midcito, elas podem afetar de
formas diferentes proteinas citoplasmaticas e nucleares. Também atuam em proteinas
contrateis, podendo levar a declinio na fungdo sistdlica do ventriculo esquerdo™.
Outro fator a ser observado é que apesar de a apoptose nado levar diretamente a
fibrose do tecido, os espacos deixados pelas células mortas podem ser preenchidos
por fluido intersticial, seguido de fibrose?.

A caspase 3 é expressa nas células como precursor inativo, em duas subunidades,
e a forma madura é encontrada durante o processo de apoptose. Acredita-se que
caspase 3 seja o efetor final da apoptose, ja que ela é o participante comum das vias

. , , 11
intrinsecas e extrinsecas da apoptose'*?

. Outro fator importante é uma familia de
proteinas chamada Bcl-2, localizada nas mitocondrias, membranas nucleares e do

reticulo endoplasmatico. Possuem acdo antiapoptdtica por diversos mecanismos,
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entre eles, a inibicdo da caspase'™ e sua atividade é estimulada por fatores
apoptdticos'™.

A capacidade da vitamina D em induzir apoptose tem sido demonstrada em alguns
tipos de canceres como de mama, célon e prdstata. Os mecanismos ainda nao foram
esclarecidos, mas acredita-se que ela pode desencadear uma via ligada as

116

mitocondrias levando a morte celular——". Ela também pode reduzir a expressdao de

fatores antiapoptdticos, como a bcl-2 e/ou aumentar a de pré-apoptéticos, levando a

17 Estudo utilizando cultura de células tumorais uterinas, tratadas com

célula a morte
vitamina D por 48 horas, mostrou que a expressao da Bcl-2 diminuiu em contato com
essa vitamina™'®.

No nosso estudo encontramos nos animais infartados que receberam a
suplementacdo de vitamina D um aumento da expressdo de caspase 3 e diminuicdo da
bcl-2 em relagdo aos demais animais, o que sugere uma indugdao do processo de

apoptose. Portanto, podemos inferir que os efeitos deletérios da vitamina D apés o

infarto possam ter sido modulados pela inducdo da apoptose.
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Conclusao

Contrariamente a hipdtese inicial, podemos concluir que:

1. A suplementacao de vitamina D em ratos infartados intensifica o processo de
remodelagdo cardiaca.

2. A intensificacdo do processo de remodelagdo pode ser explicada pela
intensificacdo do processo de apoptose e pela diminuicdo da utilizacdo de
substrato energético pelo tecido cardiaco. Mas, nao por alteragdes do estresse

oxidativo, inflamacdo e cadeia pesada da miosina.
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