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FIGUEIREDO, A. M. Participagdo do fator de crescimento de fibroblastos-23 (FGF-23)
no estresse oxidativo, no metabolismo energético, alteracbes morfoldgicas e funcionais
cardiacas associadas a suplementacdo de vitamina D em ratos. 2020. 101 f. Tese
(doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
2020.

A deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D tem aumentado nos ultimos anos e tornou-se
problema mundial de saude publica. Além do raquitismo, a deficiéncia de vitamina D também
esta associada com maior risco de desenvolver cancer, doengas imunoldgicas e, inclusive,
doencas cardiovasculares. Estes fatores tém incentivado o uso indiscriminado da
suplementacédo de vitamina D na populacdo saudavel. Suplementacdo de vitamina D, em altas
doses, promove estresse oxidativo, inflamacdo, apoptose, altera 0 metabolismo energético,
morfologia e funcdo cardiaca. Adicionalmente, esta suplementagcdo aumenta a concentracdo
sérica de fdsforo, que pode estimular a liberacdo do fator de crescimento de fibroblasto-23
(FGF-23). Esta maior concentracdo sérica de FGF-23 pode estar associada a remodelacédo
cardiaca. Outros autores sugerem que a acao do FGF-23 no coracdo ocorre por meio da via de
sinalizacdo calcineurina/fator nuclear das células T ativadas (NFAT). Desta maneira, a menor
fosfatemia, promovida pelo uso de sevelamer, poderia atenuar as alteracGes cardiacas
provocadas pela suplementacdo de vitamina D. Assim, o objetivo deste trabalho € verificar se
o0 tratamento com sevelamer diminui a concentracdo de FGF-23 e, consequentemente, atenua
a remodelacdo cardiaca, decorrente da suplementacdo de vitamina colecalciferol, em altas
doses. Foram utilizados 169 ratos machos da raca Wistar alocados em seis grupos: 1) Grupo
controle alimentado com racdo padréo (C, n=27); 2) Grupo controle + 3% de sevelamer (C+S,
n=26); 3) Grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo (VitD 3, n=29); 4)
Grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo + 3% de sevelamer (VitD
3+S, n=29); 5) Grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racdo (VitD 10,
n=29); 6) Grupo suplementado com 10.000Ul de colecalciferol/kg de ragdo + 3% de
sevelamer (VitD 10+S, n=29). Apds quatro meses, 0s animais foram submetidos a dosagem
de fosforo urinario e avaliagdo ecocardiografica. Em seguida foram eutanasiados para coleta
de material bioldgico para realizacdo das analises histoldgicas, bioquimicas e moleculares. Os
dados foram apresentados em média + desvio ou erro padrdo. Para analise estatistica foi
utilizado o teste ANOVA de duas vias e, para avaliar resposta dose depentende da
suplementacéo de vitamina D, foi realizado o teste de Correlagdo de Spearman (corrigido por
Bonferroni). O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os animais suplementados com
colecalciferol apresentaram maior concentracdo sérica de calcio, fosforo e 25(0OH)Ds.
Adicionalmente, no miocardio destes animais, verificamos maior expressdo de proteina de
interacdo com a tioredoxina (TXNIP), menor atividade das enzimas antioxidantes (catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase), modificagbes no metabolismo energético e
alteracdes morfologicas (maior area seccional do miécito e porcentagem de colageno). Nos
animais que receberam adicéo de sevelamer observamos maior concentragéo serica de célcio,
menor concentragdo de FGF-23 e menor excrec¢do urinaria de fosforo. Também verificamos
maior expressdo de calcineurina, menor estresse oxidativo (menor concentracdo de
hidroperdxido de lipideo e maior catalase) e modificacdo no metabolismo energético no
miocardio destes animais. Além disso, 0s animais tratados com sevelamer apresentaram
alterac6es morfologicas (maior diametro diastolico do ventriculo esquerdo e maior indice de
massa do ventriculo esquerdo) e funcionais (menor tempo de desaceleracdo da onde E mitral)
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observadas no estudo ecocardiografico. Assim, podemos concluir que a suplementagdo com
colecalciferol promoveu, como esperado, alteragbes cardiacas morfoldgicas, além de
alteracbes no estresse oxidativo e no metabolismo energético. No entanto, 0 mecanismo
envolvido neste processo ndo foi via FGF-23 e calcineurina/NFAT. Além disso, o uso do
sevelamer, em ratos normofosfatémicos, promoveu alteracdes cardiacas morfologicas e
funcionais, além de modificar o metabolismo energético. O mecanismo envolvido neste
processo pode ter sido via calcineurina/NFAT.

Palavras-chave: vitamina D; fator de crescimento de fibroblasto-23; hiperfosfatemia;
remodelagdo cardiaca.
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FIGUEIREDO, A. M. Participation of fibroblast growth factor-23 (FGF-23) in oxidative
stress, energy metabolism, cardiac morphological and functional changes associated
with vitamin D supplementation in rats. 2020. 101 f. Thesis (doctoral) - Faculty of
Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2020.

Vitamin D deficiency/insufficiency has increased in recent years and has become a
worldwide public health problem. In addition to rickets, vitamin D deficiency is also
associated with increased risk of developing cancer, immune diseases and even cardiovascular
diseases. These factors have encouraged the indiscriminate use of vitamin D supplementation
in the healthy population. High-dose of vitamin D supplementation promotes oxidative stress,
inflammation, apoptosis, changes in energy metabolism, morphology and cardiac function. In
addition, this supplementation increases the serum phosphorus concentration which can
stimulate the release of fibroblast growth factor-23 (FGF-23). Higher serum concentration of
FGF-23 can be associated with cardiac remodeling. Other authors suggest that the action of
FGF-23 in heart occurs through the signaling pathway calcineurin/nuclear factor of activated
T cells (NFAT). Thus, decrease in phosphatemia, promoted by the use of sevelamer, can
attenuate the cardiac changes promoted by vitamin D supplementation. The aim of this study
is to verify whether treatment with sevelamer decreases the concentration of FGF-23 and,
consequently, attenuates cardiac remodeling, due to supplementation of cholecalciferol
vitamin, in high doses. 169 male Wistar rats were allocated in six groups: 1) Control group
fed standard chow (C, n=27); 2) Control group + 3% sevelamer (C+S, n=26); 3) Group
supplemented with 3,000 IU cholecalciferol/lkg of chow (VitD 3, n=29); 4) Group
supplemented with 3,000 IU cholecalciferol/kg of chow + 3% sevelamer (VitD 3+S, n=29); 5)
Group supplemented with 10,000 IU cholecalciferol/kg of chow (VitD 10, n=29); 6) Group
supplemented with 10,000 1U cholecalciferol/kg of chow + 3% sevelamer (VitD 10+S, n=29).
After four months, the animals were submitted to urinary phosphorus dosage and
echocardiographic were performed. Then, the animals were euthanized for collection of
biological material to histological, biochemical and molecular analyzes. The values are
presented as mean + SEM. For statistical analysis, the two-way ANOVA test was used and, to
assess dose response depending on vitamin D supplementation, Spearman's Correlation test
(corrected by Bonferroni) was performed. The level of significance adopted was 5%. The
animals supplemented with cholecalciferol showed a higher serum concentration of calcium,
phosphorus and 25(OH)Ds. In addition, in the myocardium of these animals, we verified a
higher expression of protein interacting with thioredoxin, less activity of antioxidant enzymes
(catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase), changes in energy metabolism
and morphological changes (larger sectional area of myocyte and percentage of collagen. In
animals treated with sevelamer, we observed a higher serum calcium concentration, lower
FGF-23 concentration and lower urinary phosphorus excretion. We also verified a higher
expression of calcineurin, lower oxidative stress (lower concentration of lipid hydroperoxide
and higher catalase) and changes in energy metabolism in the myocardium of these animals.
In addition, the animals that received sevelamer showed morphological alterations (higher
diastolic diameter of the left ventricle and mass index of the left ventricle) and functional
alterations (shorter deceleration time of the mitral E wave) observed in the echocardiographic
study. Thus, we concluded that supplementation with cholecalciferol promoted, as expected,
morphological cardiac changes, in addition to changes in oxidative stress and energy
metabolism. However, the mechanism involved in this process was not via FGF-23 and
calcineurin/NFAT. In addition, the use of sevelamer, in normophosphatemic rats, promoted
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morphological and functional cardiac alterations and, also, modified energy metabolism. The
mechanism involved in this process may have been via calcineurin/NFAT.

Keywords: vitamin D; fibroblast growth factor-23; hyperphosphatemia; cardiac remodeling.
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A vitamina D € composto lipossoluvel e apresenta duas principais formas: D,
(ergocalciferol) e a D3 (colecalciferol). A principal maneira de obter a vitamina D € por meio
da sintese cutanea, que produz apenas o colecalciferol *. Outra forma de obter a vitamina D é
por meio do seu consumo alimentar. Entretanto, as fontes alimentares fornecem somente de
10 a 20% da necessidade diéria para humanos. O ergocalciferol é de origem vegetal e esta
presente em plantas e cogumelos. J& o colecalciferol € de origem animal e encontra-se,
principalmente, na gema de ovo, em peixes (atum e sardinha), na carne de boi, no figado e
nos rins % 3. Em algumas situagdes é necessario suplementacdo de vitamina D, que também
pode ser realizada em suas duas formas *°. No entanto, no Brasil, é comum encontrarmos a
suplementacéo de colecalciferol ® 78,

Apds a sintese cutanea, ingestdo alimentar e/ou medicamentosa, a vitamina D é
transportada ao figado e metabolizada, formando o 25 hidroxivitamina D [25(OH)Dg].
Posteriormente, nos rins, a vitamina D é transformada em seu metabdlito mais ativo, o 1,25
diidroxivitamina D [1,25(0H),Ds] °. Por sua vez, o 1,25(0H),D3 pode atuar nas células alvo
por meio do receptor de vitamina D (VDR). Este receptor € membro da superfamilia de
receptores nucleares para hormonios esteréides e atua como fator de transcricdo nuclear ** *,
A vitamina D também pode agir por meio da via de ativacdo da proteina de interagdo com a
tiorredoxina (TXNIP) *2. A TXNIP se liga ao centro catalitico da tiorredoxina (Trx) reduzida,
por meio de pontes dissulfeto, formando um complexo estavel que bloqueia a ligagdo da Trx
com outras substancias, diminuindo sua atividade redutora *3. O complexo TXNIP/Trx, além
de exercer importante funcdo antioxidante, também regula diferentes vias de sinalizacgéo,
como: anti-apoptéticas, anti-inflamatérias e modula o metabolismo energético 4 *°.

Como a sintese de vitamina D ocorre, principalmente, por meio da exposi¢do da pele
aos raios solares, sua deficiéncia aumentou e se tornou problema mundial de satide publica *°.
Além do raquitismo, a deficiéncia de vitamina D esta associada ao maior risco de desenvolver
cancer, doencas imunoldgicas e doencas cardiovasculares X % Em estudo experimental,
apos quatro meses de deficiéncia de vitamina D, os autores verificaram alteragdes cardiacas
como hipertrofia ventricular esquerda e disfuncéo sistélica *’. Neste contexto, atualmente é
comum encontrarmos, na populagdo saudavel, situacbes de eventos adversos e consumo de
doses toxicas de suplementacdo de vitamina D %. Adicionalmente, suplementacéo
medicamentosa de vitamina D é de facil acesso a populacdo e estd associada, de forma

equivocada, que quanto maior a suplementagdo desta vitamina, maior serd seu efeito
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milagroso %. Além disso, a maior concentracéo sérica de vitamina D também est4 associada
ao maior risco de mortalidade e de eventos cardiovasculares ** %, Estudos experimentais
verificaram que a suplementacdo de colecalciferol em altas doses, porém néo
hipercalcémicas, teve efeito cardiovascular prejudicial %> ?*. Adicionalmente, em estudo
anterior realizado em nosso laboratorio, a suplementacdo com colecalciferol em ratos
saudaveis, por dois meses, promoveu maior estresse oxidativo no miocardio [maior
concentracdo de hidroperoxido de lipideo (HL), menor atividade das enzimas superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)]. Neste estudo também verificamos
modificagcGes importantes no metabolismo energético do miocéardio destes animais, como:
menor oxidacdo de &cidos graxos como substrato energético, maior uso da glicose e menor
atividade da citrato sintase e complexo 11 2. Quando esta suplementacdo foi realizada por
quatro meses, observamos hipertrofia cardiaca e disfuncéo diastélica 2°.

Portanto, no coragdo, a vitamina D exerce curva "dose-resposta” bifésica, ou seja,
menores e maiores concentragfes sericas de 25(0OH)D; estdo associados a maior risco de
desenvolver doencas cardiovasculares 2. Estas alteragdes cardiacas sdo desencadeadas por
alguma agressdo ao coracdo que promove alteracbes celulares, intersticiais e moleculares,
denominadas remodelacdo cardiaca. Inicialmente, as alteracbes morfoldgicas sdo importantes
para a manutencdo da funcdo cardiaca. No entanto, cronicamente essas alteragdes podem
modificar a forma, a geometria e a massa cardiaca, promovendo disfuncdo diastdlica e/ou
sistolica *® ?’. Entre as alteragdes celulares e moleculares que ocorrem no processo de
remodelacdo cardiaca estdo o estresse oxidativo, a inflamacéo, a apoptose, e alteracdes no
metabolismo energético cardiaco, as quais podem progredir com hipertrofia e disfuncédo
ventricular 24282

A vitamina D atua na homeostase da concentracdo sérica de calcio e fosforo por meio
de 6rgdos com o intestino, rins e 0ssos. No intestino, esta vitamina pode aumentar a absorcao
destes eletrélitos por mecanismos genémicos e ndo gendmicos % *%*2, Nos rins, ela pode agir

na reabsorgdo de célcio e fosforo nos tubulos renais ****

35; 36

e Nos 0Ss0s, pode atuar por meio da
mineralizacdo éssea Em estudo anterior realizado em nosso laboratorio, animais
suplementados com colecalciferol apresentaram maiores concentracdes séricas de fosforo 23,
Nestas situacOes de hiperfosfatemia, ha consequencias para metabolismo mineral e 0sseo,
como: hiperplasia na paratireoide, maior rigidez arterial periférica, maior calcificagio

vascular, alem de maior risco de doencas cardiovasculares, de infeccBes, maior taxa de
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fragilidade do osso e maior risco de mortalidade *" . Neste contexto, um dos principais
hormdnios que contribuem para regular a homeostase do fosforo é o fator de crescimento de
fibroblasto-23 (FGF-23) (Figura 1) *°.

Figura 1. Reguladores de Fosforo.

.f.
Hueso

FGF23

o,
| Glandula paratirpides

PTH —_—* Vitamina D

- ey . -

Fonte: Donate-Correa, et al., 2013 40

Os principais reguladores de fésforo sdo: fator de crescimento de fibroblasto-23 (FGF-23), vitamina D e
paratorménio (PTH). Quando a concentragdo sérica de fésforo aumenta, 0 FGF-23 também aumenta para
realizar sua acéo fosfatlrica e regular a concentracéo de fosforo. Além disso, FGF-23 suprime a concentracgao de
vitamina D de forma direta e indireta (suprimindo a concentragdo de PTH). Por sua vez, concentracdo de
vitamina D e do PTH aumentam a concentracdo de FGF-23. O PTH aumenta a concentragdo de vitamina D e
esta suprime a concentracdo de PTH. Desta maneira, conseguimos observar a complexidade destes mecanismos
e seus feedbacks negativos e positivos.

O FGF-23 foi recentemente descoberto, sendo secretado principalmente pelos

ostedcitos e osteoblastos *% 42

. Este hormonio contém 251 aminoacidos e pertence ao
subgrupo de FGFs enddcrinos, ou seja, ele pode atuar na circulacdo sistémica por meio de um
de seus quatro receptores da familia dos FGF (FGFRs) . O FGF-23 exerce como funcio:

regular a homeostase de fosforo, o metabolismo da vitamina D e a mineralizacio 6ssea *®

*_ Especificamente, ele induz a excrecdo urinaria de fésforo, inibe a formacdo de
1,25(0H),Ds, e suprime a sintese de paratorméonio (PTH) %6, A maior concentragdo sérica
de FGF-23 pode ocorrer em resposta a diferentes situacdes, como: aumento do 1,25(0OH),D3;
sérico, elevada concentracdo de fésforo extracelular e/ou na dieta, na remodelagéo cardiaca,
na fibrose cardiaca, dentre outras *"#% 4% °%:3! Este aumento da concentracdo sérica de FGF-
23 esta associado a maior frequéncia de eventos cardiovasculares, ndo apenas em pacientes

com doenca renal, mas também em pacientes com funcdo renal preservada % ** . Desta
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maneira, FGF-23 pode ter efeitos adicionais sobre o coracdo e pode estar relacionado a
hipercalcemia e contratilidade cardiaca *°.

Como ilustrado na figura 2, para que o FGF-23 exerca seu efeito fosfaturico é
necessario que se ligue a um dos FGFRs °® . Nesta ligagdo atuam como co-receptores 0s
proteoglicanos heparan-sulfato e a proteina Klotho. Esta proteina € expressa, principalmente,
nos tibulos proximais renais, glandula paratireoide e no plexo coréide do cérebro *. No
entanto, no coragdo ndo se encontrou a expressdo de Klotho ** ®°. Desta maneira, outros
autores sugerem que o FGF-23 promove sua acdo no cora¢ao por meio da via de sinalizacdo
calcineurina/ fator nuclear de células T ativadas (NFAT) °%°2 Nesta via de sinalizacéo, a
calcineurina desfosforila o fator de transcricdo NFAT presente no citoplasma e promove sua
translocacdo para o nucleo celular. No nucleo, ele se liga ao DNA e aumenta a transcricdo
génica, aléem de interagir com o fator de transcricio GATA-4. Este fator de transcri¢do é
regulador chave de genes cardiacos, que estdo relacionados a remodelacdo cardiaca e,

consequentemente, associados & insuficiéncia cardiaca °* ®.

Figura 2. Vias de sinalizacdo do FGF-23 em células-alvo, acdo classica e no

cardiomidcito.

Kidney, Heart
parathyroid

Klotho

!

Ras Calcineurin
MAPK NFAT
Genes regulating mineral Genes regulating cardiac
metabolism remodeling
Phosphorus balance LVH

Fonte: Faul, 2012 °

Esquerda: Nas glandulas renais e na paratireoide, a sinalizacdo do fator de crescimento de fibroblasto-
23 (FGF-23) ocorre por meio dos receptores da familia dos FGF (FGFRs) e do co-receptor Klotho. A ligagao de
FGF-23/ Klotho ao FGFR estimula a autofosforilagdo do receptor tirosina-quinase e induz a sinalizacéo,
principalmente, da via das proteinas do sarcoma virus (RAS) e das proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK). Assim, ocorre maior expressdo de genes que regulam o metabolismo mineral e, consequentemente,
regulam a homeostase de fésforo.
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Direita: No coracdo, FGF-23 se liga a0 FGFR e estimula a via de sinalizagdo indepentente de Klotho,
levando em conta que esta proteina ndo esta expressa nos cardiomiécitos. Nesta via, encontra-se calcineurina e
fator nuclear de células T ativadas (NFAT). Calcineurina/NFAT aumentam a expressdo de genes que regulam a
remodelacdo cardiaca e promovem hipertrofia do ventriculo esquerdo.

Neste contexto, tanto a suplementacdo de vitamina D como a elevada concentracéo de
fosforo na dieta promovem maior concentracéo sérica de FGF-23 *7 %, A restricdo de fosforo
na dieta € uma pratica dificil, devido ao seu elevado consumo nas dietas ocidentais. Assim,
pacientes que necessitam desta restricdo fazem uso de inibidores de absorcdo de fosforo.
Dentre estes inibidores, tem-se utilizado o sevelamer. Este medicamento é polimero catiénico
(polialilamina-hidroclorada), exerce sua fungdo sem que seja absorvido pelo organismo, além
de ser livre de aluminio e calcio ° ®. O sevelamer é composto por mdaltiplas aminas
espacadas por moléculas de carbono que, no intestino, interagem com moléculas de anion
fosfato, inibindo sua absorcdo e promovendo sua excrecdo fecal ®. Em apenas 5% dos
pacientes que fazem uso do sevelamer foi possivel observar reacdes adversas como: vomitos,
nausea, diarreia, dispepsia, dor abdominal, flatuléncia e constipacdo *° Adicionalmente, o
tratamento com sevelamer foi benéfico em marcadores de calcificacdo coronaria e adrtica. Em
tratamento de longo prazo, o uso de sevelamer promoveu redugdes sustentadas no fésforo

sérico e na relagdo Ca x P, além de menor concentracéo sérica de FGF-23 e de PTH "% ™% 72,
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A suplementacdo com colecalciferol por 4 meses promoveu alteracdes cardiacas
morfoldgicas, além de alteracbes no estresse oxidativo e no metabolismo energético. No
entanto, o mecanismo envolvido neste processo de remodelacdo cardiaca ndo foi via
hiperfostatemia, FGF-23 e calcineurina/NFAT miocardica. Adicionalmente, o uso do
sevelamer em ratos normofosfatémicos, promoveu alteracdes cardiacas morfoldgicas e
funcionais, além de modificar o metabolismo energético. Possivel mecanismo seria via

calcineurina.
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