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Cada qual vê o que quer, pode ou consegue enxergar. 

"Porque eu sou do tamanho do que vejo. 

E não do tamanho da minha altura." 
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A frequência de hipovitaminose D é alta na população. A deficiência de vitamina D 

tem sido considerada problema de saúde pública no Brasil e no mundo. Além disso, a 

deficiência dessa vitamina está associada com o aumento do risco de várias doenças 

crônicas. Assim, está ocorrendo uso indiscriminado de vitamina D sem conhecer ao certo 

seus efeitos adversos. Estudos mostraram que essa vitamina é importante para o 

desenvolvimento e funcionamento adequado do coração. A deficiência de vitamina D 

provoca remodelação cardíaca enquanto que a suplementação de vitamina D, em modelos 

de agressão, atenua a remodelação. Porém pouco se sabe sobre sua influência no coração 

normal. O objetivo foi verificar se a suplementação com diferentes doses de vitamina D3 na 

dieta promove remodelação cardíaca com alterações na estrutura, na função, no 

metabolismo energético e nos moduladores inflamatórios do coração normal de ratos 

Wistar. Para isso foram utilizados 86 ratos machos, alocados em quatro grupos: Controle 

(C, n=21) recebeu dieta padrão; 3D (n=22), 5D (n=22) e 10D (n=21) receberam 3.000, 

5.000 e 10.000 UI de colicalciferol/kg de dieta respectivamente. Após dois meses foi 

realizada a pressão arterial caudal e o estudo ecocardiográfico. Os animais foram 

eutanasiados, o soro e o ventrículo esquerdo foram utilizados para análises bioquímicas. 

Para análise estatística foi realizado ANOVA de 1 via e pós teste de Tukey ou Kruskal 

Wallis e pós teste de Dunn. Para avaliar a resposta dose dependente foi utilizado o teste de 

tendência (correlação de Spearman). As concentrações séricos de cálcio e fósforo foram 

maiores no grupo 5D e 10D em relação ao C. A pressão caudal foi maior nos grupos 3D e 

10D em relação ao C e apresentou aumento dose dependente. A concentração sérica de 25 

(OH) D3 foi maior no grupo 5D em relação aos outros grupos e foi maior no grupo 10D 

em relação ao controle. Não houve diferenças em variáveis ecocardiográficas de morfologia 

e de função cardíaca. Em relação às enzimas do metabolismo energético cardíaco, a 

atividade  da  enzima β hidroxiacil Coenzima A desidrogenase foi menor  nos  grupos 5D e  
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10D em relação aos outros grupos e a atividade da enzima lactato desidrogenase foi menor 

no grupo 5D em relação ao grupo controle e foi maior no grupo 10D em relação aos 

outros grupos. A diminuição da atividade da β hidroxiacil Coenzima A desidrogenase foi 

dose dependente. Os mediadores inflamatórias TNF-α, INF-γ, IL-10 e ICAM-1 foram 

maiores no grupo 10D em relação aos outros grupos e o aumento desses mediadores 

inflamatórios foi dose dependente. Assim, podemos concluir que ratos normais 

suplementados com vitamina D3 não apresentam remodelação cardíaca, porém apresentam 

maiores valores de pressão sistólica, maiores valores de mediadores inflamatórios no 

coração e alteração na utilização de substrato energético cardíaco. A perpetuação desses 

achados pode acarretar alterações estruturais e funcionais no coração. A maior parte das 

alterações observadas é dose dependente. 
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Frequency of hypovitaminosis D in population is high and vitamin D deficiency has 

been considered a public health problem. Moreover, Vitamin D deficiency is associated 

with increased risk of many chronic diseases. Thus, it is widespread use of vitamin D 

without knowing its adverse effects. Studies have shown that this vitamin is important for 

cardiac development and functioning. Vitamin D deficiency results in cardiac remodeling 

and vitamin D supplementation in cardiac aggression models attenuates cardiac 

remodeling. However, influence of vitamin D supplementation in normal rats is not 

completed known. The aim of this study was to evaluate whether supplementation with 

vitamin D3 results in cardiac remodeling with changes in structure, function, energy 

metabolism and inflammatory mediators in the heart of normal rats. We used 86 male rats 

allocated into four groups: control (C, n = 11) received standard diet; 3D (n = 12), 5D (n = 

13) and 10D (n = 11) received 3000, 5000 and 10,000 IU of cholecalciferol / kg diet. After 

two months the animals were submitted to functional study, morphometric, and 

biochemical. For the statistical analysis was used the ANOVA test of variance 

complemented by Tukey, the test Kruskal Wallis complemented by Dunn. To evaluate the 

dose response was used the Spearman correlation. Serum calcium and phosphorus were 

higher in the 5D and 10D in relation to the group C. The blood pressure was higher in the 

groups 3D and 10D in relation to the group C. The increase in blood pressure was dose 

dependent. Serum 25 (OH) D3 was higher in the group 5D in relation to the other groups 

and it was higher in the group 10D in relation to the group C. There were no differences in 

echocardiographic variables of morphology and function. The activity of the enzyme β 

hydroxyacyl coenzyme A dehydrogenase was smaller in the groups 5D and 10D in relation 

to other groups. The decrease in activity of the enzyme β hydroxyacyl coenzyme A 

dehydrogenase was dose dependent. The activity of the enzyme lactate dehydrogenase was 

smaller in the group  5D  in relation to the group C and it was  higher  in the group 10D in 
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relation to the other groups. The inflammatory mediators TNF-α, INF-γ, IL-10 and 

ICAM-1 were higher in the 10D compared to other groups. The increase in inflammatory 

mediators was dose dependent Thus, we conclude that normal rats supplemented with 

vitamin D3 did not show cardiac remodeling, but have higher values of blood pressure, 

higher values of inflammatory mediators and changes in cardiac energy substrate utilization. 

The perpetuation of these findings may lead to structural and functional changes in the 

heart. Most of the observed changes are dose dependent. 
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Importância do estudo 

 

A vitamina D é bastante conhecida pela sua função no desenvolvimento e na 

manutenção do tecido ósseo, bem como pela manutenção da homeostase do cálcio e do 

fósforo. É bem estabelecido que a deficiência de vitamina D causa raquitismo e 

osteomalácia(1). Adicionalmente, estudos observacionais mostraram forte associação entre 

deficiência de vitamina D e aumento do risco de síndrome metabólica, neoplasias, doenças 

imunológicas, infecciosas e cardiovasculares(2-8).  

James (2008) relatou que um bilhão de indivíduos em todo mundo apresentam 

deficiência de vitamina D(9). Estudo realizado no estado de São Paulo mostrou prevalência de 

60% de hipovitaminose D em adolescentes saudáveis de 16 a 20 anos de idade moradores da 

zona rural(10). Estudo em idosos saudáveis moradores da cidade de São Paulo mostrou 

prevalência de hipovitaminose D de 43,8%(11). Em idosos institucionalizados a prevalência de 

hipovitaminose D foi de 71,2% na cidade de São Paulo(11) e de 85,7% no Rio Grande do 

Sul(12). Em pacientes ambulatoriais, com idade entre 14 e 91 anos, moradores de Belo 

Horizonte, a prevalência de hipovitaminose D foi de 42,4%(13). Pacientes internados em 

enfermarias de medicina interna em Porto Alegre, com média de idade de 59,8 anos, 

apresentaram prevalência de hipovitaminose D de 78%(14). Assim, a deficiência de vitamina 

D tem sido considerada, no Brasil e no mundo, problema de saúde pública(15).  

A possível explicação para esta situação é que a maioria dos habitantes de centros 

urbanos desenvolvidos não se expõe por tempo suficiente a luz solar para produzir 

quantidades adequadas de vitamina D(16). São lembrados o uso de protetores solar, a cor da 

pele e localização geográfica como determinantes da síntese de vitamina D2
(17-20). Além disso, 

a ocorrência natural desta vitamina nos alimentos é pequena e a suplementação de alimentos 

com esta vitamina não é feita de modo universal(1,16,21).  
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A ingestão diária de vitamina D recomendada pelo Ministério da Saúde (2010) é de 

400 UI, que deve ser iniciada com dois meses de vida até a adolescência, para prevenção de 

deficiência de vitamina D(22). Esta dose é suficiente para prevenir o aparecimento de 

raquitismo e osteomalácia(23). No entanto, alguns estudos mostraram que a dose de 400 

UI/dia não é suficiente para prevenir outras patologias(24-25). Adicionalmente, estudos 

epidemiológicos mostraram que doses maiores que 400 UI/dia estavam associadas com 

diminuição no aparecimento de alguns tipos de câncer(26) e de doenças auto-imunes(27-29), e 

melhora da saúde cardiovascular(30).  

O limite superior tolerável de ingestão diária de vitamina D, recentemente 

recomendado pelo Institute of Medicine (2010), é de 4.000 IU(31). Os efeitos a longo prazo 

da suplementação com doses acima de 4.000 UI por dia não são bem conhecidos, e os riscos 

não podem ser descartados, embora os efeitos adversos da suplementação de vitamina D 

sejam raros(32). Eles podem ocorrer principalmente por hipercalcemia aguda, que 

normalmente resulta de doses que excedem 10.000 UI por dia(33), ou por ação direta da 

vitamina D sobre os ossos, o fígado, o sistema nervoso central e o coração(34). Parfitt (1977) 

encontrou que consumo médio de 2.100 mg (84.000 UI)/dia de vitamina D durante 5 anos 

foi associado com função renal diminuída, nefrolitíase e nefrocalcinose. Esses eventos não 

foram associados com hipercalcemia nesses pacientes(35). 

A alta frequência de hipovitaminose D na população e a associação de sua deficiência 

com o aparecimento de doenças crônicas têm incentivado pesquisadores a recomendar 

maior exposição solar, fortificação alimentar e suplementação medicamentosa de vitamina 

D, tanto para pessoas com maior risco como para população em geral(10-11).  Entretanto, 

Rosen (2010), preocupado com o uso indiscriminado da vitamina D, acredita que ensaios 

clínicos controlados casualizados são necessários para avaliar os efeitos de diferentes doses 

de vitamina D sobre a saúde(32). 
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Vitamina D: metabolismo e função 

 

A vitamina D é um composto lipossolúvel cujas principais formas são a vitamina D2 

(ergocalciferol) e a vitamina D3 (colecalciferol)(36). Tanto a vitamina D2 como a vitamina D3 

podem ser adquiridas a partir da dieta, porém são poucos os alimentos que contêm 

quantidades substanciais destas vitaminas(1,16,). Dentre eles estão alguns tipos de peixes como, 

salmão, sardinha e atum, ovos, fígado bovino e óleo de fígado de bacalhau(37). Fontes 

alimentares respondem por apenas 10 a 20% da vitamina D necessária para seres humanos, 

sendo o restante obtido pela síntese cutânea e/ou uso de suplementos(4). 

O ergocalciferol é produzido por plantas e leveduras a partir do ergosterol, após 

exposição à radiação ultravioleta B(4). O colecalciferol é formado na pele, de humanos e de 

outros mamíferos, a partir do 7-diidroxicolesterol formando a pré vitamina D3 que é 

rapidamente convertida à vitamina D3. Esta reação ocorre sob exposição à radiação 

ultravioleta B de comprimento de onda entre 290 e 315 nm e é a maior fonte de vitamina D 

para o ser humano. Após a síntese cutânea, a vitamina D3 entra na circulação sanguínea e é 

transportada para o fígado, unida à proteína ligante da vitamina D. No fígado, a vitamina 

sintetizada na pele juntamente com a vitamina absorvida da dieta, sofre a primeira 

hidroxilação pela enzima 25-hidroxilase (CYP27A1), formando o 25 hidroxicolecalciferol [25 

(OH) D3], também chamado de calcifediol(38). Este metabólito entra novamente na circulação 

sanguínea e nos rins é metabolizado pela enzima 1α-hidroxilase (CYP27B1) formando o 1,25 

diidroxicolecalciferol [1,25 (OH)2 D3] também chamado de calcitriol(39-40). O calcitriol é a 

forma biologicamente ativa da vitamina D. Sua produção é controlada principalmente pela 

concentração sérica de paratormônio (PTH), de cálcio e de fósforo(41-42). A diminuição de 

cálcio sérico aumenta a concentração de PTH, o que estimula a síntese de calcitriol. Redução 

dos níveis de fósforo sérico também pode aumentar a produção de calcitriol(43-44). 
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O calcitriol atua nas células alvo ligando-se ao receptor de vitamina D (VDR). O 

VDR é membro da superfamília de receptores nucleares para hormônios esteróides(45). Ele 

age como fator de transcrição nuclear capaz de se ligar diretamente a regiões específicas do 

DNA(46). A ligação do 1,25 (OH)2 D3 ao VDR pode ocorrer no núcleo, no citoplasma ou na 

face interna da membrana celular externa(47). No núcleo das células, o calcitriol associado ao VDR se 

liga ao receptor rexinóide (RXR), formando heterodímeros. Este comlpexo liga-se à regiões 

promotoras de genes-alvo, canhecidas como elementos resposta de vitamina D, e interagem 

com proteínas nucleares desencadeando a ativação ou a desativação de genes(46,48). Estima-se 

que o VDR possa regular cerca de 3% do genoma humano(49). Esta via de ação da vitamina 

D é chamada de resposta genômica(46,48). 

Além do papel do 1,25 (OH)2 D3 na regulação da transcrição de genes,  estudos 

mostraram que algumas respostas biológicas ao calcitriol são mediadas por receptores de 

memebrana(50-51). Esses receptores são VDRs clássicos presentes na memebrana plasmática. 

A ligação do 1,25 (OH)2 D3 a esses receptores pode desencadear diversas respostas como: 

ativação da via da fosfolipase C(52), ativação da via da guanilato ciclase(53), ativação da via da 

fosfatidilinositol 3-quinase(54), ativação de AMP cíclico e MAP quinase(45), abertura de canais 

de cálcio e de cloro voltagem dependentes(55-56) e mobilização de cálcio do retículo 

sarcoplasmático(57). Esta ação da vitamina D é chamada de resposta rápida ou não 

genômica(50,58). 

Diversos tipos celulares expressam o VDR e, portanto, podem sofrer ação da 

vitamina D. Alguns tipos celulares expressam também a enzima 1 α-hidroxilase, tais como: 

neurônios, células musculares esqueléticas, adipócitos, células do sistema imune, entre outras. 

Essas células têm capacidade de formar 1,25 (OH)2 D3 e responder a ele com seus 

respectivos VDRs. Sendo assim, a vitamina D é um hormônio de ação parácrina, autócrina, e 

intrácrina(48,59-61).   
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Classicamente a ação da vitamina D é manter a homeostase do cálcio e do fósforo. 

Entretanto, esta vitamina possui também ações não clássicas agindo: no sistema renina 

angiotensina(62-64), na musculatura esquelética(65), no sistema nervoso(66) no sistema imune(67) e 

no coração(68-79). A vitamina D tem efeito imunomodulador importante. A identificação de 

VDR em células mononucleares do sangue periférico e a associação da deficiência de 

vitamina D com doenças auto-imunes despertou o interesse de pesquisadores sobre o papel 

da vitamina D como um regulador do sistema imunológico(71-72).  

 

Vitamina D e coração 

 

A vitamina D parece desempenhar papel importante na saúde cardiovascular. Vários 

estudos epidemiológicos mostraram forte associação entre o estado nutricional relacionado à 

vitamina D e eventos cardiovasculares como a hipertensão(73,74), insuficiência cardíaca(75), 

doença coronariana(76), infarto do miocárdio(8), aterosclerose e doença arterial periférica(77). 

Da mesma forma, alguns estudos mostraram que a suplementação de vitamina D diminuiu a 

pressão arterial(78-80), reduziu o risco de doença cardiovascular em pacientes renais crônicos(81), 

além de diminuir a hipertrofia cardíaca e melhorar a função ventricular(69,82). 

Esta vitamina pode agir de forma direta no coração, uma vez que células do músculo 

cardíaco expressam a enzima 1α-hidroxilase, tendo capacidade local para ativar vitamina D, e 

o VDR é amplamente distribuídos nessas células(60-61). De fato, estudos têm mostrado vários 

efeitos biológicos da vitamina D no coração. Diferentes estudos realizados com 

cardiomiócitos de ratos neonatais mostraram a participação desta vitamina na proliferação, 

maturação e expressão de proteínas importantes para o desenvolvimento cardíaco(68,83-84).  

Adicionalmente a estes estudos com cardiomiócitos neonatais, estudos com modelos 

de   deficiência    de   vitamina D    confirmaram    sua    importante    participação    para   o  
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funcionamento adequado do coração. Ratos mantidos com dieta deficiente em vitamina D 

apresentaram hipertrofia, fibrose com aumento de colágeno(85-86), alteração da contratilidade 

cardíaca(85,87) e do metabolismo energético cardíaco(88). 

Da mesma forma, estudos com diferentes modelos experimentais de agressão 

cardíaca e com suplementação vitamina D mostraram efeito cardioprotetor(69,89-93). Estudo 

com miócitos tratados com endotelina mostrou que a suplementação com o 1,25(OH)2D3 

preveniu o desenvolvimento de hipertrofia(89). Ratos submetidos à nefrectomia e 

suplementados com vitamina D apresentaram redução da hipertrofia e da fibrose cardíaca(92-

93). Em modelos de sobrecarga de pressão, ratos sensíveis a sal (Dahl salt-sensitive)(69) e ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR)(90-91) apresentaram diminuição da hipertrofia e da fibrose 

cardíaca e melhora da função ventricular com suplementação de vitamina D. Portanto, é 

possível observar que a vitamina D é importante para o desenvolvimento cardíaco e o bom 

funcionamento do coração. Sua deficiência causa remodelação cardíaca, enquanto a 

suplementação de vitamina D atenua o processo de remodelação cardíaca, decorrente de 

diferentes condições patológicas, exercendo efeito cardioprotetor. Entretanto, 

suplementação da vitamina D em estudos experimentais nem sempre geram resultados 

concordantes. Por exemplo, trabalho realizado com células da musculatura lisa vascular 

mostrou que as respostas à vitamina D dependem das condições em que essas células foram 

cultivadas. Quando elas se encontravam em estado quiescente, a vitamina D estimulava sua 

proliferação e potencializava a ação de outros fatores de crescimento. Porém, quando as 

células estavam em estado não quiescente, a vitamina D não estimulava a proliferação e 

inibia a ação de outros fatores de crescimento(94). 

Há poucos estudos analisando a importância da vitamina D no coração ou miócitos 

em condições normais, sem nenhum tipo de agressão. Nibbelink e colaboradores (2007) 

analisaram  o  efeito  do  tratamento  com  1,25 (OH)2 D3  em  linhagem celular de miócitos 



 

Introdução 25 

cardíacos adultos (HL-1). Os autores observaram a aumento do tamanho celular e alteração 

da morfologia dos cardiomiócitos de forma dose dependente. Além disso, o tratamento com 

1,25 (OH)2 D3 aumentou a expressão de miotropina e diminuiu a expressão do peptídio 

natriurético atrial e do proto oncogene c-myc(70). A miotropina participa do processo de 

hipertrofia cardíaca, estimulando a expressão de proteínas como o PNA e o proto oncogene 

c-myc(95-96). O PNA é usado como marcadores do estresse cardíaco e da hipertrofia cardíaca(97). Em outro 

estudo realizado com miócito cardíaco de rato adulto, os autores mostraram acelerada taxa 

relaxamento muscular cardíaco, de forma dose dependente, em resposta a administração 

aguda e crônica de 1,25 (OH)2 D3. Este achado pode ser importante fator para a manutenção 

ou melhora da função diastólica(98). Assim, adição de vitamina D em culturas de 

cardiomiócitos pode acarretar estímulo à hipertrofia e melhora da função cardíaca. 

A remodelação cardíaca é caracterizada por variações celulares, intersticiais, 

moleculares cardíacas, que vão se manifestar clinicamente por alterações no tamanho, na 

massa, na geometria e na função do coração em resposta a um estímulo(99). O processo de 

remodelação pode ocorrer em situações fisiológicas, tais como: o desenvolvimento normal 

do coração até a vida adulta, resposta ao exercício físico e à gravidez. Embora, esse termo 

seja mais utilizado para descrever alterações cardíacas patológicas(99-101). 

Em geral, na remodelação cardíaca fisiológica, as alterações cardíacas são hipertrofia 

sem aparecimento de fibrose e a função cardíaca permanece normal ou aumentada, o 

coração metaboliza mais ácidos graxos que glicose(102-103). Na remodelação cardíaca 

patológica, geralmente, as alterações cardíacas são hipertrofia com aparecimento de fibrose e 

a função cardíaca está diminuída, o coração metaboliza mais glicose que ácidos graxos(102,104-

105). 
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Suplementação de vitamina D na dieta para ratos 

  

Informações sobre as necessidades de vitamina D em ratos são limitadas. O 

colecalciferol é sintetizado na pele desses animais quando expostos à luz ultravioleta de 

comprimento de onda entre 280 e 320 nm(106). Na ausência de dados adicionais o National 

Research Council (1978) recomendou a quantidade de 1.000 UI de vitamina D/kg de dieta 

para ratos(107). No estudo realizado por Morris e colaboradores (1995), os animais para o 

estudo metabolismo e a contratilidade cardíaca, como grupo controle, foram suplementados 

com 3.000 UI/kg de dieta(108). Shepard e DeLuca (1980) mostraram que ratos suplementados 

com doses maiores que 1.000 UI de vitamina D3/dia (~30.000 UI/kg de dieta) começaram a 

apresentar sinais de toxicidade como diarréia, perda de peso, hipercalcemia e calcificação dos 

rins(109).  
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Pelo exposto acima é possível levantar a hipótese de que a suplementação com 

diferentes doses de vitamina D3 em ratos Wistar resulta em remodelação cardíaca com 

alterações na estrutura, na função, no metabolismo energético e nos mediadores 

inflamatórios do coração, e que essas alterações serão dose dependentes. 
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Os objetivos desse trabalho são: verificar se a suplementação com vitamina D3 

promove remodelação cardíaca com alterações na estrutura, na função, no metabolismo 

energético e nos mediadores inflamatórios do coração normal de ratos Wistar e se os efeitos 

encontrados são dose dependente.  
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Animais e delineamento experimental 

 

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética 

em Experimentação Animal de nossa instituição, estando em conformidade com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal. 

Foram utilizados 86 ratos Wistar machos pesando aproximadamente 200 g a 250 g 

acondicionados no Biotério do Departamento de Clínica Médica da Faculdade de Medicina – 

UNESP, Botucatu. Os animais foram expostos a ciclo claro-escuro de 12h, à temperatura 

ambiente de 25 ± 1ºC. Foram colocados em gaiolas individuais com livre acesso à água e a 

ingestão alimentar foi controlada diariamente. O peso corporal (PC) foi medido 

semanalmente. Os animais foram distribuídos em quatro grupos: 1) Grupo controle (C) – 

formado por 21 animais que receberam a dieta usual do laboratório; 2) Grupo 3D – formado 

por 22 animais que receberam suplementação de 3.000 UI de colecalciferol/kg de dieta; 3) 

Grupo 5D - formado por 22 animais que receberam suplementação de 5.000 UI de 

colecalciferol/kg de dieta; e 4) Grupo 10D – formado por 21 animais que receberam 

suplementação de 10.000 UI de colecalciferol/kg de dieta. Os animais foram observados por 

período de dois meses. A vitamina D utilizada foi colecalciferol D3 (Sigma St. Louis, MO, 

USA). 

  

Avaliação da pressão sistólica caudal  

 

A pressão sistólica caudal foi avaliada uma semana antes do término do estudo. O 

registro gráfico da pressão sistólica caudal foi realizado indiretamente por pletismografia de 

cauda. Foi utilizando polígrafo (Byo-Sistem PE 300, NARCO), sensor e 
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eletroesfigmomanômetro, Este método não permite avaliar a pressão diastólica. Os animais 

foram colocados em caixa aquecida a 40°C, durante cinco minutos, com a finalidade de 

produzir vasodilatação na artéria caudal. Após o aquecimento, ao animais foram transferidos 

para um cilindro que permite a exposição da cauda do animal onde foi acoplado o sensor e o 

manguito. O manguito foi insuflado até atingir pressão de 200 mmHg e, posteriormente, 

desinsuflado. As pulsações arteriais foram registradas em esfigmomanômetro Narco Bio-

System�, modelo 709-0610 (International Biomedical, USA). 

 

Estudo ecocardiográfico  

 

Após receberem as dietas durante dois meses, os ratos foram anestesiados com 

cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg) via intramuscular. Em 

seguida foi feita raspagem da pelagem no tórax dos animais, que prontos foram posicionados 

em decúbito lateral esquerdo para a realização do ecocardiograma. O ecocardiógrafo 

utilizado foi do modelo HDI-5000 SonoCT da Philips, equipado com transdutor eletrônico 

multifrequencial de 5,0-12 MHz. As estruturas cardíacas foram medidas em pelo menos 

cinco ciclos cardíacos consecutivos, obtendo-se a média aritmética em seguida(110) . 

A imagem da cavidade ventricular esquerda e da espessura da parede posterior (EPP) 

foram obtidas posicionando-se o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral, 

entre os músculos papilares. As imagens da aorta e do átrio esquerdo também foram obtidas 

na posição para-esternal eixo menor com cursor de modo-M passando pela valva aórtica. 

O diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo (DDVE) e a EPP foram medidos no 

momento correspondente ao seu diâmetro máximo. Já, o diâmetro sistólico do ventrículo 

esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excursão sistólica máxima de sua parede 

posterior.  
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As medidas do diâmetro do átrio esquerdo (AE) e da aorta (AO) foram realizadas, 

especificamente, no final da sístole e diástole ventricular. 

O diâmetro da via de saída do ventrículo esquerdo (VSVE) foi medido na posição 

paraesternal eixo maior, na sístole ventricular. 

Os fluxos diastólico transmitral e sistólico pela VSVE foram obtidos com o 

transdutor colocado nas posições apicais quatro a cinco câmaras, permitindo as medidas da 

onda E, onda A e velocidade máxima na VSVE. A freqüência cardíaca (FC) foi estimada 

pelo tempo entre dois batimentos cardíacos consecutivos. 

O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) medido corresponde ao tempo 

entre o final do fluxo sistólico pela VSVE e o início da fluxo diastólico transmitral.  

As outras variáveis foram derivadas das formulações descritas a seguir: 

� Massa do ventrículo esquerdo (MVE) = [1,04 x (DDVE + 2 x EPP)3 – 

(DDVE)3], em que 1,04 representa a gravidade específica do miocárdio     

� Índice de massa do ventrículo esquerdo (IMVE) = MVE/PC 

� Fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FE) = (DDVE3 - DSVE3)/ DDVE3 

� Porcentagem de encurtamento (Enc) = [(DDVE – DSVE)/ DDVE] x 100 

� Volume sistólico (VS) = [VTI x π x (VSVE/2)2], sendo VTI  a integral da 

velocidade/tempo do fluxo sistólico na VSVE  

� Débito cardíaco (DC) = VS x FC 

� Índice cardíaco (IC) = DC/PC 

Algumas variáveis ecocardiográficas e morfométricas foram normalizadas pelo peso 

corporal, pelo comprimento da tíbia(111) e pelo diâmetro da aorta. 
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Coleta de material biológico 

 

Após a realização do ecocardiograma, os animais foram eutanasiados com dose 

excessiva de pentobarbital sódico (50 mg/kg) e foram coletados sangue, coração, fígado e o 

pulmão. O sangue contido nos ventrículos foi coletado por punção. Em seguida foi 

centrifugado a 3.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O soro obtido foi congelado a -80°C para 

posterior dosagens de cálcio, fósforo e 25 (OH) D3. 

O fígado, o pulmão e o coração de cada animal foi colocado em soro fisiológico para 

retirada do sangue. Os ventrículos esquerdo (VE) e direito (VD), e os átrios (A) foram 

dissecados e pesados. Fragmentos do fígado e do pulmão também foram separados e 

pesados, correspondendo ao peso úmido. Em seguida, VD, A e fragmentos de fígado e de 

pulmão foram colocados em estufa a 80°C por 48 h. Após este período, foram novamente 

pesados, obtendo-se assim o peso seco, o que permitiu determinar o percentual da água 

desses tecidos por meio da fórmula: 

� Percentual de água = [(peso úmido – peso seco) x 100] / peso úmido 
 

O VE foi dividido sendo um fragmento fixado em solução de formol a 10% por 

período de 48 horas(112-113). O restante do VE foi guardado em freezer a -80°C para 

posteriores dosagens. 

 

Microscopia Óptica do Músculo Cardíaco 

 
 

Amostras do VE foram fixadas em solução de formol a 10% por período de 48 

horas, segundo relato prévio(112-113). Após fixação, o tecido foi incluso em blocos de parafina, 

obtendo-se,  a  seguir,  cortes  histológicos   coronais  de  quatro μm.  Os  cortes histológicos  
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foram corados em lâmina com solução Hematoxilina - Eosina (HE) para aferição de áreas da 

secção seccional transversa dos miócitos (ASM), empregando-se microscópio LEICA DM 

LS acoplado a câmera de vídeo, que envia imagens digitais a computador dotado de 

programa de análise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, 

USA). Foram mensuradas 50 a 70 células por ventrículo utilizando objetiva de 40 vezes. Os 

miócitos selecionados estavam seccionados transversalmente, apresentavam forma redonda, 

núcleo visível no centro da célula e localização na camada subendocárdica da parede 

muscular do VE. Este cuidado visou uniformizar ao máximo o conjunto de miócitos dos 

diferentes grupos. As áreas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas como 

indicador do tamanho celular. 

Lâminas com cortes histológicos coronais de seis μm e corados pela técnica de Picro 

Sirius red, específicos para visualização de colágeno, foram feitas para avaliação do interstício 

do miocárdio do VE. A leitura foi realizada utilizando-se microscópio LEICA DM LS 

acoplado a câmera de vídeo, que envia imagens digitais ao computador dotado de programa 

de análise de imagens Image Pro–plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). 

Foram analisados 30 a 40 campos por ventrículo utilizando objetiva de 40 vezes. Os campos 

escolhidos estavam afastados da região perivascular(112-113). 

 

Dosagem plasmática de 25 (OH) D3 

 

As concentrações de 25 (OH) D3 no plasma foram analisadas por cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC). O aparelho empregado foi cromatógrafo Waters 2695, com 

detector Waters 2996-fotodiodo. A análise foi feita por coluna C18 de fase reversa para 

todas   as   amostras.  A  fase  móvel   foi   composta   por   água    e   metanol   (85:15, v/v).  
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O comprimento do detector de onda ultravioleta (UV) será fixado em 265 nm e com fluxo 

de 0,5 ml/min. 

 A extração de 25 (OH) D3 foi feita em alíquotas de 500 �l de plasma.  O plasma foi 

colocado em tubo, adicionado 500 �l de metanol-isopropanol (90:10, v/v), e agitado em 

vórtex por 15 segundos. Em seguida, foi adicionado 1,5 ml de n-hexano, agitado em vórtex 

por 60 segundos e centrifugado a 3.000 rpm por 3 minutos, a 4�C. Foi coletado o 

sobrenadante, colocado em outro tubo e evaporado com fluxo de nitrogênio. As amostras 

foram redissolvidas em 125 �l de metanol. Foi injetado no HPLC 50 �l de amostra. Após 

corrida de 20 minutos, foi aguardado estabilização da coluna que foi lavada com metanol 

100% para leitura de nova amostra(114). 

 

Dosagem sérica de Cálcio e Fósforo 

 

O cálcio foi dosado no soro por meio da reação com arsenazo III, em pH neutro, 

formando um complexo cuja intensidade da cor é proporcional à quantidade de cálcio na 

amostra (teste kit Laborlab, Laborlab Produtos para Laboratório, SP, Brasil). A cor obtida 

foi medida a 600-650 nm em espectrofotômetro. 

 A dosagem de fósforo inorgânico foi realizada por método colorimétrico (teste kit 

Laborlab, Laborlab Produtos para Laboratório, SP, Brasil). O fosfato inorgânico presente no 

soro reage em meio ácido com molibdato e obtém-se o complexo fosfomolibdato, que é 

reduzido pelo ácido ascórbico a azul de molibdeno, desenvolvendo-se a cor em meio 

arsenito/citrato. O arsenito/citrato combina-se com o excesso de molibdato impedindo sua 

reação posterior com o fosfato liberado dos estéreis lábeis. A cor obtida foi medida entre 

620 e 650 nm. 
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Metabolismo Energético Cardíaco 

 

Para avaliação do metabolismo energético cardíaco foi medida a atividade das 

enzimas �-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (OHADH) e lactato desidrogenase (LDH). 

A atividade da OHADH (E.C.1.1.1.35.) foi determinada em meio contendo 

acetoacetil coenzima A e NADH(115). A oxidação do NADH foi determinada em 3 minutos, 

sendo realizadas leituras à 340 nm em intervalos de 1 minuto.  

A atividade da LDH (E.C. 1.1.1.27.) foi determinada no coração pela velocidade de 

oxidação do NADH, medida a 340 nm, tendo como substrato o piruvato(116). 

 

Mediadores inflamatórios 

 

Fragmentos congelados do VE (60 mg) foram homogeneizadas em aparelho 

Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA) com tampão de extração 

hipotônico (fosfato de potássio 50 mM pH 7,0; sucrose 0,3 M; ditiotreitol (DTT) 0,5 mM; 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM pH 8,0; fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,3 

nM; fluoreto de sódio (NaF) 10 mM; e inibidor de protease (0,1 mg/ml). O processo foi 

realizado três vezes durante 10 segundos a 4°C, com intervalos de 20 segundos. Em seguida, 

o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm, a 4°C, durante 20 minutos. A alíquota do 

sobrenadante foi utilizada para quantificação de proteína total, segundo o método de 

Bradford (1976), utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

como padrão(117). As concentrações do fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interferon-γ 

(INF-γ), interleucina-10 (IL-10) e molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) citocinas em 

homogeneizado  cardíaco  foram  avaliados  por  ELISA  de  acordo  com  as  instruções  do  

 



 

Material e Métodos 39 

fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA).  

 

Análise Estatística 

 

Os valores obtidos são apresentados como média ± erro padrão (para distribuição 

normal) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuição não normal). As comparações 

entre os grupos foram feitas por análise de variância (ANOVA) de uma via, complementadas 

com o teste de Tukey, quando os dados apresentaram distribuição normal. Quando os dados 

não apresentaram distribuição normal foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal Wallis 

complementado com o teste de Dunn. Para avaliar a resposta dose dependente foi utilizado 

o teste de tendência (correlação de Spearman). A associação entre as variáveis foi avaliada 

pelo teste de correlação de Pearson, quando as duas variáveis apresentavam distribuição 

normal, e teste de correlação de Spearman, quando uma ou as duas variáveis apresentavam 

distribuição não normal. 

Considerando-se que a concentração de cálcio sérico variou de 8,2 a 9,8 mg/dl, e 

devido ao fato de cálcio sérico influenciar na pressão arterial, foi realizado o teste de análise 

de covariância (ANCOVA).  Na ANCOVA, além dos grupos com diferentes doses de 

vitamina D, a covariável concentração de cálcio sérico foi acrescentada com a finalidade de 

ajustar os valores da pressão arterial de modo a anular a influência da diferença da 

oncentração de cálcio sérico. O nível de significância adotado para todos os testes foi de 5%.
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Mortalidade dos animais 

 

Em relação à mortalidade dos animais nos grupos experimentais houve a morte de 

quatro animais, dois pertencentes ao grupo controle e um ao grupo 3D e um ao grupo 5D. 

As mortes ocorreram imediatamente após a realização do estudo ecocardiográfico. 

 

Peso corporal, comprimento da tíbia e pressão sistólica caudal 

 

Os animais não apresentaram diferença significante entre os grupos em relação ao 

peso corporal inicial, peso corporal final e comprimento da tíbia (Tabela 1). 

Como apresentada na Figura 1, os grupos 3D e 10D apresentaram maior pressão 

sistólica caudal comparado ao grupo controle (C = 118 ± 2,49 mmHg; 3D = 131 ± 3,10 

mmHg; 5D = 123 ± 1,90 mmHg; 10D = 134 ± 3,54 mmHg; p < 0,001). A pressão 

sistólica caudal apresentou diferença entre os grupos quando normalizada pela 

concentração sérica de cálcio, por meio do teste da análise de covariância (C = 117 ± 5,9 

mmHg; 3D = 130 ± 4,5 mmHg; 5D = 122 ± 4,8 mmHg; 10D = 136 ± 4,8 mmHg; p = 

0,049) (Figura 2). 
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Figura 1. Pressão sistólica caudal. C: animais controle; 3D: animais tratados com vitamina 

D 3.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 5D: animais tratados com vitamina D 

5.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 10D: animais tratados com vitamina D 

10.000 UI de colicalciferol/kg de dieta. Letras diferentes indicam diferença 

significante. ANOVA de uma via, p < 0,001. 
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Figura 2. Pressão sistólica caudal ajustada para concentração sérica de cálcio. C: animais 

controle; 3D: animais tratados com vitamina D 3.000 UI de colicalciferol/kg de 

dieta; 5D: animais tratados com vitamina D 5.000 UI de colicalciferol/kg de 

dieta; 10D: animais tratados com vitamina D 10.000 UI de colicalciferol/kg de 

dieta. ANCOVA, p = 0,049 
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Variáveis relacionadas à vitamina D 

 

As variáveis relacionadas à vitamina D estão apresentadas na Tabela 2. Em relação 

ao consumo médio diário de ração não houve diferença significante entre os grupos. A 

mediana de ingestão diária de colecalciferol foi de 45,5 UI/dia para o grupo controle, 123 

UI/dia para o grupo 3D, 171 UI/dia para o grupo 5D e 290 UI/dia para o grupo 10D. A 

ingestão diária de colecalciferol foi estatisticamente diferente entre todos os grupos. 

Os grupos 5D e 10D apresentaram maiores concentrações séricas de cálcio e 

fósforo comparados ao grupo controle e este aumento foi dose dependente.  A 

concentração sérica de cálcio apresentou correlação positiva com a concentração sérica de 

fósforo (r = 0,58 e p < 0,001) (Figura 3). Entre concentração sérica de cálcio e pressão 

sistólica caudal não houve correlação (r = 0,05 e p = 0,77) (Figura 4). 

Em relação à concentração plasmática de 25 (OH) D3, o grupo 5D apresentou 

maiores valores de 25 (OH) D3 comparado aos demais grupos. O grupo 10D apresentou 

maiores concentrações de 25 (OH) D3 quando comparado ao controle e menores 

concentrações quando comparado ao grupo 5D. O aumento da concentração sérica de 25 

(OH) D3 foi dose dependente.  
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Figura 3. Correlação de Spearman entre concentração sérica de cálcio e concentração 

sérica de fósforo, p < 0,001 e r = 0,58. 
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Figura 4. Correlação de Pearson entre concentração sérica de cálcio e pressão sistólica 

caudal, p = 0,77 e r = 0,05. 
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Estudo ecocardiográfico 

 

Os dados relativos às análises ecocardiográficas estão apresentados nas Tabelas 3 e 

4. Considerando os dados morfológicos, não houve diferença estatisticamente significante 

nas variáveis. 

Para as variáveis de função sistólica e diastólica também não houve diferença 

estatisticamente significante ente os grupos. 
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Estudo morfométrico 

 

Os dados relativos às análises morfométricas estão apresentados na Tabela 5. Não 

foram observadas diferenças estatisticamente significantes para o peso do ventrículo 

esquerdo, peso do ventrículo direito e peso dos átrios, mesmo quando ajustado pelo 

comprimento da tíbia e pelo peso corporal dos animais. Quanto ao teor de água, não houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos para o teor de água no ventrículo 

direito, átrios, pulmão e fígado. 
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Microscopia óptica  

 

Os dados relativos à área seccional do cardiomiócito e porcentagem de colágeno 

estão apresentados na Tabela 6, não houve diferença estatisticamente significante entre os 

grupos. 
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Metabolismo Energético Cardíaco 

 

Os dados relativos às enzimas do metabolismo energético cardíaco estão apresentados 

na Tabela 7. A atividade da enzima β hidroxiacil Coenzima A desidrogenase foi menor nos 

grupos 5D e 10D em relação aos outros grupos (Figura 5). A atividade da enzima β 

hidroxiacil Coenzima A desidrogenase foi dose dependente. A atividade da enzima lactato 

desidrogenase foi menor no grupo 5D em relação ao grupo controle e foi maior no grupo 

10D em relação aos outros grupos (Figura 6).  



  
 

 
 

Re
su

lta
do

s 
57

 

   
   

   
 

          
  

  
  

  
  

  
T

a
b

e
la

 7
. E

nz
im

as
 d

o 
m

et
ab

ol
ism

o 
en

er
gé

tic
o 

ca
rd

íac
o 

 
     

  

  
  

 V
alo

re
s 

em
 m

éd
ia 

±
 d

es
vi

o 
pa

dr
ão

; n
: n

úm
er

o 
de

 ra
to

s; 
C:

 a
ni

m
ais

 c
on

tro
le

; 3
D

: a
ni

m
ais

 tr
at

ad
os

 c
om

 3
.0

00
 U

I 
de

 c
ol

ec
alc

ife
ro

l/
kg

 d
e 

di
et

a; 
5D

: a
ni

m
ai

s 
tra

ta
do

s c
om

 5
.0

00
 U

I d
e 

co
le

ca
lc

ife
ro

l/
kg

 d
e 

di
et

a; 
10

D
: a

ni
m

ais
 tr

at
ad

os
 c

om
 1

0.
00

0 
U

I d
e 

co
le

ca
lc

ife
ro

l/
kg

 d
e 

di
et

a; 
O

H
A

D
H

: β
-h

id
ro

xi
ac

il 
C

oe
nz

im
a 

A
 

de
sid

ro
ge

na
se

; L
D

H
: l

ac
ta

to
 d

es
id

ro
ge

na
se

. *
A

N
O

V
A

 d
e 

1 
vi

a 
e 

**
 C

or
re

laç
ão

 d
e 

Sp
ea

rm
an

 
  

   

V
a
ri

á
v
e
l 

C
 (

n
=

8
) 

3
D

 (
n

=
8
) 

5
D

 (
n

=
8
) 

10
D

 (
n

=
8
) 

p
*
 

r 
p

*
*
 

O
H

A
D

H
 

(n
m

ol
/m

g)
 

69
,9

 ±
 3

,8
3b

 
65

,8
 ±

 4
,6

4b
 

44
,7

 ±
 3

,2
7a

 
34

,4
 ±

 1
,8

2a
 

p 
<

 0
,0

01
 

-0
,0

85
 

p 
<

 0
,0

01
 

LD
H

  
(n

m
ol

/m
g)

 
22

0 
±

 6
,4

4c  
20

9 
±

 3
,5

5ac
 

19
9 

±
 4

,1
4a  

25
6 

±
 3

,4
0b  

p 
<

 0
,0

01
 

0,
33

 
0,

07
 



 

                                                                                                                         Resultados  58 

 

 

 

C 3D 5D 10D

O
H

A
D

H
 (

n
m

o
l/

m
g

 t
e
c
id

o
)

0

20

40

60

80

100

 

Figura 5. Atividade da enzima β-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase. C: animais 

controle; 3D: animais tratados com vitamina D 3.000 UI de colicalciferol/kg de 

dieta; 5D: animais tratados com vitamina D 5.000 UI de colicalciferol/kg de 

dieta; 10D: animais tratados com vitamina D 10.000 UI de colicalciferol/kg de 

dieta. Letras diferentes indicam diferença significante. ANOVA de uma via, p 

< 0,001. 
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Figura 6. Atividade da enzima lactato desidrogenase. C: animais controle; 3D: animais 

tratados com vitamina D 3.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 5D: animais 

tratados com vitamina D 5.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 10D: animais 

tratados com vitamina D 10.000 UI de colicalciferol/kg de dieta. Letras 

diferentes indicam diferença significante. ANOVA de uma via, p < 0,001.

b 

c 

ac 
a 



 

                                                                                                                         Resultados  60 

Mediadores inflamatórios 

 

Os dados relativos aos moduladores inflamatórios estão apresentados na Tabela 8. 

As citocinas inflamatórias, TNF-α e INF-γ foram maiores no grupo 10D em relação 

aos outros grupos. O aumento das citocinas inflamatórias foi dose dependente. 

A citocina antiinflamatória, IL-10 e a molécula de adesão também foram maiores no 

grupo 10D em relação aos outros grupo. O aumento da IL-10 e da ICAM-1 foi dose 

dependente. 
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Figura 7. Fator de necrose tumoral-α. C: animais controle; 3D: animais tratados com 

vitamina D 3.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 5D: animais tratados com 

vitamina D 5.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 10D: animais tratados com 

vitamina D 10.000 UI de colicalciferol/kg de dieta. Letras diferentes indicam 

diferença significante. ANOVA de uma via, p < 0,001. 
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Figura 8. Interferon-γ. C: animais controle; 3D: animais tratados com vitamina D 3.000 

UI de colicalciferol/kg de dieta; 5D: animais tratados com vitamina D 5.000 UI 

de colicalciferol/kg de dieta; 10D: animais tratados com vitamina D 10.000 UI 

de colicalciferol/kg de dieta. Letras diferentes indicam diferença significante. 

ANOVA de uma via, p < 0,001. 
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Figura 9. Interleucina-10. C: animais controle; 3D: animais tratados com vitamina D 3.000 

UI de colicalciferol/kg de dieta; 5D: animais tratados com vitamina D 5.000 UI 

de colicalciferol/kg de dieta; 10D: animais tratados com vitamina D 10.000 UI 

de colicalciferol/kg de dieta. Letras diferentes indicam diferença significante. 

ANOVA de uma via, p < 0,001. 

 

 

 

 

 

 

a 
a 

a 

b 



 

  Resultados 65 

 

 

 

 

C 3D 5D 10D

IC
A

M
-1

 (
p

g
/

m
g

 p
ro

té
in

a
)

0

40

60

80

100

120

140

160

180

 

Figura 10. Molécula de adesão intercelular-1. C: animais controle; 3D: animais tratados 

com vitamina D 3.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 5D: animais tratados 

com vitamina D 5.000 UI de colicalciferol/kg de dieta; 10D: animais tratados 

com vitamina D 10.000 UI de colicalciferol/kg de dieta. Letras diferentes 

indicam diferença significante. ANOVA de uma via, p < 0,001. 
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O objetivo deste trabalho foi verificar se a suplementação da dieta com vitamina 

D3 promoveria remodelação cardíaca causando alterações na estrutura, na função, no 

metabolismo energético e nos moduladores inflamatórios do coração normal de ratos, e se 

este efeito seria dose dependente. O conjunto de nossos resultados mostrou que ratos 

normais suplementados com vitamina D3 apresentaram maior concentração sérica de 

cálcio, maiores valores de pressão arterial, maiores valores de mediadores inflamatórios no 

coração e alterou a utilização de substrato energético cardíaco. A perpetuação destes 

achados pode acarretar alterações na estrutura e função cardíaca. 

O estado nutricional relativo à vitamina D é mensurado por meio da concentração 

sérica do metabólito 25 (OH) D3 e não pela forma biologicamente ativa da vitamina D 

(1,25 (OH)2 D3). O 1,25 (OH)2 D3 não é indicado para esse propósito devido às seguintes 

razões: 1) as concentrações séricas de 1,25 (OH)2 D3 são mantidas pelo organismo dentro 

de faixa normal; 2) as concentrações séricas de 25 (OH) D3 são aproximadamente cem 

vezes maiores que as de 1,25 (OH)2 D3; e 3) a meia-vida do 1,25 (OH)2 D3 é de 

aproximadamente seis horas, enquanto a do 25 (OH) D3, é de duas a três semanas(41-42,118-

121). 

Em nosso estudo os animais suplementados com vitamina D3 apresentaram 

aumento dose dependente das concentrações plasmáticas de 25 (OH) D3. No entanto, a 

concentração plasmática de 25 (OH) D3 foi menor no grupo suplementado com 10.000 UI 

diárias de vitamina D comparado ao grupo suplementado com 5.000 UI diárias de vitamina 

D. Estudo mostrou que o aumento da concentração sérica de 1,25 (OH)2 D3 aumentou a 

atividade e a expressão da enzima 24-hidroxilase de forma dose dependente(122). Esta 

enzima é rresponsável por transformar o metabólito 25 (OH) D3 em 24,25 (OH)2 D3. 

Sendo aasim, a menor concentração de 25 (OH) D3 encontrada nos animais do grupo 10D 

poderia ser explicada pela formação do metabólito 24,25 (OH)2 D3. 
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As concentrações séricas de fósforo e de cálcio foram maiores nos grupos 5D e 

10D em relação ao controle, sendo o aumento na concentração sérica destes minerais dose 

dependente. Embora tenha aumentado a concentração do cálcio sérico, o maior valor 

encontrado em média, no grupo 5D, está dentro dos limites de normocalcemia para ratos, 

encontrados na literatura(68,87,109,123). 

A vitamina D tem papel crucial na homeostasia do cálcio e do fósforo. O 1,25 

(OH)2 D3 estimula: a absorção intestinal de cálcio e de fósforo, a mobilização de cálcio dos 

ossos,  e a reabsorção renal de cálcio. Assim, a vitamina D mantem  a concentração  sérica 

de cálcio e de fósforo controladas(124).   

 

Hipertensão arterial 

 

A concentração de cálcio é dependente da ingestão deste nutriente e também da 

atuação de hormônios calcinotrópicos como a calcitonina e o hormônio paratireóide(125). 

Inadequada regulação desses hormônios e da vitamina D podem contribuir para a 

fisiopatologia da hipertensão(126). Estudos  mostraram que hipercalcemias agudas e crônicas 

são associadas com aumento dos valores da pressão arterial(127-129). 

Em nosso estudo, os animais suplementados com as doses de 3.000 e 10.000 UI 

diárias de vitamina D3 apresentaram maiores valores de pressão sistólica caudal. Mudanças 

na concentração de cálcio sérico podem afetar a pressão arterial por meio de mudança 

primária no débito cardíaco e/ou na resistência vascular periférica. Estudos in vitro 

mostraram que o cálcio aumenta contratilidade cardíaca, velocidade de encurtamento da 

fibra miocárdica e induz contração da musculatura lisa, aumentando débito cardíaco e 

resistência vascular periférica(130-131). Além disso, o cálcio regula a síntese e liberação de 

hormônios vasoconstritores(132-141) e melhora sua ação vascular(142-144). 
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As maiores concentrações séricas de cálcio encontradas no grupo 10D, em relação 

ao controle, poderiam explicar o aumento da pressão sistólica nesses animais. Porém, 

quando realizamos o teste estatístico correlação de Pearson, não encontramos associação 

entre as concentrações séricas de cálcio e pressão sistólica. Além disso, quando a pressão 

sistólica é ajustada pela concentração sérica de cálcio na análise de co-variância 

(ANCOVA), este ajuste não é estatisticamente significante, e os valores da pressão arterial 

entre os grupos continuam apresentando diferença significante. Este achado mostra que 

apenas as alterações nas concentrações séricas de cálcio não explicam as alterações na 

pressão sistólica. Além disso, estudo realizado por Haffner e colaboradores (2005) em 

ratos normais, tratados com 0,25 μg/kg de peso corporal por dia de calcitriol, 

apresentaram aumento da pressão arterial sem aumento nas concentrações séricas de 

cálcio(145). Outro mecanismo, seria o de alterações na função sistólica. Entretanto, estas 

variáveis não apresentaram diferença estatisticamente significante entre os grupos pelo 

ecocardiograma. Logo, pode estar ocorrendo o efeito direto da vitamina D3 sobre o 

vasculatura com repercussões sobre a pressão arterial. Alguns estudos experimentais 

mostraram o aumento da pressão arterial em ratos normais tratados com metabólito ativo 

da vitamina D(145-146). 

Sabe-se que a vitamina D exerce diferentes ações biológicas sobre os vasos. Uma 

das ações da vitamina D é a de regulador negativo do sistema renina angiotensina(147). Em 

pacientes hipertensos, ou com cardiopatias, ou com doença renal, e ou em animais de 

experimentação a exacerbação do sistema renina angiotensina faz com que se tenha 

elevação dos níveis pressóricos e retenção hídrica. A diminuição da síntese de renina pela 

vitamina D pode ocasionar o controle da pressão arterial(148-151). No presente estudo, não 

seria este o principal mecanismo de ação da vitamina D. O animal utilizado em nosso 

estudo  não  tem nenhum  motivo  para ter aumento  no  sistema renina angiotensina, e ao  

 



 

  Discussão 70 

contrário, observamos aumento dos valores da pressão arterial. 

Outra ação da vitamina D é agir sobre as células da musculatura lisa vascular 

(CMLV), e as células endoteliais(152-155). Estudos mostraram que a administração de 1,25 

(OH)2 D3 aumentou a reatividade vascular e  a força contrátil de grandes artérias(156-163). Além 

deste efeito, a vitamina D pode também aumentar a proliferação(156,161-163) e a migração de 

CMLV(164) e pode causar calcificação vascular(161,165-168). Assim, os maiores valores de pressão 

sistólica observados nos animais suplementados com 3.000 e 10.000 UI diárias de viatmina 

D podem ser resultado da atuação da vitamina D sobre a vasculatura, aumentando a pressão 

arterial nesses animais.  

 

Remodelação cardíaca 

 

Em nosso estudo, a suplementação com diferentes doses de vitamina D, não 

promoveu remodelação cardíaca. Não foram observadas alterações morfológicas e 

funcionais pelo ecocardiograma, nem alteração de fibrose avaliada histologicamente pela 

porcentagem de colágeno.  

A hipertensão arterial é causa de alterações estruturais cardíacas como hipertrofia 

ventricular esquerda e fibrose miocárdica(169). Esse processo de remodelação é heterogêneo 

e os eventos que ocorrem são dependentes do modelo, da gravidade da hipertensão e do 

tempo de estudo(170).  

Em ratos SHR, que apresentavam pressão sistólica média acima de 178 mmHg, foi 

possível observar hipertrofia ventricular esquerda após 13 semanas, porém o aumento da 

espessura da parede posterior e fibrose cardíaca só foram significantes após 52 semanas(171). 

Em nosso estudo, os animais que apresentaram maiores valores da pressão sistólica caudal, 

não apresentaram alterações de morfologia e função cardíaca nem de fibrose intersticial, o 
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que pode ser explicado pelos níveis não muito elevado de pressão arterial e o tempo em 

que esses animais ficaram expostos à suplementação de vitamina D. 

 

Metabolismo energético do coração 

 

A regulação do metabolismo cardíaco é complexa e esta associada a vários fatores, 

tais como, substratos provenientes do plasma, níveis hormonais, fluxo sanguíneo e 

fornecimento de nutrientes ao tecido(172). No coração normal os ácidos graxos são os 

substratos preferidos do miocárdio, contribuindo com 60 a 80% da energia para a síntese 

do trifosfato de adenosina (ATP). Em situações de estresse cardíaco, a glicose passa a ser a 

principal fonte de energia(103-105). Estudos em humanos e animais mostram que durante a 

remodelação cardíaca fisiológica, o coração metaboliza mais ácidos graxos, havendo 

aumento na expressão de genes cardíacos que codificam as enzimas da via da β-oxidação 

nas mitocôndrias(103-104). Enquanto que em situações patológicas, o coração passa a ter 

preferência em oxidar glicose e lactato, em vez dos ácidos graxos, mostrando características 

do metabolismo fetal(173-175). 

Em nosso estudo, animais do grupo 10D apresentaram menores valores da 

atividade da enzima  β-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase e aumento da atividade da 

enzima lactato desidrogenase em relação ao controle, mostrando mudança na utilização do 

substrato energético cardíaco compatível com situações patológicas. Tem sido observado 

que alterações dos substratos do metabolismo contribuem para disfunção do mecanismo 

de contração e remodelamento do ventrículo esquerdo(105). 
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Mediadores inflamatórios 

 

 Em nosso estudo, animais suplementados com a maior dose de vitamina D3 

apresentaram maiores valores de moduladores inflamatórios no tecido cardíaco. Houve 

aumento tanto das citocinas pró inflamatórias TNF-α e INF-γ, como da citocina 

antiinfalmatória IL-10, além de aumento na molécula de adesão intercelular 1. 

Foi observada em alguns estudos com pacientes com insuficiência cardíaca a 

elevação de citocinas pró e antiinflamatórias(176). Não é bem conhecido o papel deste 

aumento de citocinas pró e antiinflamatórias no coração(176). Por outro lado, a vitamina D 

tem ação no sistema imunológico(67) regulando a expressão de citocinas pró e 

antiinflamatórias(177). Assim, o encontro de aumento tanto das citocinas pró inflamatórias 

TNF-α e INF-γ, como da citocina antiinfalmatória IL-10 pode ser a resposta imuno 

modulatória da vitamina D no coração.  

Diferentes patologias cardíacas apresentaram aumento da expressão de citocinas em 

seu estágio inicial(178). Estudos mostraram que essas citocinas modulam as alterações 

estruturais e funcionais cardíacas que ocorrem nessas doenças, contribuindo para a 

remodelação cardíaca(179-181). As citocinas podem estimular: 1) a síntese de espécies reativas 

de oxigênio (ERO), 2) a degranulação de elastases e proteases, e 3) a liberação de 

metabólitos do ácido araquidônico e fatores ativadores de palquetas(182-185). As EROs 

podem participar como segundos mensageiros iniciando cascata de sinalização que induz 

hipertrofia celular e apoptose(186-187). Além disso, as citocinas diminuem o  desempenho 

ventricular esquerdo por meio da alteração da contratilidade miocárdica(188-190). 

Cronicamente, a persistência de valores altos de citocinas, promoveriam a ativação de 

metaloproteinases, que por sua vez modificariam a matriz intersticial e intensificariam o 

processo de remodelação cardíaca.  
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A observação do aumento da expressão de moléculas de adesão, entre elas a ICAM-

1, pode significar falência cardíaca(176). Esta molécula proporciona sinalização para auxiliar 

na infiltração de leucócitos no miocárdio(191-192). Assim, o encontro de maiores valores de 

ICAM-1 no coração de ratos suplementados com 10.000 UI de vitamina D pode ser 

representativo de inflamação vascular ou de processo específico de sinalização de lesão 

miocárdica(176,193). Sendo assim, o aumento destes mediadores inflamatórios e do ICAM-1 

no coração dos animais suplementados com vitamina D3 pode ocasionar efeitos deletérios 

no tecido cardíaco se persistirem os valores elevados. 

 

Em resumo, o encontro de alta frequência de hipovitaminose D na população e o 

conhecimento de que a deficiência desta vitamina está associada com o aparecimento de 

várias doenças crônicas e que a suplementação controla ou previne doenças. Sendo assim, 

está ocorrendo uso indiscriminado da vitamina D sem conhecer ao certo os efeitos 

adversos da vitamina D. Assim, no presente estudo, a suplementação com vitamina D 

causou alterações que se mantidas podem levar à remodelação cardíaca. Desta forma, 

outros experimentos de maior duração são necessários para elucidar se vitamina D causa 

remodelação no coração saudável. 
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Em conclusão, nosso trabalho mostrou que ratos normais suplementados com 

vitamina D3  não apresentam remodelação cardíaca, porém apresentam maiores valores de 

pressão sistólica, maiores valores de mediadores inflamatórios no coração e alteração na 

utilização de substrato energético cardíaco. A perpetuação desses achados podem acarretar 

alterações estruturais e funcionais no coração. A maior parte das alterações observadas são 

dose dependente. 
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