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Resumo

SANTOS, P. P. Influéncia da Suplementagio da Ragido com diferentes Doses de Vitamina
D sobre a Proteina de Interagao com a Tiorredoxina (TXNIP) no Coragdo e suas Vias de
Sinalizagdo. 2015. 108 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

A deficiéncia de vitamina D (VitD) tem aumentado nos ultimos anos, tornando-se um problema
de saude publica. Adicionalmente, a deficiéncia de VitD esta associada com o aumento do risco
de desenvolvimento de varias doencas cronicas, inclusive cardiovasculares. Esses fatores tém
incentivado o uso indiscriminado dessa vitamina, sem conhecer ao certo as alteracdes decorrentes
da suplementagdo de diferentes doses. Estudos tém mostrado que a VitD é importante para o
desenvolvimento e funcionamento cardiaco, entretanto pode ter efeito cardiovascular prejudicial,
mesmo em doses consideradas nio toxicas. A VitD atua nas células alvo ligando-se ao receptor
de VitD (VDR). Adicionalmente, foi identificada a Proteina de Interacdo com a Tiorredoxina
(TXNIP) cuja expressiao ¢ regulada positivamente pela VitD. Esta proteina participa da regulagio
de varias vias de sinalizagdao celular (balanco redox, apoptose, inflama¢ao, crescimento celular,
metabolismo energético) que podem ser importantes para o processo de remodelagao cardiaca. O
objetivo deste estudo foi avaliar se suplementacdo em excesso, mas em doses nao toxicas, de
VitD na racdo por 2 meses resulta em altera¢do da expressio protéica TXNIP, remodelacio
cardiaca com aparecimento de estresse oxidativo, apoptose e alteragdes de mediadores
inflamatorios e metabolismo energético, e se com o aumento do tempo de suplementagao de
VitD (por 4 meses) ocorre alteragdes na morfologia e fungdo do coragao. Para isso, foram
realizados o Experimento 1: utilizados 64 ratos machos, alocados em 3 grupos - Controle (C,
n=21) recebeu rag¢io padrio; VD3 (n=22) e VD10 (n=21) receberam 3.000 e 10.000 UI de
colecalciferol/kg de ragao respectivamente, por 2 meses; ¢ o Experimento 2: utilizados 46 ratos
machos, alocados em 3 grupos: Controle (C-4, n=14) recebeu ragdo padrio; VD3-4 (n=106) e
VD10-4 (n=14) receberam 3.000 e 10.000 UI de colecalciferol/kg de racio tespectivamente, por
4 meses . Apos 2 e 4 meses foi realizado o estudo ecocardiografico e posteriormente os animais
foram eutanasiados. O soro e o ventriculo esquerdo dos animais de 2 meses foram utilizados para
analises bioquimicas. Para analise estatistica foi realizado ANOVA de 1 via e p6s teste de Tukey
ou Kruskal Wallis e pos teste de Dunn. Para avaliar a resposta dose dependente foi utilizado teste
de tendéncia. Para o experimento 1 a expressdao protéica da TXNIP foi maior no grupo VD10
comparado ao C e seu aumento foi dose dependente, por outro lado a atividade da tiorredoxina
foi menor no grupo VD10 comparado ao C, sendo sua diminui¢ao dose dependente. Os animais
suplementados com colecalciferol apresentaram aumento do estresse oxidativo, caracterizado
pela diminuicao da atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase e da glutationa
peroxidase e aumento do hidroperoxido de lipidio. As alteragdes observadas para os marcadores
de estresse oxidativo foram dose dependente. No entanto, nao houve altera¢do na expressiao
protéica do fator nuclear eritréide-2 nem das enzimas reguladas por ele, glutationa peroxidase-1 e
heme oxigenase-1. Para os marcadores de apoptose, houve aumento da expressao protéica
caspase-3-clivada no grupo VD10 comparado ao VD3 e diminui¢do da expressio protéica da Bcl-
2 no grupo VD10 comparado ao C. A diminui¢ao da Bcl-2 foi dose dependente. Os mediadores
inflamatorios fator de necrose tumoral-a, interferon-y, interleucina-10 e molécula de adesao
intercelular-1 foram maiores no grupo VD10 comparado ao C. O aumento dos mediadores
inflamatérios foi dose dependente. Com relagdo ao metabolismo energético cardfaco houve



diminui¢cido da B-oxidacio de 4acidos graxos, do ciclo do citrato e da cadeia respiratoria
mitocondrial. Por outro lado, houve aumento da via glicolitica e do metabolismo anaerébio.
Apesar de todas essas alteracdes metabolicas e moleculares, nio houve mudan¢a na morfologia,
nem disfungao cardfaca, avaliada pelo ecocardiograma, nos animais suplementados por 2 meses.
Entretanto, com o aumento do tempo de suplementagao (suplementa¢ao de colecalciferol por 4
meses), houve hipertrofia cardfaca com aumento da espessura da parede posterior e da espessura
relativa da parede posterior, de maneira dose dependente, e disfun¢io diastolica caracterizada por
aumento dose dependente do diametro e do volume do atrio esquerdo, além de altera¢io do
tempo de desaceleracao da onda E. Além das alteragoes do lado esquerdo do coragio, os animais
suplementados com colecalciferol, apresentaram hipertrofia e disfungdo do ventriculo direito.
Assim, podemos concluir que a suplementacio de VitD leva a remodelagao cardiaca com
aparecimento de estresse oxidativo, diminui¢do de marcadores anti-apoptoéticos, aumento de
mediadores inflamatorios e alteracao do metabolismo energéticos cardfaco e que, com o aumento
do tempo de suplementacao, ocorre hipertrofia cardiaca e disfuncdo diastélica. As mudangas
observadas nas proteinas TXNIP e Trx podem ser o mecanismo envolvido nessas alteragoes.

Palavras-chave:vitamina D; proteina de interagdo com a tiorredoxina; remodelagdo cardfaca;

estresse oxidativo; rato.
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Abstract

SANTOS, P. P. Influence of Chow Supplementation with Different Vitamin D Doses on
the Thioredoxin-interacting protein (TXNIP) in the heart and its signaling pathways.
2015. 108 f. Thesis (Doctoral) — Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2015.

Vitamin D (VitD) deficiency has increased in recent years, becoming a public health problem.
Additionally, VitD deficiency is associated with increased risk of chronic diseases developing,
including cardiovascular diseases. These factors have encouraged the widespread use of this
vitamin, without knowing well the alterations of different supplementation doses. Studies have
shown that VitD is important for the cardiac development and function, however this vitamin
can presented adverse cardiovascular effects, even at non-toxic doses. VitD acts in the target cells
by binding to VitD receptor (VDR). Additionally, the thioredoxin-interacting protein (TXNIP)
was identified and it expression is up-regulated by VitD. This protein acts in the regulation of
signaling pathways (redox balance, apoptosis, inflammation, cell growth, metabolism energy)
which can participate of the cardiac remodeling process. The aim of this study was to evaluate
whether excess VitD supplementation, but in nontoxic doses, in the chow for 2 months results in
change of TXNIP expression, cardiac remodeling with oxidative stress, apoptosis and alterations
of inflammatory mediators and energy metabolism and whether, the supplementation increased
time (for 4 months) leads to changes in cardiac structure and function. Experiment 1: 64 male
rats was used and was divided into 3 groups - control (C, n = 21) received standard chow; VD3
(n = 22) and VD10 (n = 21) received 3,000 and 10,000 IU of cholecalciferol / kg of chow
respectively, for 2 months; and Experiment 2: 46 male rats was used and was divided into 3
groups - control (C-4, n = 14) received standard chow; VD3-4 (n = 16) and VD10-4 (n = 14)
received 3,000 and 10,000 1U of cholecalciferol / kg of chow respectively, for 4 months. After 2
and 4 months was performed echocardiography and after the animals were euthanized. The
serum and the left ventricle of experiment 1 animals were used for biochemical analyzes.
Statistical analysis was performed by one way ANOVA and Tukey post test or Kruskal-Wallis
and Dunn post test. The dose dependent response was analyzed by trend test. For experiment 1
TXNIP protein expression was higher in VD10 group compared to the C and this increase was
dose-dependent, on the other hand, the thioredoxin activity was lower in VD10 group compared
to C. The thioredoxin activity decreased in dose-dependent manner. The animals supplemented
with cholecalciferol showed increase of oxidative stress, characterized by decreased in
antioxidants enzymes activity superoxide dismutase and glutathione peroxidase and increased
lipid hydroperoxide. The changes observed for oxidative stress were dose-dependent. However,
there was no change in the protein expression of nuclear factor-erythroid 2-related factor-2
(Nrf2) and of enzymes glutathione peroxidase 1 and heme oxygenase 1. For the apoptosis, was
observed increase in the protein expression of cleaved caspase-3 in VD10 group compared to the
VD3 group and was observed decrease in the protein expression of Bcl-2 in VD10 group
compared to C. The decrease of Bcl-2 was dose-dependent. The inflammatory mediator tumor
necrosis factor-a, interferon-y, interleukin-10 and intercellular adhesion molecule-1 were higher
in the VD10 group compared to C. The increase in the inflaimmatory mediators was dose-
dependent. In relation to cardiac energy metabolism there was decreased the B-oxidation of fatty
acids, citrate cycle and the mitochondrial respiratory chain. On the other hand, the glycolytic
pathway and anaerobic metabolism was increased. Despite these metabolic and moleculars



alterations, there was no change in the cardiac structure function, assessed by echocardiography,
in the animals supplemented by two months. However, with supplementation increased time, (for
4 months), there was cardiac hypertrophy with dose-dependent increase in left ventricle wall
thickness and relative wall thickness, and diastolic dysfunction characterized by increase of the
diameter and volume of the left atrium, in dose-dependent manner, and E-wave deceleration time
alteration. In addition to the changes in the left heart, animals supplemented with cholecalciferol,
showed hypertrophy and dysfunction of the right ventricle. Thus, we concluded that Vit D
supplementation leads to cardiac remodeling with oxidative stress, decreased anti-apoptotic
factor, increased inflammatory mediators and cardiac energy metabolism alteration. The
supplementation increased time resulted in cardiac hypertrophy and diastolic dysfunction. The
changes observed in TXNIP and Trx proteins can be the mechanism involved in these changes.

Keywords: vitamin D; thioredoxin-interacting protein; cardiac remodeling; oxidative stress; rat.
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1. INTRODUGAO

A vitamina D (VitD) é um composto lipossoluvel cuja func¢ao classica é atuar sobre os
ossos, intestino e rins regulando a homeostasia dos fons calcio e foésforo (2). No entanto,
atualmente sabe-se que essa vitamina atua sobre varios outros 6rgaos e tipos celulares (3-7),
inclusive sobre o coragio. (8, 9).

A prevaléncia da deficiéncia de VitD tem aumentado nos ultimos anos (1), tornando-se
um problema de satde publica. (10). E estimado que um bilhdo de pessoas em todo mundo
possuem insuficiéncia ou deficiencia de VitD (1). A deficiéncia de VitD esta associada com o
aumento do risco de desenvolvimento de varias doencas cronicas, inclusive cardiovasculares (11-
18). Estudos clinicos mostraram que a hipovitaminose D esta associada com o aparecimento de
hipertensao (17, 19), insuficiéncia cardiaca (20) e doenca arterial periférica (16). Além disso,
estudo experimental mostrou que a deficiéncia causa hipertrofia, fibrose, disfuncdo cardiaca e
alteragoes no metabolismo energético cardiaco (14).

A alta frequéncia de hipovitaminose D na populagiao e a associa¢iao de sua deficiéncia
com o aparecimento de doengas cronicas tém incentivado pesquisadores a recomendar maior
exposicao solar, fortificacao alimentar e suplementacdo medicamentosa de VitD, tanto para
pessoas com maior risco como para populagio em geral (21-23). Entretanto, as alteragdes
decorrentes da suplementagao de diferentes doses de VitD ainda precisam ser melhor estudadas
(24, 25), pois alguns trabalhos tém mostrado que esta vitamina pode ter efeito cardiovascular
prejudicial, mesmo em doses consideradas nao toxicas (26-28). Estudos realizados com modelos
de agressio como ratos urémicos nefrectomizados e ratos infartados mostraram que a
suplementacao de VitD em doses nio hipercalcémicas levou ao desenvolvimento de hipertensao
(28), alteragoes na aorta (28), hipertrofia ventricular esquerda (27, 28), disfuncdo cardfaca e
alteracbes no metabolismo energético cardiaco (27). Além disso, estudo realizado em nosso
laboratério com ratos saudaveis, sem nenhuma forma de agressio, mostrou que a suplementagao
de VitD em excesso, porém em doses consideradas nao toxicas para ratos, por dois meses, levou
ao aumento da pressao arterial e a alteragGes na estrutura e funcdo vascular, moduladas pela
geragdo de espécies reativas e alteragao na biodisponibilidade de 6xido nitrico (20).

Portanto, podemos observar que a VitD desempenha importante papel no
desenvolvimento e funcionamento cardiaco. Entretanto, ela parece exercer uma curva "dose-
resposta bifasica na fisiopatologia cardiovascular, ou seja, tanto a deficiéncia como o excesso de

VitD podem levar a alteragdes cardiovasculares que determinariam a remodelagao cardfaca (24).
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A remodelagao cardiaca é desencadeada por alguma agressio ao coracao que leva a
alteragoes celulares, intersticiais e moleculares que vao ocorrendo de maneira progressiva. Com o
tempo, essas alteragdes podem modificar a forma, a geometria e a massa cardiaca. Inicialmente,
essas alteracGes morfolégicas sio importantes para a manutenc¢ao da fun¢ido cardfaca. No
entanto, cronicamente pode causar disfunc¢io diastélica e/ou sistdlica (29, 30). Entre as alteracoes
celulares e moleculares que podem ocorrer no processo de remodelagao cardfaca estdo o estresse
oxidativo, a inflamagdo, a apoptose, e alteragdes no metabolismo energético cardiaco, as quais
podem progredir com hipertrofia e disfungao ventricular (27, 31, 32).

A VitD existe em duas principais formas: a VitD, (ergocalciferol) e a VitD,
(colecalciferol) (33). Tanto a VitD, como a VitD; podem ser adquiridas a partir da dieta, porém
sao poucos os alimentos que contém quantidades substanciais destas vitaminas (34, 35). Sendo
assim, fontes alimentares respondem por apenas 10 a 20% da VitD necessaria para seres
humanos, sendo o restante obtido pela sintese cutinea e/ou uso de suplementos (11). O
ergocalciferol é produzido por plantas e leveduras a partir do ergosterol, apds exposi¢io a
radiacao ultravioleta B (11). O colecalciferol é formado na pele, de humanos e de outros
mamiferos, a partir do 7-diidroxicolesterol, também sob exposi¢ao a radiagao ultravioleta B. Apos
a sintese cutanea ou ingestao alimentar e medicamentosa, a VitD ¢ metabolizada no figado e nos
rins formando seu metabdlito mais ativo, o 1,25 diidroxivitamina D [1,25 (OH), D], também
chamado de calcitriol (30).

O calcitriol atua nas células alvo ligando-se ao receptor de vitamina D (VDR). O VDR ¢
membro da superfamilia de receptores nucleares para hormonios esterdides (2, 37) e age como
fator de transcri¢ao nuclear, sendo capaz de ligar-se diretamente a regides especificas do DNA. O
1,25 (OH), D associado ao VDR se liga ao receptor rexindide (RXR), formando heterodimeros.
Este complexo liga-se a regides reguladoras de genes-alvo, conhecidas como elementos resposta
de VitD, e interagem com proteinas nucleares desencadeando a ativagio ou a desativagao de
genes (38). Adicionalmente, ha duas décadas, Chen and Deluca (1994) (39), identificaram um
gene (vitamin D-up-regulated (VDUP-1)) que ¢ positivamente regulado pela VITD em células de
linhagem promielocitica (HL-60). Desde entao, o VDUP-1tem sido identificado em varios
tecidos, incluindo o coragao (40-43). Nao se sabe ao certo como a VITD aumenta a expressao do
VDUP-1. Welsh e colaboradores (2003) (44) propuseram que a expressio do VDUP-1 pode ser
regulada pelo complexo 1,25 (OH), D-VDR.

A proteina codificada pelo VDUP-1 é também conhecida como proteina ligante da
tiorredoxina (TBP-2) ou mais atualmente, como proteina de interagdo com a tiorredoxina

(TXNIP). Ela recebeu esses nomes, pois, dentre outras fungdes, foi identificada como regulador
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negativo endogeno da proteina tiorredoxina (Trx) (45). A TXNIP liga-se ao centro catalitico da
Trx reduzida, por meio de pontes dissulfeto, formando um complexo estiavel. Esta interagao
bloqueia a ligagao da Trx com outros fatores, diminuindo sua atividade redutora (40).

O sistema Trx consiste de duas enzimas oxidorredutases, a Trx e a Trx redutase (TrxR). A
Trx catalisa redugoes utilizando diferentes proteinas como substrato e tornando-se assim oxidada.
A Trx oxidada é entdo reduzida pela TrxR, utilizando NADPH como doador de hidrogénio (47).
Até o momento, trés variantes distintas de Trx humana foram identificadas. A mais classica é a
Trx-1, localizada no citoplasma das células, e que em determinadas situagdes patoldgicas migra
para o nucleo (48). Existem também a Trx-2, que estd localizada nas mitocondrias (49) e a Trx-
Sp, que é uma variante muito expressa em espermatozoides (50). O sistema Trx é o maior sistema
antioxidante do tipo tiol-dissulfeto oxidorredutase das células (51).

Estudos tém mostrado que tanto a Trx como a TXNIP modulam diversas vias de
sinalizagao por meio da interag¢ao direta com moléculas de sinalizagao intracelular e fatores de
transcricdo. HEssas proteinas, por exemplo, participam da regulagio de vias apoptoticas,
inflamatorias, vias de hipertrofia e também modulam o metabolismo energético, tanto em
cardiomibcitos como em outros tipos celulares (41, 51-55). Portanto, a suplementagdo em
excesso de VitD poderia levar ao desequilibrio da TXNIP e/ou do sistema Trx no coragao,
podendo resultar em remodelacao cardiaca. Sendo assim, esse pode ser um dos mecanismos pelo

qual o excesso de VitD causa efeitos deletérios ao coragao.
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2. HIPOTESE

Com base nos dados apresentados acima, a hipétese do nosso trabalho ¢é que a
suplementacao de vitamina D em excesso, mas em doses nao toxicas, leva a remodelagao cardiaca
com aparecimento de estresse oxidativo, apoptose, alteracao dos mediadores inflamatérios e do
metabolismo energético e que com o aumento do tempo de suplementagao, ocorre alteragdes de

morfologia e fun¢ao cardiaca. Essas alteracées sio moduladas pela TXNIP e Trx.
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3. OBJETIVOS

v' Avaliar se suplementacio em excesso, mas em doses nio toxicas, de vitamina D na
ragao por 2 meses resulta em alteragdo das proteinas TXNIP e Trx.

v' Avaliar se suplementacio em excesso, mas em doses nio toxicas, de vitamina D na

¢ 5 5

ragdo por 2 meses resulta em remodelagio cardiaca com aparecimento de estresse oxidativo,
apoptose e alteragoes de mediadores inflamatérios e metabolismo energético.

v' Avaliar se o aumento do tempo de suplementacio (suplementacio de vitamina D por

¢ ¢

4 meses) leva a alteragdes na morfologia e fungao do coragao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento Experimental

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no
Uso de Animal de nossa instituicio, estando em conformidade com os Principios Fticos na
Experimentacao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao Animal.

Foram realizados 2 experimentos:

Experimento 1: foram utilizados 64 ratos Wistar machos pesando aproximadamente 200
g a 250 g acondicionados no Biotério da Unipex da Faculdade de Medicina — UNESP, Botucatu.
Os animais foram distribuidos em 3 grupos: 1) Grupo controle (C) — formado por 21 animais que
receberam a racao sem suplementacao de colecalciferol ; 2) Grupo VD3 — formado por 22
animais que receberam suplementacao de 3.000UI de colecalciferol/kg de racio; 3) Grupo VD10
— formado por 21 animais que receberam suplementagio de 10.000UI de colecalciferol/kg de
racao. Os animais receberam a suplementa¢iao de colecalciferol por periodo de dois meses. Apos
esse periodo, foram submetidos a avaliagao ecocardiografica e posteriormente a eutanasia e coleta
de material biolégico para realizagdo das demais avaliagoes.

Experimento 2: foram utilizados 46 ratos Wistar machos pesando aproximadamente 200
g a 250 g foram acondicionados no Biotério da Unipex da Faculdade de Medicina — UNESP,
Botucatu. Os animais foram distribuidos novamente em 3 grupos: 1) Grupo controle (C-4) —
formado por 14 animais que receberam a ragdo sem suplementa¢ao de colecalciferol; 2) Grupo
VD3-4 — formado por 16 animais que receberam suplementacio de 3.000UI de colecalciferol/kg
de racao; 3) Grupo VD10-4 — formado por 16 animais que receberam suplementa¢io de
10.000UT de colecalciferol/kg de rac¢ao. Os animais receberam a suplementa¢io de colecalciferol
por periodo de quatro meses. Apos esse perfodo, esses animais foram submetidos a avaliagao
ecocardiografica e posteriormente a eutanasia e coleta de material biolégico.

Os animais foram expostos a ciclo claro-escuro de 12h, a temperatura ambiente de 22 *
2°C. Foram colocados em gaiolas individuais com livre acesso a agua e a ingestido alimentar foi

controlada diariamente. O peso corporal (PC) foi medido semanalmente.

4.2 Preparo das ragdes

A ragao utilizada para o grupo controle e para a fabricagao das ragdes suplementadas com
colecalciferol foi a racio comercial para ratos a base de cereais da Nuvilab® CR1 Nuvital

Nutrientes S/A, Brazil. A composi¢ao aproximada por kg de racio era de 220g de proteina, 40g
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de gordura, 100g de mineral, 80g de fibra, e 1.800UI de VitD. Para o preparo da racio
suplementada com colecalciferol, primeiramente o colecalciferol (Sigma-Aldrich, MO, USA) foi
diluido em 6leo de milho (10 ml/kg de racdo), e posteriormente adicionado 4 ragdo triturada.
Apbs, a racao foi misturada, peletizada e colocada para secar a temperatura ambiente. Apds
processo de secagem foi armazenada em freezer (-14°C). A racdo para o grupo controle foi
preparada da mesma forma, sendo adicionado apenas o 6leo (10ml/Kg racdo). Todos os animais

receberam a mesma quantidade de ragao.

4.3 Doses de vitamina D utilizadas

Informacgoes sobre as necessidades de VitD em ratos sao limitadas. Recentemente, o
Institute of Medicine realizou uma revisao para identificar as Dietary Reference Intakes (DRIs)
para VitD para humanos. Na DRIs foi definida que da Necessidade Média Estimada para a VitD
¢ de 400 Ul/dia e que o Limite Superior Toleravel (valor acima do qual podem ocotrer efeitos
deletérios) ¢ de 4.000 Ul/dia. O Nivel Maximo de tolerancia de Ingestio ¢ dez vezes maior que a
Necessidade Média Estimada (56). O National Research Council (NRC) recomenda a quantidade
de 1.000UI de VitD por kg de ragdao para ratos (57). Entretanto, eles nao definiram um Nivel
Maximo de tolerancia de Ingestao para a VitD. Sendo assim, n6s usamos a relagao de 10 vezes a
dose recomendada para ratos, para termos uma dose alta de VitD (10.000 UI/kg de racdo). Além
disso, usamos também uma dose intermediaria (3.000 UI/kg de racido) entre a recomendada pelo
(NRC) e a nossa dose alta.

Shepard & DeLuca (1980) mostraram que ratos suplementados com doses acima de
1.000UI de VitD por dia (~ 30.000UI/kg de racao) apresentaram sinais de toxicidade, tais como:
irritabilidade, diarreia, perda de apetite diminuicdo do ganho de peso. Além disso, os rins
apresentaram manchas de cor branco-acinzentada, indicativas de calcificacao (58). As doses
usadas em nosso estudo foram 4,8 e 11,8 vezes maiores do que a dose recomendada para ratos,
mas ndo atingiu a dose de 1.000UI/dia considerada téxica por Shepard & DelLuca (1980) (58).
Portanto, as doses usadas no presente estudo foram consideradas suplementacao em excesso de

VitD, porém doses nao téxicas
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4.4 Avaliagdo ecocardiografica

Apbs receberem as dietas durante dois e quatro meses, os ratos foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (Img/kg) via intramuscular. Em
seguida foi feita raspagem da pelagem no térax dos animais, que prontos foram posicionados em
decubito lateral esquerdo para a realizagao do ecocardiograma. O ecocardidgrafo utilizado foi o
General Electric Medical System, modelo Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), equipado com
transdutor eletronico multifrequencial de 5,0-11,5 MHz. As estruturas cardiacas foram medidas
em pelo menos cinco ciclos cardiacos consecutivos, obtendo-se a média aritmética em seguida
(59).

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 musculos papilares. As imagens da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na
posi¢do para-esternal eixo menor com cursor de modo-M passando pela valva adrtica.

O diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a EPP foram medidos no
momento correspondente ao seu didmetro maximo. Ja, o diametro sistélico do ventriculo
esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excursao sistélica maxima de sua parede posterior.

As medidas do diametro do atrio esquerdo (AE) e da aorta (Ao) foram realizadas,
especificamente, no final da sistole e diastole ventricular.

O diametro da via de saida do ventriculo esquerdo (VSVE) foi medido na posi¢do
paraesternal eixo maior, na sistole ventricular.

Os fluxos diastdlico transmitral e sistolico pela VSVE foram obtidos com o transdutor
colocado nas posi¢des apicais quatro a cinco camaras, permitindo as medidas da onda E, onda A
e velocidade maxima na VSVE. A freqiiéncia cardiaca (FC) foi estimada pelo tempo entre dois
batimentos cardiacos consecutivos.

O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) medido corresponde ao tempo entre o
final do fluxo sistélico pela VSVE e o inicio da fluxo diastolico transmitral.

As outras variaveis foram derivadas das formula¢oes descritas a seguir:

Espessura relativa da parede (ERPP) = (2 x EPP)/DDVE;

Fracio de ejecio do ventriculo esquerdo (FE) = (DDVE’ - DSVE?)/ DDVE’;
Porcentagem de encurtamento (Enc) = [(DDVE — DSVE)/ DDVE] x 100;

Volume sistélico (VS) = [VII x n x (VSVE/2)], sendo VTI a integral da

AN NERN

velocidade/tempo do fluxo sistélico na VSVE;
v' Débito cardifaco (DC) = VS x FC;
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v Indice cardiaco (IC) = DC/PC.
v' Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido para a freqiiéncia cardiaca (FC)

(TRIV/R-R)= TRIV/VR-R, sendo que R-R= 60/FC.

Foram realizadas também algumas medidas por Doppler tissular, tais como a velocidade
maxima de deslocamento sistélico do anel mitral e tricuspide (onda §’), pico de velocidade de
deslocamento diastdlico inicial do anel mitral e tricispide (E’) e pico de velocidade de
deslocamento diastélico tardio do anel mitral e tricaspide (A’) (60, 61).

Algumas variaveis ecocardiograficas foram normalizadas pelo peso corporal e pelo

diametro da aorta.
4.5 Coleta de material biolégico

Ap6s a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram eutanasiados com dose excessiva
de pentobarbital sédico (50 mg/kg) e postetiormente decapitados. Foram entdo coletados o
sangue (em tubo com e sem heparina) e o coragdao dos animais.

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O soro e o plasma obtidos
foram congelados a -80°C para posterior dosagem de calcio, fésforo e 25 (OH) D,

O coracdo foi dissecado em atrios (A), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo
(VE), todos foram pesados (dados morfométricos). O VE que foi seccionado em anéis, colocado

em nitrogénio liquido e depois armazenado em freezer a -80°C para posteriores analises.
4.6 Determinagio plasmatica de 25 (OH) D,

As concentragoes de 25 (OH) D, no plasma foram analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). O aparelho empregado foi cromatografo Waters 2695, com detector
Waters 2996-fotodiodo. A analise foi feita por coluna C18 de fase reversa para todas as amostras.
A fase mével foi composta por dgua e metanol (85:15, v/v). O comprimento do detector de onda
ultravioleta (UV) sera fixado em 265 nm e com fluxo de 0,5 ml/min.

A extra¢ao de 25 (OH) D; foi feita em aliquotas de 500 ul de plasma. O plasma foi
colocado em tubo, adicionado 500 pl de metanol-isopropanol (90:10, v/v), e agitado em vértex
por 15 segundos. Em seguida, foi adicionado 1,5 ml de n-hexano, agitado em vortex 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 nitrogénio. As amostras foram redissolvidas

em 125 ul de metanol. Foi injetado no HPLC 50 pl de amostra. Apos corrida de 20 minutos, foi
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aguardado estabilizagdo da coluna que foi lavada com metanol 100% para leitura de nova amostra

(62).

4.7 Determinagio sérica de Calcio

A dosagem de calcio foi realizada por método colorimétrico. O calcio foi dosado no soro
por meio da reagao com arsenazo I1I, em pH neutro, formando um complexo cuja intensidade da
cor ¢ proporcional a quantidade de calcio na amostra (teste kit Laborlab, Laborlab Produtos para

Laboratério, SP, Brasil). A cor obtida foi medida a 600-650 nm em espectrofotometro.

4.8 Determinag¢ao dos mediadores inflamatorios

A dosagem dos mediadores inflamatérios fator de necrose tumoral-o (TNF-o), interferon-
v (INF-y), interleucina-10 (IL-10) e molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) foi realizada pelo
método de ELISA sanduiche.

Primeiramente foi realizada a extragao da proteina do tecido cardfaco adicionando-se 1,5
ml de tampao de extracio (50 mM de tampao fosfato de potassio pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5
mM de DTT; 1 mM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaFF 10 mM e inibidor de protease
1:100) a 60 mg de tecido cardiaco. As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes
em aparelho Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). O material foi entdo
centrifugado por 20 minutos a 4° C e 12.000 rpm e o sobrenadante foi coletado. A quantidade de
proteina do extrato foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando curva de BSA
Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrao (63).

Ap6s a extracdo de proteina, placas de 96 pogos (Nunc) foram recobertas com solugio
contendo anticorpo purificado de captura anti-TNF-a, anti- INF-y, anti-IL-10 ou anti-ICAM-1
R&D Systems), diluidos em tampao PBS. As placas foram incubadas a temperatura ambiente
durante uma noite. Apds sucessivas lavagens com solu¢ao PBS — Tween 20 (0,05%) foi
adicionada 300 pl. da solugdao de bloqueio, constituida de PBS contendo 1% de albumina, com
incubacdo 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 padroes,
diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de albumina. Decorrido o tempo de incubacio,
as placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-TNF-a, anti- INF-y, anti-IL-10 ou
anti-ICAM-1 de rato biotinilados durante 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as

placas foram novamente incubadas com estreptoavidina diluido 1:200 em tampao PBS contendo
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1% de albumina, durante 20 minutos, a temperatura ambiente. As placasforam lavadas e
reveladas com OPD (Sigma). A reagao foi interrompida por adi¢io de H,SO, 16% e a leitura

realizada em 492 nm.

4.9 Determinagao da atividade das enzimas do metabolismo energético e de marcadores

do estresse oxidativo

As enzimas do metabolismo energético e os marcadores de estresse oxidativo foram
determinados por método colorimétrico.

Primeiramente foi realizada a extra¢ao de proteina em amostras de 200 mg do ventriculo
esquerdo, homogeneizadas em tampao fosfato de sédio (0,1M, pH 7,0) e centrifugadas a 10.000
rpm, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a determinac¢ao da
concentra¢ao de proteina total; da atividade das enzimas do metabolismo energético: lactato
desidrogenase, fosfofrutoquinase, complexo piruvato desidrogenase, citrato sintase, 3-hidroxiacil
Coenzima A desidrogenase; para atividade das enzimas antioxidantes: superdxido dismutase,
gluationa peroxidase e catalase; e para a concentra¢ao de hidroperéxido de lipidio. O pellet foi
ressuspendido com tampao fosfato de sédio 0,1M contendo 250mM de sacarose e 2mM de
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C,
para posterior determinagdo da atividade da succinato desidrogenase (complexo enzimatico
mitocondrial de cadeia respiratoria II) e da ATP sintase (64).

As leituras foram realizadas em leitor de microplaca (WQuant-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) Determinagao da atividade das enzimas do metabolismo energético

v' lactato desidrogenase (LDH)

A atividade da LDH foi determinada de acordo com metodologia proposta por Wilkinson
(1965) (65) com a utilizagao 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.
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v" Fosfofrutoquinase (PFK)

A atividade da PFK foi determinada em meio contendo tampao TRIS-HCI (50mM; pH 8,0),
MgCl,, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, aldolase, trifosfato isomerase, ATP e frutose -6-
fosfato, com medidas da velocidade de oxidagdo do NADH,, segundo método descrito por Bass

et al. (1969) (66).

v Complexo piruvato desidrogenase (PDH)

Na presenca de tampao fosfato de potassio (50mM; pH 7,4) determinou-se a atividade da
PDH em mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A, ditiotreitol, MgCL,,
NBT (nitrobluetetrazéilico), piruvato de sédio e fenazina metasulfato, onde se mediu a conversao

do piruvato em acetil-CoA através da velocidade da redugao do NAD (60).

v' Citrato sintase

A reacado de condensacdo entre o grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e
oxaloacetado, reacdo catalisada pela citrato sintase, cuja atividade foi determinada napresenca dos
substratos acetil-CoA e oxaloacetato e DTNB (dithiobis-2-nitrobenzoato)

em tampao fosfato Tris-HCl 50mM, pH 8,0 (60).

v" 3-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (OHADH)
Foi determinada na presenga de tampao Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, EDTA, acetoacetil-CoA e
NADH (60).

v" Succinato desidrogenase (complexo II).

A atividade enzimatica da succinato desidrogenase foi medida pelo método descrito por
Fischer et al. (1985) (67) em meio com tampao fosfato de potassio (50mM; pH 7,4), contendo
succinato de sédio, fenasina metassulfato e DPIP (diclorofenolindofenol), o qual teve

absorbancia, 2 600nm, diminuida.

v’ ATP sintase
A atividade da ATP sintetase foi determinada em meio tamponado (Tris-HCl 50mM; pH 8,0,
na presenca de MgCl,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase (68).

b) Determinagdo dos marcadores de estresse oxidativo
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v’ Atividade da superéxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi determinada monitorando a inibiciao da reducio do
nitroblutetrazélico (NBT) através de radicais superoxidos gerados em solugao

contendo NADH2 e fenazina metassulfato (69).

v' Atividade da glutationa peroxidase (GPx)
Foi determinada a partir da oxidagio do NADPH, em meio a mistura reativa contendo
tampao fosfato de sédio, glutationa reduzida, azida sédica, EDTA, glutationa redutase, a qual

catalisa a redugao da glutationa oxidada (70).

V' Atividade da Catalase (CAT)
A atividade enzimatica da catalase foi determinada em tampao fosfato pH 7,0,
utilizando-se 15ul. de amostra e peroxido de hidrogenio (30%). As leituras espectofotométricas

foram realizadas a 240nm (71).

v Concentracio de hidroperéxido de lipidio (ILH)
O hidroperéxido de lipidio foi determinado na presencga de sulfato ferroso amoniacal (Fe,") e
alaranjado de xilenol, acido sulfurico e butilato de hidroxitolueno (BHT) em mistura de metanol

90% (72).

4.10 Determinagdo da expressao protéica por Western Blot

Foi realizada a determinacdo da expressao da proteina de interacio com a tiorredoxina
(TXNIP); dos marcadores de estresse oxidativo: tiorredoxina-1 (Trx-1), fator nuclear eritréide-2
(Nrf-2), glutationa peroxidase-1 (GPx-1) e heme oxigenase-1 (HO-1); dos marcadores de
apoptose: caspase-3 (formas: inativa, pro-caspase-3 e ativa, caspase-3-clivada) e Bcl-2; e dos
marcadores de metabolismo energético: receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma

(PPAR-a) e coativador 1 alfa do PPAR-y (PGC1-«) pela técnica Western Blot.
a) Extracao do lisado celular total
Para determinagdo de todas as proteinas estudadas, exceto o Nrf-2, a extracdo de proteina

foi realizada utilizando-se amostras de 100 mg do ventriculo esquerdo homogeneizadas com 1ml

de tampao de extracao contendo NaCl 100 mM, Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato de sédio
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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). As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron
(Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). A seguir, as amostras foram centrifugado
por 20 minutos, a 12.000 rpm e a 4° C. O sobrenadante foi coletado e armazenadas em freezer a

-80° C. A concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de Bradford utilizando curva

de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrio (63).

b) Extragao nuclear

Amostras de 60 mg de ventriculo esquerdo foram homogeneizados com 500ul de
tampao de extracio (10mM HEPES, 1,5mM MgCI2, 10mM KCI, 0,5mM DTT, 0,05% NP40).
As amostras foram homogeneizadas manualmente, com auxilio de bastio de wvidro.
Posteriormente, as amostras foram centrifugados a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi separado (fracdo citoplasmatica) e o pellet ressuspendido com tampao (5mM
HEPES, 1,5mM MgCl2, 0,2mM EDTA, 0,5mM DTT, 26% glicerol (v/v)) e NaCl. As amostras
foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em aparelho Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25
Basic, Wilmongton USA). Apds aguardar 30 minutos em gelo, as amostras foram novamente
centrifugadas a 15.000 rpm, por 20 minutos 4°C e coletado o sobrenadante (fracio nuclear), que
foi utilizado para a quantificagdo do Nrf-2. A concentracio de proteina total foi analisada pelo
método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
como padrao (63).

c) Eletroforese em gel

Apbs a quantificagao da concentragao de proteina, as amostras foram diluidas em tampao
Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul debromofenol 0,02% e §-
mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 minutos. Posteriormente, as amostras
(contendo 50 pg de proteina total) foram separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-
Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi
realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS
e Temed) e de resolugao (Ttis - HCL 240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed)
a4°C.
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A concentragao do gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragao do gel de
resolugao variou de 10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina determinada. No
primeiro po¢o do gel foi aplicado um padrio de peso molecular, Kaleidoscope Prestained
Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos pogos seguintes os grupos foram pipetados de
maneira alternada. A corrida eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2 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%)).

d) Transferéncia e Bloqueio

Apbs a corrida, as protefnas 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 ligagao do
anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante incuba¢do com solugio de 5% de
leite em p6 desnatado, dissolvido em solu¢do basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e

detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente sob constante agitagao.

e) Incubagio com os Anticorpos primario e secundario

Apoés o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
especificos para cada proteina analisada, diluidos em solugao basal. As membranas permaneceram
incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante agitagdo. Apds a incuba¢iao com o
anticorpo primario, as membranas foram lavadas em solugdao basal pH 8,0 e incubadas com os
anticorpos secundarios especificos, diluidos também em solugao basal. ~As membranas
permaneceram incubadas por 1,5 horas, a temperatura ambiente, sob agitacio constante.
Posteriormente a membrana foi lavada em solugao basal pH 8,0 e a imunodetec¢ao foi realizada
por meio do método de quimioluminescéncia utilizando o Kit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent  Substrate, Thermo Scientific, USA. As imagens foram fotografadas no
analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA).

A expressao de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela expressao da proteina
constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).

A andlise das imagens foi relaizada no programa de analise de imagens Image Pro—plus
(Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes:
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VDUP-1, mouse monoclonal IgG, (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 271238).
Trx-1, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 201406).
PGC-1, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 13067).
PPAR-a, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 9000).
Nrf-2, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 722).

Heme Oxygenase 1, mouse monoclonal IgG1 (Abcam, Cambridge, MA, USA, 13248).
Glutathione Peroxidase 1, rabbit polyclonal IgG (Abcam, Cambridge, MA, USA, 22604).

2SR VR N N N N NN

Caspase 3, rabbit monoclonal IgG (Cell Signaling Technology, Inc, Beverly, MA, USA,
9664).

(\

Bcl-2, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 492).

<\

GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 32233).
Os Anticorpos secundarios utilizados froam os seguintes:

v Goat anti-mouse [gG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005).

v" Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2004).

4.11 Atividade de tiorredoxina e da tiorredoxina redutase

A atividade da tiorredoxina e da tiorredoxina redutase foi realizada por meio de ensaio de
reducdo de insulina (73, 74). Inicialmente, 60 mg do ventriculo esquerdo foi homogeneizado
com 500ul de tampio de extrac¢ao contendo 20nmol/1 de Hepes (ph=7,9), 300 mmol/1 NaCl, 100
mmol/l KCl, 10mmol/l de EDTA, 0,01% de Ttiton (v/v) e 1% de Inibidor de protease (v/v)
(P2714, Sigma- Aldrich). As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos, 2 vezes em
aparelho Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA). A seguir, as amostras
foram centrifugado por 20 minutos, a 12.000 rpm e a 4° C. A concentracao de proteina total foi
analisada pelo método de Bradford 51 utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) como padrao (63).

Para determinacao da atividade da Trx, cada amostra, 50 ug de proteina total, em um
volume de 8 ul, foi incubada com 2 ul de tampao de ativagao (100 mM de Tris-HCI (pH = 7,5); 2
mM de EDTA; 1 mg/ml de BSA; e 2 mM de DTT) a 37 © C durante 20 minutos. As amostras
foram entdo misturadas com 110 ul da mistura de rea¢ao (100 mM de Tris-HCI (pH = 7,5); 2,0
mM de EDTA, 0,2 mM de NADPH; 1,0 ug Trx redutase; e 140 uM de insulina) e incubadas a 25
°C por 20 minutos. A absorbancia foi medida a 340 nm, indicando a oxidagdo do NADPH em

intervalos de 1 minuto, utilizando espectrofotometro. Como controle, as amostras foram
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misturadas com a mistura de reacao sem insulina. As medidas de absorbancia na auséncia de
insulina foram subtraidas das medidas de absorbancia na presenga de insulina gerando o delta
absorbancia. Posteriormente, foi realizada a area sobre a curva do delta absorbancia, para
apresentacao dos resultados.

Para determinacao da atividade da TrxR as amostras foram misturadas com 110 ul da
mistura de reagio (100 mM de Tris-HCI (pH = 7,5); 2,0 mM de EDTA, 0,2 mM de NADPH;
Tug/ul de Trx; e Img/ml de insulina) e incubadas a 25 °C por 20 minutos. A absorbancia foi
medida a 340 nm, indicando a oxidacao do NADPH em intervalos de 1 minuto, utilizando
espectrofotometro. Como controle, as amostras foram misturadas com a mistura de reacdao
semTrx. As medidas de absorbancia na auséncia de Trx foram subtraidas das medidas de
absorbancia na presenca de Trx. A atividade foi calculada da diminui¢ao na absorbancia a 340nm,
medido a cada 1 minuto, como sendo A 340 x 2/6,22. Posteriormente, foi realizada a 4rea sobre a

curva do delta absorbancia, para apresenta¢ao dos resultados.

4.12 Analise estatistica

Os valores obtidos sio apresentados como média * desvio padrio (para distribuicao
normal) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribui¢ao nao normal).

Os resultados de cada varidvel foram submetidos 2 verificacio da normalidade e de
igualdade de variancia. Quando esses requisitos foram atendidos as comparagdes entre os grupos
foram feitas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, complementadas com o teste de
Tukey. Quando um dos requisitos nao foi atendido, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis complementado com o teste de Dunn.

Para avaliar a resposta dose dependente da suplementagao de VitD foram utilizados testes
de tendéncia. Quando as variaveis apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado o teste Trend
do Pacote estatistco GraphPad Prism. Quando as variaveis nao apresentaram distribui¢do normal,

foi realizada a Correlagao de Spearman entre doses e variavel analisada (75).
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1

5.1.1 Peso corporal, consumo diario de ragio e de vitamina D, calcio sérico e 25 (OH) D,
plasmatico.

Nao houve diferenga entre os grupos para o peso corporal final e o consumo diario de
ragao. O consumo diario de VitD foi maior no grupo VD3 comparado ao C e foi maior no grupo
VD10 comparado aos outros grupos. O aumento no consumo diario de VitD foi dose
dependente (figura 1). O 25 (OH) D; plasmatico foi maior no grupo suplementado com a maior
dose de colecalciferol comparado ao C. O aumento do 25 (OH) D; foi dose dependente (figura
2). Os valores de calcio sérico foram maiores nos grupos suplementados quando comparados ao

C e seu aumento foi dose dependente (figura 3) (tabela 1).
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Tabela 1. Peso corporal, consumo diario de racao e de vitamina D, calcio sérico e 25 (OH) D, plasmatico.

Variavel C VD3 VD10 P1 P2
422+26,8 4291356 421+31,7
Peso Corporal (g) 2D 22 o1 0,646 0,923
Consumo diario de ragao 25,7+1,54 25,9+1,91 249+1,98
SN TN PN 0,166 0,154
(g/day) @D (22) 1)
e, . . a b C
Consumo diario dg vitamina D 45,5 (44,8-48,1) 123 (118-128) 290 (283-310) <0,001 <0,001
(Ul/dia) 1) (22) (22)
a ab b
25 (OH) D, (ng/ml) 15,0 (13,2-20,7) 25,5 (19,0-40,5) 36,9 (34,1-39,8) 0,016 <0,001
®) ®) )
a b b
Célcio sérico (mg/dl) 8,24£1,09 9,32%1,10 9,44£0,51 0,016 0,008
©) (12) (11)

Dados expressos em média * desvio padrao ou mediana e percentil 25 e 75, nimeros entre parénteses indicam o numero de animais
em cada grupo. C: grupo controle, sem suplementacio de coleclaciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UTI de colecalciferol/kg
de ragao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de coleclaciferol/kg de racdo. 25 (OH) Ds: 25-hidroxicolecalciferol. P1: valor de
p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de tendéncia. Letras diferentes indicam diferenca significante entre
0s grupos.
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Figura 1. Consumo diario de vitamina D.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1: < 0,001 (valor de p Kruskal Wallis); P2: < 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 2. Concentragao plasmatica de 25 (OH) D,.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1 = 0,016 (valor de p Kruskal Wallis); P2: < 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 3. Concentragio sérica de calcio.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1 = 0,016 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,008 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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5.1.2 Expressio protéica da TXINIP e da Trx e atividade da Trx e da TrxR.

Como podemos observar na tabela 2, a expressao protéica da TXNIP foi maior no grupo
suplementado com a maior dose de colecalciferol comparado aos outros grupos e seu aumento
foi dose dependente (figura 4). A expressao da Trx nao diferiu entre os grupos, entretanto ela
apresentou uma diminui¢ao dose dependente (figura 5). Adicionalmente, a atividade redutora da
Trx foi menor no grupo VD10 comparado aos outros grupos e essa diminui¢do foi dose

dependente (figura 6). A atividade da TrxR ndo foi diferente entre os grupos (tabela 2).
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Tabela 2. Expressao protéica da TXNIP e da Trx e atividade da Trx e da TrxR.

Variavel C VD3 VD10 P1 P2
a a b
TXNIP (unidade arbitriria) 0,16 (0,09-0,30) 0,18 (0,08-0,34) 0,74 (0,48-1,05) 0,002  <0,001
(12) (12) (12)
. o 1,04+0,40 0,90+0,33 0,73+0,22
Trx (unidade arbitraria) (12) (12) (a1 0,082 0,026
a a b
Atividade da Trx (DO 340 nm x minuto) 0,251£0,08 0,226£0,06 0,115£0,0 <0,001  <0,001
(10) (10) (10)
Atividade da TrxR (mU/mg de proteina x minuto) 07/ (0%6—0,098) 0,097 (0,(09?6—0,097) 0,096 (05?5)5-@098) 0383 0,117

Dados expressos em média = desvio padrao ou mediana e percentil 25 e 75, numeros entre parénteses indicam o numero de animais em cada grupo.
C: grupo controle, sem suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo
suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racao. TXNIP: proteina de interacio com a tiorredoxina; Trx: tiorredoxina; DO: densidade
optica; TrxR: tiorredoxina redutase. P1: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de tendéncia. Letras diferentes
indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 4. Expressio protéica da proteina de interagdo com a tiorredoxina.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol /kg de
ragao. P1 = 0,002 (valor de p Kruskal Wallis); P2: < 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 5. Expressio protéica da tiorredoxina.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol /kg de
ragao. P1 = 0,082 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 =0,026 (valor de p para teste de tendéncia).
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Figura 6. Atividade da tiorredoxina.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol /kg de
ragdao. P1 < 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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5.1.3 Marcadores de estresse oxidativo.

Os dados relativos aos marcadores de estresse oxidativo estao apresentados na tabela 3.
Como podemos observar, a atividade das enzimas antioxidantes SOD (figura 7) e GPx (figura 8)
foram menores nos grupos suplementados com colecalciferol. Essa diminui¢ao foi dose
dependente. Para a atividade da enzima CAT nao houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Os valores de LH foram maiores nos animais do grupo VD10 comparado aos
outros grupos e o seu aumento foi dose dependente (figura 9).

A expressao protéica do Nrf-2 e das proteinas antioxidantes HO-1 e GPx ndo apresentou

diferenca entre os grupos.
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Tabela 3. Marcadores de estresse oxidativo.

Variavel C VD3 VD10 P1 P2
SOD (nmol/mg de proteina) 1991 §é§_24’5)a 130 1;;;_14’0)13 13,0 1;;;_14’2)]) <0,001 0,001
GPx (umol/g de tecido) 40’4(;6’22 31’5(;4’6]0 29’7(;3’1'0 <0,001 <0,001
CAT (umol/g de tecido) 120’?5—;15’5 124’%1 L1 “0’?;15’8 0,165 0,178
LH (amol/g de tecido) 143’8(;13’921 134’1(;20’12 179’6(;1 18" <0,001 <0,001
NRF-2 (unidade arbitréria) 1,07 (%72?‘1’68) 0.1 ((()163‘1’10) 1,56 %02?1’87) 0,192 0,279
HO-1 (unidade arbitraria) 0,97 (%72?1’27) 083 ((()i72§-1,02) 1,00 ((()182?1’@ 0,271 0,117
GPx (unidade arbitraria) 1’0?;—;())’19 0’8?2(;’20 0’9?;—;(;’32 0,189 0,177

Dados expressos em média * desvio padrao ou mediana e percentil 25 e 75, nimeros entre parénteses indicam o numero de animais em cada

grupo. C: grupo controle, sem suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de rag¢ao; VD10:

grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racio. SOD: superdxido dismutase; GPx: gluationa peroxidase; CAT: catalase; LH:
hidroperoéxido de lipidio; NRF-2: fator nuclear eritréide-2, HO-1: heme oxigenase-1. P1: valor de p da ANOVA de 1 via; P2: valor de p para teste

de tendéncia. Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 7. Atividade da superdxido dismutase.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1 < 0,001 (valor de p Kruskal Wallis); P2 = 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 8. Atividade da glutationa peroxidase.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1 <0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2< 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 9. Hidroperdxido de lipidio.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1 < 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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5.1.4 Marcadores de apoptose e mediadores inflamatorios.

Como podemos observar na tabela 4, a expressio protéica da pro-caspase-3 nao foi
diferente entre os grupos estudados. Por sua vez, a expressao protéica da caspase-3-clivada foi
menor no grupo VD3 comparado ao VD10. A expressio protéica da Bcl-2 foi menor no grupo
suplementado com a maior dose de colecalciferol comparado aos outros grupos. Essa diminui¢ao
foi dose dependente (figura 10).

Para os marcadores inflamatérios os valores foram maiores no grupo VD10 comparado
a0s outros grupos, tanto para as citocinas inflamatérias, TNF-a (figura 11) e INF-y (figura 12),
como para a molécula de adesao ICAM-1 (figura 13) e citocina antiinflamatéria IL-10 (figura 14).

O aumento dos marcadores inflamatoérios foi dose dependente (tabela 4).
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Tabela 4. Marcadores de apoptose e mediadores inflamatérios.

C VD3 VD10 P1 P2
, . _y 1,01 (0,84-1,19) 0,99 (0,72-1,12) 0,87 (0,56-1,22)
Pro6-caspase-3 (unidade arbitraria) (12) (12) (12) 0,697 0,339
ab a b
Caspase-3-clivada (unidade arbitréria) 1,01£0,49 0,84£0,48 1,5420,56 0,023 0,060
(12) (12) (12)
a a b
Bcl-2 (unidade arbitréria) 1,0220,16 0,8820,22 0,7420,32 0,027 0,008
(12 (12 (1)
a a b
INFt (og/ mg proteins) 4,330.40 4,52+0,29 8,67+45 <0001 <0,001
©) ) )
a a b
INF-y (pg/mg proteinz) 7,61%0,66 7.75%0,56 15,0+0,86 <0000 <0001
©) ™) (7
a a b
1110 (pgy/mg proteing) 12,3+1,37 14,8+1,45 31,0+3,87 <0001 <0,001
©) ) )
a a b
ICAM-1(pg/mg proteina) 67’62—8’60 65’8?7;5’48 10@(71)0’4 <0,001  <0,001

Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana e percentil 25 e 75, nimeros entre parénteses indicam o numero de animais em cada

grupo. C: grupo controle, sem suplementa¢io de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragao; VD10:

grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racao. Pro-caspase-3: banda inativa; Caspase-3-clivada: banda ativa; TNF-a: fotar de

necrose tumoral- o; INF-y: interferon-y; IL-10: interleucina-10; ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1. P1: valor de p da ANOVA de 1 via;

P2: valor de p para teste de tendéncia. Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 10. Expressao protéica da Bcl-2.

C: grupo controle, sem suplementagiao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1 = 0,027 (valor de ANOVA de 1 via); P2 = 0,008 (valor de p para teste de tendéncia).

Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 11. Fator de necrose tumoral-a.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalcifet] /kg de ragio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1 < 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2<0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 12. Interferon-y.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1<0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2<0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.

Resultados 57



160 - ()
)
£ b
o 140 A
H J—
g
o, @
o 120 A
e
Ty ® °
a 100 A :
?n a a ®
S 80 1 o © i - o
Lo o
5 60 1 ® o °
U (]
[

O / T T T
C VD3 VD10

Figura 13. Molécula de adesao intercelular-1

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1<0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2<0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 14. Interleucina-10

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1<0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2<0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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5.1.5 Metabolismo energético cardiaco

Os dados referentes aos marcadores do metabolismo energético cardiaco estao
apresentados na tabela 5. A expressao protéica do PGC-la foi menor no grupo VD10
comparado ao C. A diminui¢do na sua expressao protéica foi dose dependente (figura 15). Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos para a expressao do PPARa.

A atividade da enzima PFK (figura 16) e da ATP sintase apresentou diferenca entre os
grupos, porém o teste de compara¢des multiplas de Tukey nao conseguiu mostrar quais grupos
eram diferentes entre si. A atividade da enzima PDH (figura 17) apresentou um aumento dose
dependente. Para as enzimas CS (figura 18), Complexo II (figura 19) e OHADH (figura 20), a
atividades foi menor no grupo VD10 comparado aos outros grupos e todas apresentaram uma
diminui¢ao dose dependente. A atividade da enzima LDH foi maior no grupo suplementado com
a maior dose de colecalciferol, quando comparado aos outros grupos. O aumento na atividade da

LDH foi dose dependente (figura 21).

Resultados 59



Tabela 5. Metabolismo energético cardiaco.

Variavel C VD3 VD10 P1 P2
a ab b
PGC-1o (unidade arbritiria) 1,03£0,18 0,91%0,17 0,7610,21 0,006 0,002
(12) (12) (11)
PPAR« (unidade arbritaria) 1’0?;—;))’40 0’82112?’44 0’9?;—;())’50 0,593 0,562
a a a
PFK (nmol/g de tecido) 131£23,6 123134,8 170£36,4 0,048 0,053
©) ©) ©)
. 3174579 337+42,9 382+41,6
PDH (nmol/g de tecido) ©) ©) ©) 0,088 0,034
a a b
CS (umol/g de tecido) 39,7£3,22 40,4£2,75 34,5%4,02 0,004 0,005
®) ®) ®)
a a b
Complexo 11 (umol/mg de tecido) 6,3620,90 6,27%1,18 3,4010,67 <0,001 <0,001
©) ©) ©)
a a a
ATP sintase (umol/mg de tecido) 45,4£2,96 53,0£5,42 44,618,04 0,049 0,824
©) ©) ©6)
a a b
OHADH (nmol/mg de proteina) 69,9110,8 65,8113,1 34,415,14 <0,001 <0,001
®) ®) ®)
a a b
LDH (nmol/mg de proteina) 220%81)8,1 209;:81)0,0 256%89),60 <0,001 <0,001

Dados expressos em média * desvio padrio, numeros entre parénteses indicam o nimero de animais em cada grupo. C: grupo controle, sem suplementagio de
colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragio.
PGC-1a: coativador-1a do receptor ativado por proliferadores de peroxissomay; PPARa: receptor ativado por proliferadores de peroxissomaon; PFK:
fosfofrutoquinase; PDH: complexo piruvato desidrogenase; CS: citrato sintase; Complex 1I: complexo respiratorio 11 (succinato desidrogenase); ATP sintase:
Adenosine trifosfate sintase; OHADH: 3-hidroxiacil coenzyme A desidrogenase; LDH: lactato desidrogenase. P1: valor de p da ANOVA de 1 via; P2: valor de p
para teste de tendéncia. Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 15. Expressao protéica do coativador-la do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma y.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1= 0,006 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,002 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 16. Atividade da enzima fosfofrutoquinase.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdo. P1= 0,048 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,053 (valor de p para teste de tendéncia).
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Figura 17. Atividade do complexo piruvato desidrogenase.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragao. P1= 0,088 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,034 (valor de p para teste de tendéncia).
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Figura 18. Atividade da enzima citrato sintase.

C: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero] VD3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferolkg de ragio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferol’kg de ragio. P1= 0,004 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,005 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 19. Atividade do complexo respiratorio I1.

C: grupo controle, sem suplementa¢ao de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI
de colecalciferol/kg de racao; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de
ragdao. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p para teste de tendéncia).
Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 20. Atividade da enzima 3-hidroxiacil coenzyme A desidrogenase.

C: grupo controle, sem suplementa¢io de colecalciferol VD3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de racio. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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Figura 21. Atividade do complexo respiratério I1.

C: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero] VD3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de racio. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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5.1.6 Variaveis ecocardiograficas de morfologia e fungao

Os dados relativos as analises ecocardiograficas estao apresentados nas tabelas 6 e 7.
Considerando os dados morfologicos, nao houve diferenca estatisticamente significante nas
variaveis quando os 3 grupos foram comparados. Para as variaveis de fungao, apenas a frequéncia
cardfaca foi maior no grupo VD10 comparado ao controle. As demais variaveis de funcao

sistolica e diastolica ndo apresentaram diferencga estatisticamente significante entre os grupos.
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Tabela 6. Variaveis ecocardiograficas de morfologia do Experimento 1.

Variavel C (n=21) VD3 (n=22) VD10 (n=21) P1 P2

AE (mm) 4,19%0,50 4,26%0,65 4,0140,52 0,346 0,323
AE/PC (mm/kg) 9,92+1,05 9,94%1,49 9,5741,39 0,602 0,407
AE/AO 1,14 (1,07-1,22) 1,23 (1,09-1,36) 1,19 (1,13-1,22) 0,378 0,758
Area AE (cm?) 0,2240,05 0,2440,05 0,2240,03 0,306 0,972
Area AE/PC (cm*/kg) 0,53%0,11 0,5620,11 0,53%0,08 0,464 0,960
DDVE (mm) 7,2240,52 7,30%0,58 7,314£0,47 0,837 0,581
DDVE/PC (mm/kg) 17,1+1,41 17,1+1,68 17,4+1,33 0,730 0,557
DSVE (mm) 3,0040,65 3,1140,58 3,1240,52 0,764 0,507
EPP (mm) 1,35+0,16 1,41+0,24 1,44+0,19 0,366 0,163
ERPP 0,37 (0,35-0,40) 0,39 (0,35-0,44) 0,41 (0,37-0,43) 0,334 0,155

Dados expressos em média * desvio padrio ou mediana e percentil 25 e 75, n: numero de animais em cada grupo. C: grupo
controle, sem suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragao; VD10:
grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol /kg de racao. AE: diametro do étrio esquerdo; PC: peso corporal; DDVE:
diametro diastolico do ventriculo esquerdo; DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo; EPP: espessura da parede posteior;
RPP: espessura relativa da parede posterior. P1: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de
tendéncia.
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Tabela 7. Variaveis ecocardiograficas de fun¢ao do Experimento 1.

Variavel C (n=21) VD3 (n=22) VD10 (n=21) P1 P2
FC (bpm) 303 (284-333)" 202 (274-313)™ 282 (263-293)° 0,024 0,006
DC (ml/min) 76,9 (69,3-97,3) 76,5 (64,4-85,0) 82,0 (73,8-90,3) 0,463 0,549
IC (ml/min/g) 0,20£0,05 0,18+0,05 0,20£0,05 0,341 0,931
FE 0,92+0,04 0,92+0,03 0,92+0,04 0,949 0,750
Enc (%) 58,5%8,29 57,6+6,21 57,46,83 0,855 0,596
Onda E (cm/s) 84,0 (76,3-90,0) 84,0 (78,0-89,0) 84,0 (74,3-89,3) 0,953 0,824
Onda A (cm/s) 57,8+11,3 53,9+10,4 56,3+13,3 0,556 0,681
E/A 1,45 (1,31-1,59) 1,57 (1,39-1,68) 1,47 (1,22-1,80) 0,284 0,737
TRIV/R-R 49,7 (44,5-58,0) 51,0 (46,7-57,4) 52,4 (49,9-59,8) 0,514 0,252
TDE (ms) 50,1+7,57 49,8+5,65 49,8+6,29 0,988 0,887

Dados expressos em média * desvio padrio ou mediana e percentil 25 e 75, n: nimeros de animais em cada grupo. C: grupo
controle, sem suplementa¢io de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragao; VD10:
grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragio. FC: frequéncia cardiaca; DC: débito cardiaco; IC: indice
cardfaco; FE: fracio de ejecdo; Enc: porcentagem de encurtamento; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIV/R-R:
TRIV normalizado para a frequéncia cardiaca (TRIV dividido pela raiz quadrada do R-R); TDE: tempo de desaceleragao da onda
E. P1: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de tendéncia. Letras diferentes indicam

diferenca significante entre os grupos.
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5.1.7 Variaveis morfométricas

Os dados relativos as variaveis morfométricas estio apresentados na tabela 8. Como
podemos observar niao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos, para

nenhuma das variaveis analisadas.
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Tabela 8. Variaveis morfométricas do Experimento 1

Variavel C (n=21) VD3 (n=22) VD10 (n=21) P1 P2
PVE (mg) 838+80,3 8234854 843%90,9 0,743 0,846
PVE,/PC (mg/g) 1,97+0,15 1,92+0,13 2,01+ 0,19 0,160 0,435
PVD (mg) 223436,0 2314363 2314354 0,733 0,499
PVD/PC (mg/g) 0,53%0,07 0,5420,06 0,55%0,06 0,599 0,325
PA (mg) 35,5125 4324133 40,6%14,2 0,188 0,235
PA/PC (mg/e) 0,08440,029 0,10140,033 0,097+0,034 0,230 0,215

Dados expressos em média * desvio padrio, n: numeros de animais em cada grupo. C: grupo controle, sem

suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UT de colecalciferol/kg de ragao; VD10: grupo
suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racao. PVE: peso do ventticulo esquerdo; PC: peso corporal;
PVD: peso do ventriculo direito; PA: peso dos atrios. P1: valor de p da ANOVA de 1 via; P2: valor de p para teste de

tendéncia.
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5.2 Experimento 2

5.2.1 Variaveis ecocardiograficas de morfologia e fungio do experimento 2

Como podemos observar na tabela 9, nao houve diferenga estatisticamente significante
para o PC entre os grupos estudados. Com relagio as variaveis ecocardiograficas de morfologia,
houve maiores valores do AE (figura 22), tanto em valores absolutos como normalizado pelo Ao
(figura 23) nos grupos suplementados com colecalciferol, quando comparados ao C-4. O
aumento do AE e do AE/ Ao foi dose dependente. O AE normalizado pelo PC foi maior apenas
no grupo VD3-4 comparado ao C-4. O vol AE em valores absolutos (figura 24) e normalizado
pelo PC (figura 25) foi maior no grupo VD10-4 comparado ao C-4 e seu aumento foi dose
dependente. Para a EPP (figura 26) e ERPP (figura 27), os valores foram maiores nos grupos
suplementados com colecalciferol quando comparados ao C-4. O aumento de ambas as variaveis
foi dose dependente. Para as demais variaveis de morfologia ndo houve diferenca entre os
grupos.

Com relagdo as variaveis ecocardiograficas de fungao, apresentadas da tabela 10, nio
houve diferenca estatisticamente significante para as variaveis de funcao sistolica FC, DC, IC, FE,
Enc. Para as variaveis de fungao diastolica, o TDE apresentou menores valores no grupo VD10-
4 quando comparado ao VD3-4 (figura 28). A onda E tricuspide (figura 29) apresentou uma
diminui¢ao dose dependente. A razao entre as ondas E e A tricuspide foi menor no grupo VD10-
4 comparado ao C-4, sendo sua diminui¢ao dose dependente (figura 30). Para as demais variaveis
de funcao diastdlica, nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. A tabela
11 apresenta os dados ecocardiograficos avaliados por doppler tissular. A razio E/E’ tricuspide
apresentou uma diminui¢ao dose dependente. Para as demais variaveis de fungao, avaliadas pelo

doppler tissular, nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Tabela 9. Variaveis ecocardiograficas de morfologia do Experimento 2.

Varivel C-4 (n=14) VD3-4 (n=16) VD10-4 (n=16) P1 P2

PC (o) 435 (388-466) 455 (410-467) 427 (405-447) 0510 0472
AE (mm) 3,80 (3,30-4,00)° 5,00 (4,40-5,20) 4,45 (4,20-4,60)° <0,001 0,006
AE/PC (mm/kg) 8,90 (7,57-11,04)* 11.04 (9,57-12,30)° 10,30 (9,84-10,79) 0,023 0,053
AE/Ao 1,1040,15° 1,360,20° 1,29+0,17° <0,001 0,004
Vol AE (cm’) 0,053 (0,057-0,060) 0,067 (0,051-0,073)™ 0,073 (0,060-0,089)" 0,002  <0,001
Vol AE/PC (cm’/kg) 0,12 (0,11-0,14)° 0,14 (0,13-0,16)™ 0,18 (0,15-0,22)" 0,002  <0,001
DDVE (mm) 7,2340,15 6,98+0,14 7,05+0,14 0482 0,405
DDVE/PC (mm/kg) 16,8 (15,6-17,5) 15,8 (15,4-16,7) 16,5 (15,7-17,2) 0241 0,902
DSVE (mm) 3,35 (3,10-3,60) 3,30 (3,20-3,60) 3,45 (3,10-4,00) 0023 0,782
EPP (mm) 1,30 (1,30-1,50)° 1,80 (1,75-2,00)" 1,80 (1,65-1,80)" <0,001  <0,001
ERPP 0,39+0,001% 0,52+0,02" 0,50+0,02" <0,001  <0,001

Dados expressos em média + desvio padrio ou mediana e percentil 25 e 75, n: nimero de animais em cada grupo. C: grupo controle, sem
suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragao; VD10: grupo suplementado com
10.000UT de colecalciferol /kg de rac¢ao. AE: diametro do étrio esquerdo; PC: peso corporal; DDVE: didmetro diastélico do ventriculo
esquerdo; DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo; EPP: espessura da parede posteior; RPP: espessura relativa da parede
posterior. P1: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de tendéncia. Letras diferentes indicam diferenca
significante entre os grupos.
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Tabela 10. Variaveis ecocardiograficas de fun¢ao do Experimento 2.

Variavel C-4 (n=14) VD3-4 (n=16) VD10-4 (n=16) P1 P2

FC (bpm) 27449,06 2821848 275+8,48 0,776 0,959
DC (ml/min) 94,6+5,88 97,7+5,50 97,5+5,50 0,934 0,757
IC (ml/min/g) 0,20 (0,19-0,26) 0,22 (0,20-0,25) 0,20 (0,18-0,29) 0,835 0,969
FE 0,90 (0,87-0,92) 0,89 (0,87-0,91) 0,88 (0,84-0,90) 0,465 0,219
Enc (%) 53,2 (49,3-56,3) 52,6 (49,3-55,0) 50,4 (46,2-53.,9) 0,465 0,219
Onda E mitral (cm/s) 83,5 (79,0-89,0) 79,0 (76,0-85,5) 82,5 (68,5-88,0) 0,638 0,456
Onda A mitral (cm/s) 53,5 (45,0-60,0) 45,5 (41,0-52,0) 54,5 (45,5-57,5) 0,261 0,864
E/A mitral 1,5940,100 1,6940,094 1,490,094 0,440 0,525
TRIV/R-R* 57,3 (47,0-63,4) 57,6 (45,9-64,3) 63,2 (56,2-65.4) 0,388 0,224
TDE (ms)** 56,2+2,30*" 63,9+2,75" 50,8+2,57" 0,026 0,197
Onda E tricdspide (cm/s) 40,5 (29,0-48,0) 32,0 (29,5-37,5) 30,5 (25,0-36,5) 0,078 0,026
Onda A tricspide (cm/s) 50,0+14,0 51,2+14,9 56,149,9 0,394 0,207
E/A tricaspide 0,67 (0,57-1,28)" 0,58 (0,52-0,71)*" 0,53 (0,47-0,60)" 0,028 0,006

Dados expressos em média * desvio padrio ou mediana e percentil 25 e 75, n: nimeros de animais em cada grupo. C: grupo controle, sem suplementagio de

colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragio; VD10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racio.

FC: freqiiéncia cardiaca; DC: débito cardiaco; IC: indice cardfaco; FE: fracio de ejecdo; Enc: porcentagem de encurtamento; TRIV: tempo de relaxamento

isovolumétrico; TRIV/R-R: TRIV normalizado para a frequéncia cardiaca (TRIV dividido pela raiz quadrada do R-R); TDE: tempo de desaceleragio da onda E

mitral. P1: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de tendéncia. Letras diferentes indicam diferenga significante entre os

grupos. * para o TRIV/R-R o numero de animais por grupo ¢é de: C-4=13; VD3-4=12; VD10-4=14. ** para o TDE o nimero de animais por grupo é de: C-

4=10; VD3-4=7; VD10-4=8.
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Tabela 11. Variaveis ecocardiograficas de funcao por doppler tissular do Experimento 2.

Variavel C-4 (n=14) VD3-4 (n=16) VD10-4 (n=16) P1 P2
Onda A* mitral (cm/s) 45 (4,0-6,0) 5,0 (4,0-6,7) 5,2 (5,0-5,8) 0,420 0,204
Onda E* mitral (cm/s) 4,0 (4,0-5,0) 5,0 (4,0-5.4) 4,0 (3,8-4,9) 0,129 0,378
Onda S* mitral (cm/s) 5,5241,11 5,3620,72 5,11£0,64 0,408 0,188
Onda A" trictspide (cm/s) 426%1,17 4314138 4,56%1,81 0,837 0,529
Onda E tricdspide (cm/s) 4,00 (3,00-4,00) 4,00 (3,25-4,45) 4,05 (3,30-5,00) 0,698 0,415
Onda S" trictspide (cm/s) 5,11£1,04 4,7240,88 5,46£0,58 0,055 0,257
E’/A’ mitral 0,81 (0,75-1,33) 0,87 (0,69-1,49) 0,78 (0,65-0,86) 0,217 0,134
E’/ Atrictspide 0,90 (0,75-1,25) 0,64 (0,63-1,33) 0,78 (0,64-1,71) 0,941 0,917
E/E’ mitral 18,9+5,29 16,1+3,45 18,9+4,59 0,147 0,995
E/E’ tricdspide 10,6+3,33 8,8+3,13 8,0£2,62 0,071 0,025

Dados expressos em média £ desvio padrio ou mediana e percentil 25 e 75, n: nimeros de animais em cada grupo. C: grupo controle, sem

suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UT de colecalciferol/kg de racio; VD10: grupo suplementado com 10.000U1

de colecalciferol/kg de ragao. Onda A’ mitral: deslocamento diastélico tardio do anel mitral; Onda E’mitral: pico de velocidade de deslocamento

diastélico inicial do anel mitral; Onda S’mitral: velocidade maxima de deslocamento sistolico do anel mitral; Onda A’tricuspide: deslocamento

diastélico tardio do anel tricuspide; Onda E’tricuspide: pico de velocidade de deslocamento diastolico inicial do anel tricuspide; Onda S’tricuspide:

velocidade maxima de deslocamento sistélico do anel tricuspide. P1: valor de p da ANOVA de 1 via ou Kruskal Wallis; P2: valor de p para teste de

tendéncia.
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Figura 22. Diametro do atrio esquerdo.

C-4: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferol’kg de ragio. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,006 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 23. Diametro do atrio esquerdo normalizado pelo diametro da aorta.

C-4: grupo controle, sem suplementagio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferol’kg de racio. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,004 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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Figura 24. Volume do atrio esquerdo.

C-4: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de ragio. P1= 0,002 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 25. Volume do atrio esquerdo normalizado pelo peso corporal.

C-4: grupo controle, sem suplementagio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferol’kg de racio. P1= 0,002 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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Figura 26. Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo.

C-4: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de racio. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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Figura 27. Espessura relativa da parede posterior do ventriculo esquerdo.

C-4: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero) VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de ragio. P1< 0,001 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 < 0,001 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 28. Tempo de desaceleracio da onda E mitral.

C-4: grupo controle, sem suplementagio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de racio. P1= 0,026 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,197 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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Figura 29. Onda E tricaspide.

C-4: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero) VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferol’kg de ragio. P1= 0,078 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,026 (valor de p
para teste de tendéncia).
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Figura 30. Onda E tricaspide/Onda A tricuspide.

C-4: grupo controle, sem suplementagio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de racio. P1= 0,028 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,006 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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5.2.2 Variaveis morfométricas

Os dados relativos as variaveis morfométricas estdo apresentados na tabela 12. Como
podemos observar ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos, para as
variaveis PVE em valores absolutos e normalizado pelo PC, nem para a variavel PVD. As
vatiaveis PVD/PC (figura 31), PA (figura 32) ¢ PA/PC (figura 33) foram maiores no grupo

VD10-4 comparado ao C-4. Além disso, o aumento dessas variaveis foi dose dependente.
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Tabela 12. Variaveis morfométricas do Experimento 2

Variavel C-4 (n=14) VD3-4 (n=16) VD10-4 (n=16) P1 P2

PVE (mg) 808+108 8301101 820+80 0,821 0,735
PVE/PC (mg/g) 1,9740,15 1,92+0,13 2,01+ 0,19 0,160 0,240
PVD (mg) 196+30,4 2024174 210+22,7 0249 0,101
PVD/PC (mg/g) 0,45510,033* 0,462+0,034° 0,496+0,050" 0,014 0,007
PA (mg) 35,6+7,39° 40,149,10°° 45,049,537 0,020 0,005
PA/PC (mg/g) 0,08310,016" 0,092+0,019°? 0,106+0,021" 0,006 0,002

Dados expressos em média * desvio padrio, n: numeros de animais em cada grupo. C: grupo controle, sem
suplementacio de colecalciferol; VD3: grupo suplementado com 3.000UT de colecalciferol/kg de ragao; VD10: grupo
suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racao. PVE: peso do ventticulo esquerdo; PC: peso corporal;
PVD: peso do ventriculo direito; PA: peso dos atrios. P1: valor de p da ANOVA de 1 via; P2: valor de p para teste de
tendéncia. Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 31. Peso do ventriculo direito normalizado pelo peso corporal.

C-4: grupo controle, sem suplementagio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferofkg de racio. P1=0,014 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,007 (valor de p para
teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 32. Peso dos atrios.

C-4: grupo controle, sem suplementacio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferolkg de ragio. P1= 0,020 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,005 (valor de p

para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenca significante entre os grupos.
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Figura 33. Peso dos atrios normalizado pelo peso corporal.

C-4: grupo controle, sem suplementagio de colecalcifero] VD3-4: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferofkg de racio; VD10-4: grupo suplementado com 10.000UI de
colecalciferol’kg de racio. P1= 0,006 (valor de p ANOVA de 1 via); P2 = 0,002 (valor de p
para teste de tendéncia). Letras diferentes indicam diferenga significante entre os grupos.
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6. DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a suplementa¢ao de vitamina D (VitD) por dois meses em ratos
normais esta associada com o aumento da expressao da proteina de interagdo com a tiorredoxina
(TXNIP), e consequente diminui¢ao da atividade da tiorredoxina (Trx). Adicionalmente, os
animais apresentaram remodelacdo cardiaca, a qual foi acompanhada de estresse oxidativo,
diminui¢ao de fatores anti-apoptoticos, aumento de mediadores inflamatoérios e alteragao do
metabolismo energético cardiaco. Com o aumento do tempo de suplementacio de VitD, por 4
meses, Os animais apresentaram hipertrofia cardfaca e disfun¢do diastélica. A alteracido das
proteinas TXNIP e Trx pode ser um dos mecanismos envolvidos no processo de remodelagao
cardiaca observado nos animais suplementados com VitD.

O estado nutricional relativo a VitD é mensurado por meio da concentragao sérica do
metabolito 25 (OH) D; e nao pela forma biologicamente ativa da VitD. O 1,25 (OH), D, nao é
indicado para esse proposito devido as seguintes razdes: 1) as concentragdes séricas de 1,25
(OH), D, sao mantidas pelo organismo dentro de faixa normal; 2) as concentragoes séricas de 25
(OH) D; sido aproximadamente cem vezes maiores que as de 1,25 (OH), D;; e 3) a meia-vida do
1,25 (OH), D, ¢ de aproximadamente seis horas, enquanto a do 25 (OH) D,, é de duas a trés
semanas (2, 76, 77).

Em nosso estudo, os animais suplementados com VitD apresentaram maiores valores
plasmaticos de 25 (OH) D,. Esses valores foram consistentes com dados mostrados em outros
estudos, cujas doses de VitD suplementadas foram similares as nossas. (58, 78). Os animais que
receberam VitD mostraram também discreto aumento do cilcio sérico. No entanto, os valores
estdo dentro dos limites de normocalcemia encontrados para ratos na literatura (8, 58, 78, 79).
Adicionalmente, os valores de 25 (OH) D; e de calcio estio abaixo dos valores que causaram
sinais de toxicidade pela VitD, no estudo realizado Shepard and Deluca (58).

Estudos tém mostrado que o 1,25 (OH), D, regula positivamente a expressao da TXNIP
(39, 80). Consistente com esses estudos, nossos dados mostraram que os animais suplementados
com a maior dose de colecalciferol apresentaram maior expressao da TXNIP e que seu aumento
foi dose dependente. A TXNIP tem sido mostrada ser reguladora negativa endégena da proteina
Trx. Ela interage com a Trx diminuindo sua atividade redutora e sua expressao (45). Sendo assim,
em nosso estudo, o aumento da expressio da TXNIP nos animais suplementados com 10.000U1
de colecalciferol, pode ter sido responsavel pela menor da atividade redutora da Trx, observada
nesses animais. O aumento da expressio da TXNIP, pode também ter levado a diminuigdo dose

dependente da atividade da Trx e da expressaio da Trx-1. Como a atividade da tiorredoxina
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redutase (TrxR), ndo foi diferente entre os grupos, esta nao teve participagao na diminuicao da
atividade redutora da Trx.

Tanto a TXNIP quanto a Trx sdo responsaveis por regular diferentes vias de sinalizacdo
que podem modular a funcdo cardiaca, tais como sinalizacao redox, apoptose, inflamacao,
metabolismo energético e crescimento celular (41, 47, 51-55). O sistema Trx é o maior sistema
antioxidante do tipo tiol-dissulfeto 6xido redutases das células (51, 81, 82). A trx modula os sinais
de transducao das espécies reativas (ERs) agindo de duas formas. Por exemplo, ela pode agir
diretamente sobre as ERs, doando equivalentes redutores para neutraliza-las. Como acontece
com o peroxido de hidrogénio. A Trx pode também modular os sinais de transducdo das ERs
agindo indiretamente sobre proteinas dissulfetos oxidadas e sobre antioxidantes enzimaticos e
nao-enzimaticos. Ao atuar sobre proteinas dissulfetos oxidadas ela reduz os grupos tidis dessas
proteinas, que foram oxidados por ERs. Além disso, ela atua na homeostase de algumas enzimas
e proteinas antioxidantes. A Trx doa equivalentes redutores para a regeneragao da glutationa
peroxidase (GPx), da superdxido dismutase (SOD), da glutationa oxidada (GSSG) e para a
ativagao da peroxirredoxina (Prx), uma importante enzima antioxidante que reduz perdxido de
hidrogénio, hidroperéxido de lipidio e peroxinitrito utilizando obrigatoriamente a Trx como
doador de elétrons (83, 84). Portanto, a TXNIP pode participar do balance redox no coragio,
desde regula a atividade e expressio da Trx.

O estado redox celular ¢é determinado pela quantidade de ERs produzidas
endogenamente pela célula e pela eficicia dos sistemas antioxidantes (85). Varios sistemas
celulares produzem ERs durante o metabolismo celular normal. Para manutencio dos niveis
normais dessas espécies, as células dispoem de mecanismos antioxidantes. A primeira linha de
defesa ¢ composta pelas enzimas SOD, GPx e catalase (CAT), que vao reduzir as ERs até a
formacao de H,O (85). Quando ocorre um desequilibrio entre a produgdo de ERs e a atividade
dos sistemas antioxidantes, que favore¢a o aumento das ERs, a célula encontra-se sob estresse
oxidativo (EO) (86). Este estado redox conduz a danos oxidativos nas macromoléculas como,
por exemplo, oxidagao dos aminoacidos, quebra da cadeia e oxidagdo das bases do DNA,
peroxidagao lipidica (peroxidacao dos fosfolipidios, glicolipidios e colesterol celular pelas ERs,
formando hidroperoxido de lipidio), entre outros, que podem comprometer a viabilidade celular
(87-89).

Em nosso estudo, os animais suplementados com VitD encontram-se sob estresse
oxidativo. Isto pode ser observado pela diminui¢ao da atividade das enzimas antioxidantes SOD
e GPx e pelo aumento da peroxidacio lipidica nesses animais. A diminui¢ao da atividade das

enzimas antioxidante e o aumento da peroxidagao lipidica foi dose dependente. O aumento da
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expressao da TXNIP, acompanhado pela diminuigao da atividade redutora da Trx, observada nos
animais suplementados com VitD, pode ser o mecanismo responsavel pelo desequilibrio redox
observado em nosso estudo.

Semelhante aos nossos resultados, alguns estudos realizados com cultura de células
tumorais e com adipécitos e células 6sseas humanas, tém mostrado que o tratamento com 1,25
(OH), D; diminui a expressao e atividade da SOD e a quantidade da glutationa reduzida. Além
disso, observaram também aumento da producao de ER de oxigénio, especificamente superoxido
e peréoxido de hidrogénio. Estes resultados foram revertidos com pré-tratamento com
antioxidantes (90-95). No entanto, esses estudos ndo analisaram a participagao do complexo
TXNIP-Trx.

Em condicbes de estresse oxidativo celular, em adicio aos sistemas antioxidantes
enzimaticos citados acima, a célula também dispoe de enzimas antioxidantes de fase II. As ERs
ativam o sistema conhecido como Kelch-like ECH-associated Protein 1 (Keap-1)/Fator Nuclear
Eritréide (N1f-2), que no nucleo ird aumentar a expressao de enzimas antioxidantes de fase 1I,
tais como heme oxigenase-1 (HO-1) e glutationa peroxidase-1 (GPx-1) (96). Sob condi¢bes basais
(auséncia de stress oxidativo ou outro sinal que induza a ativagao do sistema) a proteina Nrf-2
encontra-se sequestrada no citosol por a¢io de duas moléculas de Keap-1 e, assim, inativa. O
homodimero de Keap-1 serve de intermediario a ligase E3 ubiquitina (Cul3-Rbx1) que marca por
ubiquitinagao a proteina Nrf-2 para degradagdo proteossomal. Posto isto, a proteina Nrf-2
apresenta niveis basais baixos, resultantes do balanco entre a sintese de novo e a degradacio
proteossomal (97). Quando a célula encontra-se sob estresse oxidativo, o sistema Keap 1/Ntf-2
¢ ativado e o Nrf-2 se desliga do Keap-1 e migra para o nicleo, onde se liga a regioes especificas
do DNA (elementos de resposta antioxidante — ARE), regulando a expressio de enzimas
antioxidantes (98, 99).

Em nosso estudo, embora os animais suplementados com VitD tenham apresentado
aumento do estresse oxidativo, ndo foi observada alteracio na expressio do Nrf-2 nuclear, nem
tampouco das enzimas antioxidantes HO-1 e GPx-1. Estudos tém mostrado que dependendo do
agente indutor do estresse oxidativo, da intensidade e duracdao e do tipo de célula e seu estado
fisiolégico, diferentes vias de sinalizagao antioxidante sio ativadas (100). Por exemplo, em
situacOes de estresse oxidativo de baixa intensidade o sistema Keap-1/Nrf-2 é o principal sistema
antioxidante ativado. Entretanto, situacGes de estresse oxidativo intermediario ativam outra via,
tais como a via do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) e em situac¢oes de estresse oxidativo de alta
intensidade os sistemas antioxidantes sao oprimidos e a abertura de canais mitocondriais é

estimulada, e ira induzir a apoptose (100).
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A duragao do estresse oxidativo também determina se o sistema Keap-1/Nrf-2 serd
ativado. Na doengca renal aguda o sistema ¢é ativado para diminuir o estresse oxidativo, porém, na
doenga renal cronica nao. Ainda nao se sabe ao certo qual o mecanismo que impede a ativagao na
doenca renal cronica (101). Além disso, em algumas situagdes patologicas, como na hipoxia, sabe-
se que o Nrf-2 nao aumenta. Mecanismos reguladores como a proteina ligase 2 E3 ubiquitina
(Siah2), que esta ativada na hipoxia, se liga ao Nrf-2 e aumenta sua degradacio, impedindo que
ele atue sobre as ARE e aumente a expressio de proteinas antioxidantes. Em nosso modelo,
parece haver algum mecanismo que impediu a ativagao do Nrf-2 (102).

O sistema Keap-1/Ntf-2 é regulado por diferentes mecanismos. Isto é necessario para
impedir os efeitos deletérios da indugao prolongada de proteinas citoprotetoras (103, 104). A
ativagao do Nrf-2 e migracao para o nucleo pode ocorrer por oxidagao de residuos de cisteina do
Keap-1, fazendo com que este se desligue do Nrf-2 (105, 106), ou por fosforilagio do préprio
Nrf-2 por proteinas kinases (107, 108). O aumento do Nrf-2 no nucleo ativa regides ARE do
proprio Nrf-2, regulando-o positivamente e aumentando sua sintese de novo (109). Entretanto, o
aumento muito intenso do Nrf-2 no nucleo ativa transcricio do Keap-1 e Cul3-Rbx1 para
aumentar sua degradagao e diminuir sua quantidade no nicleo (110, 111). Estudos tém mostrado
que dentre as proteinas kinases responsaveis pela ativagdo do Nrf-2 estio as proteinas da via
Fosfoinositol 3-quinase (PI3K)/Proteina Kinase B (Akt). Inibidores de PI3K inibem a
translocacao do Nrf-2 para o nucleo e a sintese de novo sob condigao de estresse oxidativo (112).
A Trx-1 tem sido mostrada interagir com a proteina Fosfatase e Tensina Homoéloga (PTEN), um
inibidor da via PI3K/Akt. Quando a Trx se liga ao PTEN ela impede que ele consiga inibir a via
PI3K/Akt. Logo, na auséncia da Trx, o PTEN fica livre, e a atividade da via PI3K/Akt é
atenuada (113). Xu et al. (2013) (114) mostraram também que compostos que aumentam a
oxida¢ao da Trx podem interferir com a ativagio do Keap-1. Sendo assim, a diminui¢ao da
atividade da Trx observada em nosso estudo, pode estar contribuindo para a nio ativagio do
sistema Keap-1/Nrf-2 em nossos animais suplementados com VitD.

Além de sua extensa participacao na regulagao redox celular, a TXNIP e a Trx também
tem sido implicadas nas alteragoes celulares responsaveis pela apoptose (44, 53). A Trx, além de
exercer efeito anti-apoptético, por meio de seu papel antioxidante, também regula proteinas
importantes de vias pré e anti-apoptoéticas. Sendo assim, sua inibi¢do pode desregular essas vias
levando a morte celular (53).

A apoptose é um processo biolégico fundamental e complexo que permite que ocorra
morte celular de maneira programada. A apoptose permite ao organismo remover as células

indesejadas durante seu desenvolvimento, durante a homeostase normal e durante processos
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patoldgicos (115, 116). Para a ocorréncia da apoptose ¢ necessario a interagao de fatores pré e
anti-apoptoticos (117). Dentre os fatores pré-apoptoticos, destacam-se as proteinas caspases. As
caspases sio proteases sintetizadas como precursores inativos (pro-caspases), que sao ativados
quando a célula recebe algum sinal de morte (118). Elas estimulam uma cascata de sinalizagao,
por meio da clivagem de varios substratos, que vao desencadear alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas na célula, as quais irdo resultar em morte celular (118, 119). Até o momento foram
descritos 14 tipos de caspases. (120). Dentre elas, esta a caspase-3, fator essencial para algumas
das alteragoes morfologicas e bioquimicas que ocorrem durante a apoptose, além de ser efetor
tinal de varias vias de sinalizagao para morte celular (119, 121). A regulacdo da apoptose também
depende da concentragdo de proteinas, como Bax e Bcl-2. A formagao de dimeros Bax-Bax cria
poros na membrana mitocondrial e facilita a liberacdo de citocromo C. O citocromo C ¢ uma
proteina localizada na mitocondria, que ¢ liberada no interior da célula onde interage com pro-
caspases estimulando, por sua vez, a apoptose. Ja a formag¢ao de dimeros Bcl-2-Bax previne a
formacao destes poros, inibindo apoptose (122). A homeostasia celular é mantida pelo equilibrio
entre a quantidade de proteinas anti-apoptoticas e pro-apoptéticas. Em nosso estudo nos
observamos menor expressio da Bcl-2 nos animais suplementados com a maior dose de
colecalciferol, além de uma diminui¢ao dose dependente da expressdao dessa proteina. Porém, nao
observamos alteracao da caspase-3 nos animais suplementados com VitD quando comparados ao
controle.

Estudo realizado por Minn et al (2005) (123) mostrou que a TXNIP regula negativamente
a expressao génica da Bcl-2, podendo ser esse um dos mecanismos que levou a diminuigao da
Bcl-2 em nosso estudo.

Além disso, estudos realizados com células tumorais tratadas com VitD mostraram que
ela aumenta a apoptose dessas células, exercendo efeito antitumoral (95, 124-127). Um dos
mecanismos envolvidos no efeito pré-apoptético da VitD podem ter sido dependentes do
estresse oxidativo gerado nessas células (95, 124, 125). As ER provocam morte celular por
ativagdo das vias de morte (como por exemplo, as vias das caspases) e/ou por danificar
componentes celulares importantes, tais como DNA, proteinas mitocondriais e lisossomos.

Outra mecanismo observado foi a diminui¢ao da expressao da Bcl-2 (126). A diminui¢ao
na expressaio da Bcl-2 levou a mudangas do potencial de membrana e no metabolismo
mitocondrial, culminando com a morte celular. De fato, quando o gene da Bcl-2 foi
superexpresso , a apoptose induzida pela VitD foi bloqueada (126, 127). Esses resultados
mostram que a regulacio da funcdo mitocondrial pela Bcl-2 pode também ser um fator

importante na modulacdo da apoptose pela VitD. Além da participagao da Bcl-2, na apoptose
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induzida por VitD, alguns trabalhos com células tumorais também analisaram a participa¢ao das
vias das caspases. Os autores mostraram que a VitD pode induzir apoptose de maneira
dependente e independente da via das caspases (95, 124, 125, 127). Em alguns modelos essa via
nao foi ativada ou nao foi crucial na induc¢do da apoptose, ou seja, quando a atividade da caspase-
3 foi inibida, isso ndo bloqueou a indugdao da apoptose pela VitD (124). Portanto, em nosso
estudo, a diminuicdo da expressio da Bcl-2, pode ser fator crucial na indugido de apoptose dos
cardiomidcitos, mesmo sem alteracao da caspase-3.

Sendo assim, os mecanismos envolvidos na alteragio de marcadores de apoptose,
mediados pelo tratamento com a VitD, podem estar relacionados tanto com o aumento da
expressao da TXNIP, a qual regula negativamente a Bcl-2, como com o aumento da interagao
TXNIP-Trx. Isso levaria a diminui¢do da Trx reduzida e consequentemente ao aumento do EO e
inducao da apoptose. De fato, estudo in vivo, com células epiteliais humanas, mostrou que o
tratamento com VitD aumenta a expressio da TXNIP e consequentemente diminui a atividade
da Trx, ativando assim a apoptose. A ativagao da apoptose foi relacionada com o aumento do
EO e com a diminui¢ao da expressao da Bcl-2 (53).

E bem conhecido que a VitD exerce um importante papel na modulacio do sistema
imune e da resposta inflamatéria (128). Em nosso estudo, nds observamos maiores valores de
mediadores pro e anti-inflamatérios e da molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) nos animais
suplementados com a maior dose de colecalciferol, além de um aumento dose dependente desses
mediadores. Estudos mostraram que a Trx exerce efeito anti-inflamatério atuando sobre
diferentes tipos de células imunes. Além disso, ela regula fatores de transcricao que modulam a
producdo de citocinas inflamatérias e de moléculas de adesio (52). Por outro lado, a TXNIP
possui a¢ao inflamatoria ativando diretamente inflamassomas (129) e células imunes como os
linfécitos T Natural Killer (130). Além disso, a TXNIP também esta associada a processos
inflamatérios em diferentes patologias (131). Sendo assim, a alteragdo das proteinas TXNIP e Trx
pode ter sido o mecanismo que levou ao aumento das citocinas inflamatérias e da ICAM-1 em
nossos animais suplementados com VitD.

Adicionalmente, sabe-se que VitD induz a producio de citocinas dos linfécitos T Helper
2, dentre elas a interleucina-10 (IL-10) (132, 133). Isso explica o aumento dose dependente da
IL-10 nos animais suplemntados com VitD.

O musculo cardiaco necessita de alta producao de ATP, a qual ¢é realizada de maneira
eficiente pelas mitocondrias. Sob condi¢bes aerébias, 90% da producao de ATP é derivada da
oxidacao de acidos e formagiao de Acetil-Coenzima A, que sera oxidada no ciclo do acido

tricarboxilico (TCA) (134). Entretanto, durante o processo de remodelagdao cardiaca a oxidagao
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de acidos graxos diminui, e o suprimento de Acetil-Coenzima A para o TCA ¢ derivado da
oxidagao da glicose. Posteriormente, o TCA também ¢ prejudicado e apenas a oxidagiao da
glicose pela via glicolitica é responsavel pela geracao de ATP (135). Essas mudangas levam ao
prejuizo na producao de energia para o coracao e consequentemente a disfuncao cardiaca (1306).
Essas alteragdes no metabolismo podem ser mediadas por dois importantes fatores de
transcri¢ao, os maiores reguladores da biogénese e respiracio mitocondrial, sao eles o coativador-
1 o do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma y (PGC-1a) e receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma o (PPAR o) (137, 138)

PGC-1a é um coativador transcricional que se liga ao PPARa e ao receptor rexindide
(RXR) formando um complexo que ird atuar sobre regides especificas do DNA regulando a
transcricdo de enzimas da B-oxidag¢ao de acidos graxos e da cadeia transportadora de elétrons
(ETC), além de inibir, a oxida¢dao de piruvato (137, 138). Ambos os fatores de transcricao sao
altamente expressos no coragao (138-141) e a delegao especifica do PPAR-a (142-144) ou PGC-
la (145) leva a diminui¢ao da oxidagao de acidos graxos e disfuncdo cardiaca (130).

Em nosso estudo nés observamos diminui¢ao da expressaio do PGC-la nos animais
suplementados com 10.000 UI de coelcalciferol. Esses animais também apresentaram diminuigao
da B-oxidagdo acidos graxos, do TCA, e da ETC. Por outro lado, houve aumento da via
glicolitica. Essas alteragdes podem ter ocorrido devido a uma menor ativagao do PPAR-a por seu
cofactor PGC-1a, o que pode ter levado a diminui¢ao das enzimas da B-oxida¢iao acidos graxos,
do TCA, e da ETC.

Estudos tém mostrado que outra importante via de sinalizagao regulada pelas proteinas
TXNIP e Trx é o metabolismo energético. Tanto a TXNIP como a TRx parecem modular os
fatores PGC-1a e PPAR o (40, 54, 1406, 147). Estudos realizados com camundongos com o gene
da TXNIP deletado no coragao mostraram que ocorre aumento da expressio do PGC-1a e da
atividade do PPAR «, além de diminuicio da oxidagdo de glicose e aumento da oxidacdao de
acidos graxos (40, 42). Adicionalmente, estudos realizados com camundongos transgénicos que
superexpressam a Trx no cora¢ao, mostraram resultados semelhantes (147). Em nosso modelo,
temos uma situagdo contraria. A TXNIP esta superexpressa e em consequéncia a Trx estd
diminuida. Portanto, as alteragdes na expressao do PGC-1a e consequentemente nas enzimas do
metabolismo podem estar sendo mediadas pelo complexo TXNIP/Trx.

Em resumo, em nosso estudo, a suplementa¢ao de VitD levou ao aumento da expressao
da TXNIP. Consequentemente houve diminui¢ao da atividade da Trx. O aumento da expressao
da TXNIP, juntamente com a diminui¢ao da atividade da Trx pode ter levado ao EO, aumento

dos mediadores inflamatérios, diminuicdo do marcador anti-apoptético Bcl-2, e alteragio do
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metabolismo energético cardiaco. Essas alteracdes metabdlicas e moleculares poderiam resultar
na mudanga da morfologia cardiaca e na deterioragdo da capacidade funcional do coragao (148,
149). Entretanto, o estudo morfolédgico realizado por meio de ecocardiograma nos animais
suplementados por 2 meses com VitD ndo mostrou alteragdes de morfologia e fun¢iao cardfaca.
Por sua vez, quando aumentamos o tempo de suplementacao com VitD (4 meses), os animais
apresentaram maiores valores de espessura da parede posterior do VE e da espessura relativa da
parede posterior do VE, todos comparados ao controle. Essas alteracGes caracterizam a
ocorréncia de hipertrofia ventricular esquerda nos animais suplementados com VitD.

Em relacao aos efeitos da suplementacio de VitD nas variaveis funcionais, em nosso
estudo os animais nao apresentaram nenhuma altera¢ao na funcao sistlica. Entretanto, a fungao
diastolica foi pior nos animais suplementados com VitD, o que pode ser observado pelo aumento
dose dependente do diametro e volume do AE, tanto em valores absolutos como normalizados; e
pelo peso dos atrios, também em valores absolutos e normalizado pelo PC. Estudos tém
mostrado que a dilatagio do AE esta relacionada a disfuncdo diastélica do VE (150, 151).
Alteragoes no relaxamento e na complacéncia do VE promovem elevagio da pressio de
enchimento do VE. Consequentemente, ocorre elevagio da pressio no AE para manter o
enchimento ventricular. O aumento da tensao parietal leva a dilatagdo da camara atrial. Portanto,
o tamanho do AE pode funcionar como marcador da cronicidade da disfunc¢ao diastélica (150,
151).

Outras variaveis ecocardiograficas utilizadas para caracterizar a diastole ventricular s3o os
componentes de velocidade do fluxo mitral que incluem: a velocidade de enchimento rapido
precoce (onda E), velocidade de contragio atrial (onda A) e o TDE (152, 153). Alteragoes
precoces do relaxamento ventricular, ou seja, da funcdo diastélica, sao caracterizadas por
alongamento do TDE. No entanto, com a piora da fungdo diastdlica, o TDE ¢ restaurado,
criando um padrao "pseudonormal” apesar anormalidades moderadas do relaxamento ventricular.
Com a progressio da disfuncao, o relaxamento ventricular continua diminuindo e a pressio de
enchimento do VE aumentando, resultando em encurtamento do TDE (152, 153). Esses padroes
de alteracao no TDE podem estar ocorrendo nos nossos animais suplementados com VitD, uma
vez que os valores de TDE foram maiores nos animais do grupo VD3-4 e voltaram a diminuir
nos animais do grupo VD10-4. Essas mudancas representariam o inicio de uma disfuncao
diastdlica no grupo VD3-4 e uma piora da fun¢do diastélica , com padrio “pseudonormal”;, no
grupo VD10-4.

Os ventriculos direito e esquerdo estao intimamente relacionados devido a base

anatomica da sua morfologia, e ao fato de estarem contidos no interior do pericardio. Sendo
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assim, alteracdes na fun¢ao do VE, podem ser transmitidas ao lado direito do coracao, podendo
resultar em alteragdes secundarias na morfologia e funcio do VD (154). A massa muscular do
VD ¢ de aproximadamente um sexto da massa muscular do VE, sendo assim, o VD é menos
resistente a alteragoes de pressao e volume. Com aumento cronico da pressao no VE e AE, o VD
dilata e desenvolve hipertrofia muscular (154). Com o aumento do VD ocorre dilatagio do anel
da valva tricaspide e regurgitacdo tricuspide, podendo levar a alteragoes da fungao diastélica do
VD (155). Em nosso estudo os animais suplementados com VitD apresentaram alteragao dose
dependente da morfologia do VD, caracterizada pelo aumento dose dependente do PVD
normalizado pelo PC, sendo os maiores valores observado no grupo VD10-4 comparado ao C-4.
Além disso, esses animais apresentaram também piora da fun¢ao diastdlica do VD, observada
pela diminuicao dose dependente da onda E tricuspide e da razio E/A tricaspide, sendo os
valores menores no grupo VD10-4 comparado ao C.

Portanto, podemos observar em nosso trabalho, que a suplementacio de VitD em
excesso, porém em doses nao toxicas, foi um processo de agressio continua. Inicialmente
resultou em alteragdoes metabolicas e moleculares, e com o aumento do tempo de duragio, levou
a alteragbes de morfologia e piora da fungao, tanto do VE como do VD, as quais caracterizam o
processo de remodelacao cardiaca. Além disso, a intensidade das alteragoes observadas foi dose
dependente. O mecanismo que pode estar envolvido nas mudangas ocorridas é o aumento da

expressao da TXNIP e consequente diminui¢ao da atividade e expressao da Trx.

Discussdao 92



mwmwjoﬁoU
-__________________________________________



7. CONCLUSOES

A suplementacio de vitamina D leva a remodelagao cardiaca com aparecimento de
estresse oxidativo, diminuicdo de marcadores anti-apoptoticos, aumento de mediadores
inflamatorios e alteracio do metabolismo energéticos cardfaco. Com o aumento do tempo de
suplementacao de vitamina D ocorre hipertrofia cardiaca com disfuncao diastélica. As alteragoes

nas proteinas TXNIP e Trx podem ser o mecanismo envolvido nesse processo.
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