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A exposicdo a fumaca do cigarro resulta em remodelacdo cardiaca e esta relacionada
com disfuncéo ventricular. A atenuagdo da remodelacéo cardiaca pode ser importante para
melhor progndstico cardiovascular. A vitamina D (VD) tem se destacado por seu papel na
funcdo cardiaca e por atenuar a remodelacdo cardiaca em modelos de sobrecarga de pressao
ou de volume.

Objetivo: avaliar a influéncia da suplementacdo de VD sobre a remodelacéo cardiaca
induzida pela exposicdo & fumaca do cigarro (EFC) em ratos, se a VD atua de forma dose
dependente e verificar se esta atua¢do é por mecanismos anti-inflamatorios ou antioxidantes.

Métodos: Ratos machos Wistar com 200 a 250g foram alocados em seis grupos: 1)
VDO-NEFC, sem suplementacdo de VD e ndo EFC; 2) VD1-NEFC, suplementacdo de 1000
Ul VD/kg de ragdo e ndo EFC (n=8); 3) VD3-NEFC, suplementacdo com 3000 Ul VD/kg de
ragio e ndo EFC; 4) VDO-EFC, sem suplementacdo de VD e EFC; 5) VD1-EFC,
suplementagéo de 1000 Ul VD/kg de racdo e EFC; 6) VD3-EFC, suplementacédo de 3000 Ul
VD/kg de racdo e EFC. Apds dois meses, os animais foram submetidos & ecocardiografia e
eutanasiados para coleta de material biolégico. Foram avaliados porcentagem de colageno,
area seccional do midcito (ASM), estresse oxidativo e marcadores inflamatdrios no tecido
cardiaco e dosagens sanguineas de calcio, fosforo e do metabdlito 25-hidroxicolecalciferol.
Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias e apresentados em media + erro-padréo.
Foi utilizado teste de tendéncia (correlagdo de Spearman) para avaliar a resposta de dose
dependéncia.

Resultados: a EFC promoveu maior valor de parede posterior do ventriculo esquerdo
(EFC = 1,38 £+ 0,03; NEFC = 1,26 *+ 0,03; p = 0,009), maior diametro diastdlico do VE
corrigido pela tibia (EFC = 17,7 + 0,20; NEFC = 17,0 + 0,002; p = 0,033), maior massa do
VE (MVE) (EFC =603 + 23; NEFC =509 + 25; p = 0,007), maior indice de MVE (EFC = 1,8

+ 0,06; NEFC = 1,5 £ 0,07; p = 0,004), maior ASM (VDO-NEFC = 183 £ 50 e VDO-EFC=
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268 £ 28; p = 0,01). A EFC levou a maior concentragdo de hidroperoxido de lipideo (VDO-
NEFC = 337 + 26, VDO-EFC = 716 £ 22; p <0,01) e menor atividade das enzimas glutationa
peroxidase (VDO-NEFC = 37,8 £ 2,9; VDO-EFC = 29,9 £ 2,5; p = 0,05), catalase (VDO-
NEFC = 1,1 + 0,06; VDO-EFC = 0,6 + 0,05; p < 0,001) e superéxido dismutase (VDO-NEFC
= 3,96 (3,8-4,1); VDO-EFC = 2,29 (1,9-2,9); p < 0,001). N&o foi observada alteracfes de
colageno e dos marcadores de inflamagéo.

A suplementagéo de VD fez com fossem observados menores valores de ASM (VDO-
EFC = 268 + 28; VD1-EFC = 251 + 14 e VD3-EFC = 222 £ 11; p = 0,008), menor
hidroperoxido de lipideo (VDO-EFC = 716 + 82; VD1-EFC =519 + 86; VD3-EFC = 426 +
63; p<0,001) e maior atividade de glutationa peroxidase (VDO-EFC =29,9 + 2,5; VD1-EFC =
42,6 +2,9; VD3-EFC = 41,3 £ 3,2; p = 0,05), catalase (VDO-EFC = 0,6 + 0,05; VD1-EFC =
0,8 £ 0,06; VD3-EFC = 0,8 + 0,07; p < 0,001) e superdxido dismutase (VDO-EFC = 2,29 (1,9-
2,9); VD1-EFC=3,83 (3,7-3,9); VD3-EFC = 3,92 (3,6-4,5); p = 0,002) de modo dose
dependente.

Conclusdo: A suplementacdo de VD atenuou a remodelacdo cardiaca induzida pela

EFC com atuacdo na hipertrofia e no estresse oxidativo cardiaco.

Palavras-chave: exposi¢do a fumaca do cigarro; remodelacéo cardiaca; vitamina D.
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Exposure to tobacco smoke (ETS) results in cardiac remodeling and it is associated
with ventricular dysfunction. Attenuation of cardiac remodeling may be important for better
cardiovascular prognosis. Vitamin D (VD) has become known for its role in cardiac function
and VD supplementation attenuate cardiac remodeling in models of pressure or volume
overload in previous studies.

Objective: To evaluate the influence of VD supplementation on cardiac remodeling
induced by ETS in rats and whether VD actions are dose-dependent and if these actions
involve anti-inflammatory and antioxidant mechanisms.

Methods: Male Wistar rats with 200 to 2509 were allocated into six groups: 1) VDO-
NETS, with no supplementation of VD and no ETS, 2)-VD1-NETS, supplementation with
1000 1U VD/kg of diet and no ETS (n = 8); 3) VD3-NETS, supplemented with 3000 IU
VD/kg of diet and no ETS, 4) VDO-ETS, no supplementation of VD and ETS, 5)VD1-ETS,
VD supplementation with 1000 1U/kg of diet and ETS, 6) VD3-ETS, VD supplementation of
3000 1U/kg of diet and ETS. After two months, the animals underwent echocardiography and
euthanized for tissue collection. The collagen percentage, myocyte cross-sectional area
(MCA), oxidative stress and inflammation biomarkers in cardiac tissue were determined.
Blood levels of calcium, phosphorus and 25-hydroxycholecalciferol were also evaluated. Data
were analyzed by two-way ANOVA and presented as mean * standard error. Spearman
correlation test was used to evaluate the dose dependent response.

Results: ETS promoted greater value of left ventricular posterior wall (ETS = 1.38 =
0.03; NETS = 1.26 + 0.03, p = 0.009), LV diastolic diameter corrected by the tibia (ETS =
17.7 £ 0.20, 17.0 £ NETS = 0.002, p = 0.033), higher LV mass (LVM) (ETS = 603 + 23;
NETS = 509 £ 25, p = 0.007), higher LMV index (ETS =1.8 £0.06; NETS=15%0.07,p =
0.004), increased MCA (VDO- NETS = 183 + 50 and VDO-ETS = 268 £ 28, p = 0.01). The

ETS led to greater concentration of lipid hydroperoxide (VDO-NETS =337 £ 26, VDO-ETS =
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716 + 23, p <0.01) and lower activity of glutathione peroxidase (VDO-NETS-= 37.8 £ 2.9;
VDO-ETS =29.9 + 2.5, p = 0.05), catalase (VDO-NETS = 1.1 £ 0.06; VDO-ETS = 0.6 + 0.05,
p <0.001) and superoxide dismutase (VDO-NETS = 3.96 (3.8-4.1); VDO-ETS = 2.29 (1.9-
2.9), p < 0.001).

VD supplementation led to lower values of MCA (VDO-ETS = 268 + 28; VD1-ETS =
251 + 14 and VD3-ETS =222 + 11, p = 0.008), lower lipid hydroperoxide (VDO-ETS = 716 +
82; VD1-ETS = 519 * 86; VD3-ETS = 426 £ 63, p <0.001) and higher activity glutathione
peroxidase (VDO-ETS = 29.9 £ 2.5, VD1-ETS = 426 + 2.9; VD3-ETS =413+ 32, p =
0.05), catalase (VDO -ETS = 0.6 = 0.05; VD1-ETS = 0.8 £ 0.06; VD3-ETS = 0.8 £ 0.07, p
<0.001) and superoxide dismutase (VDO-ETS = 2.29 (1.9-2.9); VD1-ETS = 3.83 (3.7-3.9);
VD3-ETS = 3.92 (3.6-4.5), p = 0.002) in a dose dependent manner.

Conclusion: VD supplementation attenuated cardiac remodeling induced by the ETS

with actions on hypertrophy and oxidative stress.

Keywords: exposure to tobacco smoke, cardiac remodeling, vitamin D.
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O tabagismo é considerado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a principal
causa de morte evitavel em todo o mundo. A OMS estima que um terco da populacdo mundial
adulta, isto €, 1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas, sejam fumantes®. O total de mortes devido
a0 uso do tabaco atingiu 4,9 milhGes de mortes anuais, o que corresponde a mais de 10 mil
mortes por dia. Caso as atuais tendéncias de expansdo do seu consumo sejam mantidas, esses
nimeros aumentardo para 10 milhdes de mortes anuais por volta do ano 2030, sendo metade
delas em individuos em idade produtiva (entre 35 e 69 anos)?. No Brasil, estima-se que cerca
de 200.000 mortes/ano sdo decorrentes do tabagismo. De acordo com o Inquérito Domiciliar
sobre Comportamentos de Risco e Morbidade Referida de Doengas e Agravos Né&o
Transmissiveis, realizado em 2002 e 2003, entre pessoas de 15 anos ou mais, residentes em 15
capitais brasileiras e no Distrito Federal, a prevaléncia de tabagismo variou de 12,9 a 25,2%
nas cidades estudadas®. O maior niimero de fumantes estava concentrado na faixa etéaria dos
20 aos 49 anos®.

Entre os riscos a salde associados ao habito de fumar, destacam-se as alteracdes
cardiovasculares®. A fumaga do cigarro é pro trombogénica e aterogénica, aumentando o risco
de infarto agudo do miocardio, morte stbita, acidente vascular cerebral, aneurisma adrtico e
doenca vascular periférica. Mesmo doses muito pequenas de exposi¢cdo aumenta o risco para
complicagBes cardiovasculares®. A fumaca do cigarro contém mais de quatro mil substancias
quimicas conhecidas e é composta de duas fases: a particulada (condensada) e a fase gasosa®.
A fumaca tragada pelo fumante ativo é composta por gases combustiveis com alta
concentracdo de radicais livres, oxidantes e pro-oxidantes’.

Estudos de exposicdo & fumaca do cigarro em animais mostraram que este leva a
alteracdes funcionais e estruturais no coragdo® ® °, dentre elas, hipertrofia cardiaca, com
aumento da dimensdo diastélica do ventriculo esquerdo e reducéo da funcéo sist6lica® °.

Essas alteracbes de tamanho, forma, composicéo e fungdes cardiacas tém sido estudadas com
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o nome de remodelacfo cardiaca™. Assim, estudos mostram que a exposicdo a fumaca do
cigarro pode levar a remodelacdo cardiaca e intensificar remodelagdo iniciada por outros
estimulos, como hipertenséo arterial e lesdo tecidual® °® *2. A fumaca do cigarro esta associada
ao aumento do estresse oxidativo, considerado agente do processo de remodelagéo, causado
por radicais livres presentes na mistura de gases do cigarro, que induzem dano estrutural e
funcional aos miécitos cardiacos .

Uma das caracteristicas mais marcantes da remodelacdo é que esse processo resulta,
frequentemente, em queda progressiva da funcdo ventricular’. Logo, estratégias podem ser
utilizadas para atenuagdo do processo de remodelagdo e, assim, alterar a mortalidade
consequente as doencas cardiovasculares. Para tanto, sabe-se que a manuten¢do da funcéo
cardiaca apropriada depende de adequado e continuo fluxo de nutrientes®.

A vitamina D tem se destacado pelo seu papel na funcéo cardiaca e sua deficiéncia €
descrita como potencial risco para doencas cardiovasculares™®™’. Alguns autores observaram
que concentragdes reduzidas de vitamina D ativa e do metabolito 25-hidroxicolecalciferol
(25[OH]D3) sdo comuns em pacientes com insuficiéncia cardiaca'® *°, bem como presenca de
funcdo ventricular comprometida e cardiomiopatia dilatada em pacientes pediatricos com
raquitismo®® 2.

A vitamina D compreende as vitaminas D, (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol) e €
obtida a partir da pele apds exposi¢do solar, ou via ingestdo alimentar por dieta ou
suplementos. E sintetizada no figado para 25-hidroxicolecalciferol e nos rins ¢ ativada pela
enzima 25-hidroxivitamina D-lo hidroxilase (CYP27Bl1) para se tornar 1,25-

dihidroxivitamina D [1,25(OH),Ds], designada vitamina D ativa ou calcitriol?

. A maior parte
da agcdo molecular da vitamina D ativa é mediada por um receptor nuclear de vitamina D,
conhecido como VDR. A ligagdo da vitamina D ativa com o VDR nuclear leva a ativagdo do

receptor e sua heterodimerizacdo com receptor rexindide (RXR) e outros cofatores, que, por

20



sua vez, se ligam a elementos resposta de genes alvo para regulagéo de transcrigédo génica. A
vitamina D ativa também se liga a receptores de membranas celulares e regulam a¢des ndo-
gendmicas, por meio de vias de segundos mensageiros. Os receptores para vitamina D foram
identificados em outros tecidos, além de 0ssos, intestino e rins, como sistema imune e
coragio®,

A presenca de receptores para vitamina D ativa foi identificada em midcitos de ratos e
camundongos**?. Ratos com deficiéncia de vitamina D intrauterina apresentaram aumento do
ventriculo esquerdo e hipertrofia dos midcitos cardiacos®. Przybylski e colaboradores (2010)
mostraram que concentracdes reduzidas de vitamina D estdo associadas com a progressdo da
insuficiéncia cardiaca em ratos®. A delecio dos genes que expressam receptores de vitamina
D levou a hipertrofia e fibrose cardiaca em camundongos, com efeito de aumento no
crescimento e alteragdo da estrutura dos midcitos® 3%, Rahman e colaboradores estudaram a
remodelagdo da matriz extracelular em camundongos com genes VDR deletados, e
concluiram que a razdo entre peso cardiaco e corporal aumentou 41% nos animais sem a
expressdo do receptor®. E descrito que a vitamina D é capaz de modular a contratilidade
cardiaca, hipertrofia e fibrose, alteracfes que também ocorrem na insuficiéncia cardiaca em
humanos e que caracterizam o processo de remodelago®.

A vitamina D regula as funcdes celulares por diferentes vias de sinalizacdo™. Green e
colaboradores (2006) sugerem que a vitamina D influencia a contratilidade cardiaca por
diversas vias, incluindo agéo direta na transcricdo e acdo gendmica em proteinas celulares e
no ciclo de célcio celular, ou ainda por meio de vias ndo gendmicas, como ativacdo de
proteinas quinase. Esses autores estudaram a acdo da vitamina D ativa em isolados de
midcitos de ratos e concluiram que a vitamina D ativa a fosforilacdo do ciclo de célcio
mediada pela proteina quinase C e proteinas de miofilamentos, resultando em reducéo do pico

de encurtamento e aceleragio da contrago e relaxamento dos cardiomiécitos®.
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Além de atuar na contratilidade, a vitamina D tem efeito anti hipertrofico e pode
alterar a expressio de genes conhecidos por contribuir para a hipertrofia ventricular®,
Mancuso e colaboradores mostraram que o tratamento com vitamina D em ratos com
insuficiéncia cardiaca resultou em melhor funcdo cardiaca, indicada por menor didmetro
diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) avaliado pelo ecocardiograma®. Em modelo de
hipertensdo, a vitamina D reduziu peso e espessura da parede do coragdo e pressdo diastélica

final**

. Estudo in vitro com midcitos de ratos recém-nascidos mostrou que o tratamento com
vitamina D ativa reduziu variéveis associadas & hipertrofia induzida por endotelina®®. A
endotelina é considerada moduladora da hipertrofia e sua expressdo génica é ativada em
cardiomidcitos por estimulos que promovem a hipertrofia, como, por exemplo, sobrecarga
hemodindmica. O estimulo para hipertrofia leva a ativacdo de genes conhecidos como
protooncogenes®®. Wu e colaboradores descrevem que a vitamina D regula a expressdo desses
protooncogenes, além do crescimento celular e a mitogénese?. O efeito anti hipertréfico da
vitamina D também pode ser explicado por sua atuacdo no sistema renina angiotensina (SRA)
e peptideos natriuréticos®®>. O SRA tem papel na regulagio da homeostase de pressio e
volume sanguineos e sua super ativacdo é fator patogénico para hipertensdo, aterosclerose e
hipertrofia cardiaca®®. A vitamina D tem sido considerada regulador negativo do SRA e o
tratamento com a vitamina reduziu a expressdo de peptideo natriurético e renina no coragao

de ratos? %%,

A remodelacdo da matriz extracelular € outro fator que pode estar envolvido na
progressdo da remodelagdo, dilatagéo e insuficiéncia cardiacas®. Simpson e colaboradores
descreveram que a deficiéncia de vitamina D induz o depdsito de coldgeno no coracéo de

ratos?®>. Em ratos nefrectomizados, a vitamina D ativa reduziu a expressdo de fator de

crescimento transformador B-1 (TGF-P1) e a acumulagdo de colageno | e I11*”. Evidéncias
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sugerem que o TGF-B1 estimula a sintese de componentes da matriz extracelular e reduzem a
producéo de colagenase®.
Outros fatores em estudo envolvidos no processo de remodelagdo s&o o estresse

oxidativo e a inflamagdo® *

, sendo que algumas citocinas inflamatdrias estdo claramente
elevadas nos estados congestivos, como interleucina-6, da interleucina-1R e do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a)*. O aumento do estresse oxidativo tem sido considerado um
dos principais mecanismos de dano causado pela exposicdo ao cigarro® *" %2, Alguns autores

4, 4 Goodwin e

descreveram o0 potencial papel da vitamina D como antioxidante
colaboradores (2006) relataram que a suplementacdo com vitamina D e micronutrientes em
ratos com aldosteranismo preveniu o estresse oxidativo nos animais®. Alguns autores
sugerem também que a vitamina D possui efeito anti-inflamatério, sendo uma das acoes
indiretas da vitamina no tecido cardiaco® “°. Estudo clinico com a suplementagao de vitamina
D mostrou que o tratamento com a vitamina reduziu a concentragdo de TNF-o, uma citocina
inflamatdria, e aumentou a de interleucina-10 (IL-10), citocina anti-inflamatéria, em pacientes
com insuficiéncia cardiaca’.

Apesar da vitamina D ser promissora em diferentes modelos de agressdo, ndo esté
estabelecida a dose adequada para suplementacdo. Na auséncia de dados adicionais o National
Research Council (1978) recomendou a quantidade de 1000 Ul de colecalciferol/kg de dieta
para ratos*. Alguns estudos sobre a vitamina D e a fungéo cardiaca utilizaram diferentes doses
de tratamento. Weishaar e Simpson (1987), ao estudarem papel da vitamina no coragéo,
suplementaram ratos deficientes em vitamina D com 2000 Ul de colecalciferol/kg de dieta®.
Em estudo realizado por Morris e colaboradores (1995), os animais foram suplementados com

3000 Ul/kg de dieta para estudar o metabolismo e a contratilidade do coragdo®’. Em estudos de

toxicidade, foi relatado o uso de doses desde 1000UI por dia (~30.000 Ul/kg de dieta) a
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100.000UI/kg™ °*. Além disso, Wu e colaboradores (1996) relataram também que a vitamina D

pode atuar de forma dose dependente nos midcitos cardiacos®.

Assim, com base nas alteragfes induzidas pelo fumo e na agdo da vitamina D em
modelos de agressdo ao coragdo, a suplementagdo com a vitamina D pode atenuar a
remodelagdo cardiaca induzida em ratos expostos a fumaca do cigarro de forma dose

dependente.
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Hipotese
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A suplementagéo com vitamina D3 (colecalciferol) nas doses de 1000 Ul/ kg e 3000
Ul/kg de racéo atenua a remodelacéo cardiaca induzida pela exposi¢do a fumaga do cigarro

em ratos Wistar de forma dose dependente por atuagéo na inflamacéo e no estresse oxidativo.
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Objetivo

27



Analisar se a suplementacdo de vitamina D3 (colecalciferol) nas doses 1000 Ul/kg e
3000 Ul/kg de racéo tém influéncia sobre fungdo e estrutura cardiacas em animais expostos a
fumaca do cigarro de forma dose dependente e verificar se esta atuacdo € por mecanismos

anti-inflamatdrios ou antioxidantes.
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Material e Métodos
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O protocolo experimental do presente trabalho (695/2008) foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) de nossa instituicio, em conformidade com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal.

Delineamento do estudo

Foram utilizados ratos machos, raga Wistar, pesando aproximadamente 200-250g,
condicionados no Biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina -
UNESP, Botucatu. Os animais foram expostos a ciclo claro-escuro de 12 horas, a temperatura
ambiente de 25 + 1°C. Permaneceram em gaiolas individuais, com livre acesso a agua e
comida controlada. O consumo de alimento foi avaliado diariamente por meio da raz&o entre
o ofertado e o consumido. A ragdo foi ofertada para todos os animais de acordo com a
ingestdo do grupo exposto a fumacga do cigarro e suplementado com 3000 Ul/kg de racéo,
assim todos os animais consumiram a mesma quantidade de ragdo. Os animais foram alocados
em seis grupos, de acordo com a exposicdo a fumaca do cigarro (EFC) e a dose de
suplementagdo de vitamina D (VD). Para a suplementacdo, foram utilizadas trés doses da
vitamina: VDO (sem adic&o de vitamina D), VD1 (adicdo de 1000 Ul de vitamina D por quilo
de ragdo) e VD3 (adicdo de 3000 Ul de vitamina D por quilo de ragéo). Assim, foram
formados seis grupos de estudo: 1) grupo controle, alimentado com dieta padrdo e sem
exposicao a fumaca do cigarro (n=8), denominado VDO-NEFC; 2) grupo alimentado com
dieta padrdo suplementada com 1000 Ul/kg de racdo de colecalciferol e sem exposi¢do a
fumaca do cigarro (n=8), denominado VD1-NEFC; 3) grupo alimentado com dieta padréo
suplementada com 3000 Ul/kg de racdo de colecalciferol e sem exposicdo a fumaca do

cigarro (n=8), denominado VD3-NEFC; 4) grupo controle exposto & fumaca do cigarro,
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alimentado com dieta padrdo sem suplementacdo e exposto a fumaca do cigarro (n=12),
denominado VDO-EFC; 5) grupo alimentado com dieta padrdo suplementada com 1000 Ul/kg
de racdo de colecalciferol e com exposi¢do a fumaca do cigarro (n=10), denominado VD1-
EFC; 6) grupo alimentado com dieta padrdo suplementada com 3000 Ul/kg de ragéo de
colecalciferol e com exposicdo a fumaca do cigarro (n=8), denominado VD3-EFC; (Ul=

unidades internacionais).

Dieta e suplementacéo de vitamina D
A suplementacdo de vitamina D foi feita sobre racdo padrdo utilizada no laboratdrio,
com vitamina D3 (colecalciferol), adquirida comercialmente (Sigma Chemical CO, St Louis,

EUA), por um periodo de 60 dias.

Exposigéo ao fumo

Para expor os animais a fumagca de cigarro, foi utilizado o método proposto por Wang
e colaboradores®’, e padronizado em nosso laborat6rio(4, 11, 12). Castardeli e colaboradores
(2008) estudaram a remodelacdo cardiaca em animais expostos a fumaga do cigarro por dois
meses e observaram alteragBes cardiacas significativas neste periodo, portanto, optou-se
observar os animais por dois meses>.

Os ratos foram colocados em cémara transparente, cujas medidas s&o,
aproximadamente, 95, 80 e 65 cm. A camara foi conectada ao dispositivo para produgéo de
fumaca dos cigarros, aspirada por vacuo e veiculada para cdmara em que estiveram alojados
0s animais, durante periodo de 30 minutos. Apds esse periodo, a fumaca foi exaurida e o

procedimento repetido. Na primeira semana, a fumaca foi obtida a partir de cinco cigarros,
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duas vezes por dia no periodo da tarde, com intervalos de 10 minutos. O numero de cigarros
foi aumentado para o total de 10 cigarros, duas vezes no periodo da manhd e duas vezes no
periodo da tarde. No fim do periodo de estudo experimental, os animais foram expostos a
fumaca de 40 cigarros/dia. O cigarro utilizado, comercial comum, apresenta a seguinte

composicdo: 1,0 mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo e 10 mg de monoxido de carbono.

Avaliacéo estrutural e funcional pelo ecocardiograma

Apoés dois meses de observacdo, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg) via intramuscular. Em seguida foi feita
tricotomia no toérax dos animais, que, prontos, foram posicionados em decubito lateral
esquerdo para a realizacdo do ecocardiograma. O ecocardiografo utilizado foi do modelo
HDI-5000 Sonos CT da Philips, equipado com transdutor eletrénico multifrequencial de 5,0-
12 MHz, utilizando método recomendado pela European Society of Echocardiography>. As
estruturas cardiacas foram medidas em pelo menos cinco ciclos cardiacos consecutivos,
obtendo-se a média aritmética em seguida.

As imagens da cavidade ventricular esquerda e da espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo (PPVE) foram obtidas posicionando-se o cursor do modo-M logo abaixo
do plano da valva mitral, entre os masculos papilares. As imagens da aorta (Ao) e do atrio
esquerdo (AE) também foram obtidas na posicdo paraesternal eixo menor com cursor de
modo-M passando pela valva aortica.

O DDVE e a PPVE foram medidos no momento correspondente ao seu didmetro
maximo. J&, o didmetro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE) foi medido no momento da

excursdo sistolica méxima de sua parede posterior.
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As medidas do didmetro do atrio esquerdo e da aorta foram realizadas,
especificamente, no final da sistole e diastole ventricular.

O diadmetro da via de saida do VE (VSVE) foi medido na posicdo paraesternal eixo
maior, na sistole ventricular.

Os fluxos diastélico transmitral e sistolico pela VSVE foram obtidos com o transdutor
colocado nas posigdes apicais quatro a cinco camaras, permitindo as medidas da onda E, onda
A e velocidade méxima na VSVE. A frequéncia 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 sistdlico pela VSVE e o inicio do fluxo diastolico transmitral. As areas dos
atrios esquerdo (Area AE) e direito (Area AD) foram obtidas a partir da planimetria na janela
apical 4 camaras, no final da sistole ventricular, quando as dimens@es dos atrios sdo maximas.
Posteriormente o TRIV foi ajustado pela frequéncia cardiaca por meio da formula: TRIVc =
TRIV/RAIZ(RR/1000), sendo RR = (60000/FC).

As outras variaveis foram derivadas das formulagcdes descritas a seguir:

v" Massa do ventriculo esquerdo (MVE)= [1,04 x (DDVE + 2x EPP)® — (DDVE)?], em
que 1,04 representa a gravidade especifica do miocardio.

v Relacdo entre espessura de parede posterior do ventriculo esquerdo e o diametro
diastolico do ventriculo esquerdo: PPVE/DDVE

v Indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE) = MVE/PC

v’ Fragdo de ejecéo do ventriculo esquerdo (FE) = (DDVE? - DSVE®)/ DDVE?

v" Porcentagem de encurtamento (% ENC) = [(DDVE - DSVE)/ DDVE] x 100

v" Volume sistélico (VS) = [VTI x n x (VSVER)?], sendo VTl a integral da
velocidade/tempo do fluxo sistdlico na VSVE

v" Débito cardiaco (DC) = VS x FC
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v’ Indice cardiaco (IC) = DC/peso corporal
Algumas variaveis estruturais foram normalizadas pelo comprimento da tibia em

milimetros (AE, DDVE e DSVE).

Estudo Morfométrico

Apbs o estudo funcional, foi realizado estudo morfométrico, segundo técnica ja
padronizada® ** *°. Os animais foram anestesiados com 50 mg/kg de pentobarbital sédico
intraperitoneal e os coragBes foram retirados, dissecados e 0s atrios, ventriculos direito (VD) e
o esquerdo (VE), incluindo o septo interventricular, foram separados e pesados. A tibia de
todos os animais foi retirada e seu comprimento foi aferido por meio de paquimetro. Os pesos
dos atrios (PA), ventriculo esquerdo (PVE) e ventriculo direito (PVD) normalizados pelo
comprimento da tibia (mm) foram utilizados como indice de hipertrofia. O contetido de agua
do pulméo e figado foi avaliado pela relacdo entre peso Umido e seco dos tecidos.

Amostras de tecido cardiaco foram fixadas em solucdo de formol a 10% por periodo
de 24 horas, segundo relato prévio, com modificagdes® * **. Apés fixagdo, o tecido foi incluso
em blocos de parafina, obtendo-se, a seguir, cortes histolgicos coronais de 4 um. Os cortes
histol6gicos foram corados em lamina com solucdo Hematoxilina-Eosina (HE) para afericéo
de éreas da seccdo seccional transversa dos midcitos (ASM), empregando-se microscopio
LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado
de programa de andlise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Foram mensuradas 50 a 70 células por ventriculo analisado. Os midcitos
selecionados foram seccionados transversalmente, com forma redonda, nlcleo visivel no
centro da célula e localizacdo na camada subendocéardica da parede muscular do ventriculo

esquerdo. Este cuidado visa uniformizar ao méximo o conjunto de midcitos dos diferentes
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grupos. As areas seccionais médias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador
do tamanho celular.

Laminas com cortes histolégicos coronais de 6 um e corados pela técnica de Picro
Sirius red, especificos para visualizacdo de colageno, foram feitas para avaliacdo do
intersticio do miocérdio do ventriculo esquerdo. A leitura foi feita utilizando-se microscopio
LEICA DM LS acoplado a camera de video e programa de anélise de imagens Image Pro-
plus (Media Cyberetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram analisados 30 a 40 campos

por ventriculo, utilizando objetiva de 40X° %,

Dosagem de calcio e fosforo séricos
-Dosagens Bioquimicas de calcio: as concentraces sericas de célcio foram dosadas em

laboratério veterinario, por meio de método arzenazo 11, com kit Bioclin.

-Dosagens Bioquimicas de Fésforo: as concentragdes séricas de fosforo foram dosadas em

laboratério veterinario, por meio de método ultravioleta, com kit Ebram.

Dosagem das concentragdes de vitamina D

As concentragfes de 25-hidroxicolecalciferol [25(OH)Ds] no soro foram analisadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), como descrito por Asknes (1994)°°. O
aparelho empregado foi cromatografo Waters 2695, com detector Waters 2996-fotodiodo. A
analise foi feita por coluna C18 de fase reversa para todos os experimentos. A fase mdvel foi
composta por agua e metanol (850:150, v/v). O comprimento do detector de onda ultra-violeta

(UV) foi fixado em 265 nm e fluxo de 0,5ml/min.
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-Extracio e determinacdo da vitamina D sérica: a analise de 25-hidroxicolecalciferol foi
feita em aliquotas de 500 uL de soro. O soro foi colocado em tubo de 16x125 mm e foi
adicionado 500 pL de solucdo metanol:isopropanol (90:10 v/v) e agitado em vortex por 1
minuto. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de hexano e centrifugado a 3000 rpm por 3
minutos. A seguir, foi coletado o sobrenadante e colocado para secagem em nitrogénio e apos
a secagem, foi feita ressuspensédo com 150 pL de metanol. Por fim, esta solucédo foi injetada

no HPLC, com tempo de corrida de 15 minutos®.

Avaliacéo do estresse oxidativo

A andlise das defesas antioxidantes foi realizada por meio da determinagdo das
atividades das enzimas glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase no tecido
cardiaco. A oxidacdo foi medida por meio da determinagdo da concentracéo de hidroperdxido
de lipideo no tecido cardiaco. As analises foram realizadas ap6s a determinagdo das proteinas
totais do tecido. Amostras de 200 mg de tecido cardiaco foram homogeneizados em tampé&o
fosfato de sodio (0,01 M) pH 7,4 e a seguir centrifugado a 12000 x g, por 30 minutos a -4°C,
segundo descrito por Pereira e colaboradores (1998). O sobrenadante foi utilizado para

determinar a concentragio de proteinas totais (g/100g de tecido)®”.

-Determinagéo da atividade da Glutationa Peroxidase (GSH-Px) (E.C.1.11.1.9.): a atividade
da GSH-Px foi determinada por meio da técnica descrita por Nakamura e colaboradores
(1974), em presenca de peroxido de hidrogénio. A mistura da reacdo foi preparada com
tampao fosfato de sodio, azida sédica, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Por meio da oxidagdo do metilenotetraidrofolato

redutase (NADPH,) a 340 nm na presenca de glutationa redutase, a qual catalisa a reducdo da
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glutationa oxidada (GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px, expressa em nmol/mg de

tecido®.

-Determinacdo da atividade da Superdxido Dismutase (SOD) (E.C.1.15.1.1.): a atividade da
SOD foi determinada pela técnica de Crouch e colaboradores (1981), tendo como base a
capacidade da enzima em inibir a reducdo de nitroblue-tetraz6lico (NBT) por radicais
superdxido gerados pela mistura hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A hidroxilamina
gera fluxo de O,” do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente. Quando a amostra
foi adicionada, a velocidade de redugdo do NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD

presente na amostra. a atividade foi expressa em nmol/mg de proteinas totais®®.

-Determinagdo da atividade da Catalase (EC.1.11.1.6.): as atividades da catalase foram
determinadas em tampdo fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5ml de amostra e peroxido de
hidrogénio (30%). As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 240nm. Os resultados,

expressos pmol/mg de proteinas totais®.

-Determinagdo da concentracdo de hidroperdxido de lipideo: foi medido por meio da
oxidagdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) medida por hidroperéxido, com 100 pl da
amostra e 900 pl de mistura reagente de sulfato ferroso (FeSO,), 250 uM, acido sulfirico
(H2SO4) 25 mM, xilenol orange 100 pM e butil-hidroxitolueno (BHT) 4 mM em 90% (v/v)
metanol. A intensidade da coloracdo da reacdo foi medida espectrofotometricamente. A

concentragdo do hidroperéxido de lipideo foi expressa em nmol/g de tecido®.
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Avaliacéo da producéo de citocinas

Foram avaliadas as citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), interferon gama
(IFN-y) e interleucina 10 (IL-10). Amostras de tecido cardiaco na quantidade de 60 mg foram
homogeneizados e solubilizados em 50 mM de tampé&o fosfato de potassio, pH 7,4; 0,3 M de
sacarose; 0,5 mM DTT; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,3 mM fenil-metil-sulfonil-fenazina (PMSF);
10 mM NaF, e 1:100 inibidor de protease. Concentragdes de citocinas em homogeneizado
cardiaco foram avaliadas por técnica de Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) de

acordo com as instrugdes do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA)®.

Pressao sistolica caudal

A medida da pressdo arterial sistolica caudal foi realizada duas semanas antes da
eutandsia. Os animais fumantes ndo foram submetidos a exposi¢do a fumaga do cigarro por
periodo de 24 horas antes das aferi¢des. Foi utilizado pletismografo de cauda, constituido por
um poligrafo (Byo-Sistem PE 300, NARCO) com sensor colocado na regido proximal da
cauda e um eletroesfigmomanémetro, possibilitando assim o registro gréfico da presséo
arterial. Os animais foram aquecidos em caixa de madeira a 37°C com o calor gerado por duas
ldmpadas de filamentos, por quatro minutos, e transferidos para um suporte cilindrico de
ferro, especialmente desenhado para permitir a completa exposicdo da cauda do animal. Na

regido proximal da cauda foi colocado o sensor (KSM-microfone) ligado ao pletismégrafo®.
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Andlise Estatistica

Os resultados de cada variavel para cada grupo experimental foram submetidos a
verificacdo da normalidade e de igualdade de variancia. Quando essas condigdes foram
atendidas foi realizada a anélise de variancia (ANOVA) de dois fatores. Os dados foram
apresentados como média e erro padrdo da media.

O teste ANOVA de duas vias avaliou os efeitos de cada fator sobre as varidveis
estudadas, independentemente do efeito do outro fator, bem como a interacdo entre os dois
fatores. No presente estudo, o primeiro fator correspondeu & exposi¢do a fumaga de cigarro
(EFC) e o segundo fator, a suplementagéo da dieta com vitamina D (VD).

Quando ocorre interagdo significativa entre os fatores (p<0,05), torna-se importante
identificar os grupos que apresentam diferenca estatistica entre si. Para tanto, utilizou-se o
teste de comparacBes multiplas de Holm-Sidak. Quando ndo existe interacdo entre o0s
tratamentos, o que importa é saber se animais EFC diferem dos Ndo EFC e se os
suplementados com VD diferem dos N&o VD. Para a variavel VTI no ecocardiograma para a
varidvel morfométrica peso do &trio, concentragdo de hidroperdxido de lipideo e atividade das
enzimas catalase e glutationa peroxidase e fdsforo foram observadas interacdes
estatisticamente significantes entre o0s tratamentos. Nestes casos, 0s dados foram
representados em gréficos tridimensionais, em que se permite visualizar a influéncia de cada
fator sobre as varidveis nos seis grupos de estudo.

Para demais varidveis analisadas nesse estudo ndo existiram interacdes
estatisticamente significantes entre os dois fatores. Nesses casos, foram analisados os dados
marginais, ou seja, a influéncia dos fatores EFC e VD foi analisada separadamente. Para o
fator EFC, os animais foram reagrupados em ndo expostos (NEFC) e expostos a fumaga do
cigarro (EFC) para as comparag@es e apresentados em gréaficos de barras. Da mesma forma,

para o fator VD, os animais foram reagrupados de acordo com a dose de suplementacéo
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(VDO, VD1 e VD3) e apresentados em gréficos de barras. Para todos os casos, optou-se por
representar em graficos as variaveis com diferenca estatistica.

No caso dos valores das variaveis que ndo preencheram os critérios de normalidade e
de igualdade de variancia, foram realizadas as transformagdes matematicas necessarias. Para
aquelas que mesmo ap6s a transformacdo ndo passaram no teste de normalidade (&rea
seccional do midcito, porcentagem de coladgeno e superdxido dismutase), optou-se pela
realizacdo de comparacdes entre os diferentes grupos ndo expostos ao cigarro (VDO-NEFC,
VD1-NEFC e VD3-NEFC) e entre os diferentes grupos expostos ao cigarro (VDO-EFC, VD1-
EFC e VD3-EFC) por meio de teste ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis, além das
comparagdes entre grupos VD0O-NEFC e VDO-EFC, grupos VD1-NEFC e VD1-EFC e grupos
VD3-NEFC e VD3-EFC pelo teste t Student ou Mann Whitney. Assim para cada varidvel
foram realizadas cinco comparac@es e o nivel de significancia (o) adotado foi menor ou igual
a 0,01, segundo ajuste por Bonferroni (0,05/5). Os dados foram expressos em média e erro
padrdo da média e representados em gréficos de barras para dados paramétricos e gréficos de
trés pontos para os dados ndo paramétricos.

Para avaliar a resposta dose dependente foi utilizado o teste de tendéncia (correlagdo de
Spearman). Os resultados dos testes estdo descritos juntamente com os resultados das analises
de cada varidvel, no decorrer do texto.

Para realizacdo dos referidos testes estatisticos foi empregado o pacote estatistico
SigmasStat for Windows v2.03 da SPSS. O nivel de significncia (o) adotado foi de 0,05 para
todos os testes, com excecao daquelas citadas no anteriormente. Para construgdo dos gréaficos
foi utilizado software Sigma Plot versdo 11.0 da SPSS.

Considerando-se que foi encontrada diferenga na pressao arterial nos animais expostos
a fumaca do cigarro e que a pressdo arterial poderia explicar os achados ecocardiograficos, foi
realizado o teste de andlise de covariancia (ANCOVA). Na ANCOVA, além dos fatores
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exposicao a fumaga de cigarro e suplementacdo VD, a co-varidvel pressdo arterial foi
acrescentada com a finalidade de corrigir os valores das variaveis estudas de modo a anular a
influéncia da pressdo sobre elas. A ANCOVA mostrou que a co-varidvel pressdo arterial ndo
exerceu influéncia sobre os valores das variaveis estudadas, de modo que essa analise nao foi
mencionada nos resultados do presente estudo. O teste de ANCOVA foi realizado com pacote

estatistico Systat versdo 13.0 da Cranes Software International Ltda.
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Resultados
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Os animais ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao peso corporal
final, comprimento da tibia ou consumo alimentar para ambos os fatores.

A pressdo sistolica caudal dos animais fumantes foi maior em comparacdo aos
ndo fumantes (EFC = 122,5 + 11,8; NEFC = 111,8 + 12,7; p = 0,005). Ndo houve
diferenca para o fator Vitamina D. Esses dados estdo apresentados na Tabela 1 e
representados na Figura 1. Pelo teste de tendéncia, foi observado efeito dose dependente
entre a pressédo arterial e a suplementacéo de vitamina D nos animais expostos a fumaga
do cigarro (coeficiente de correlacdo = -0,388; p = 0,04; n = 29). Porém, ndo foi

observado esse efeito nos animais ndo expostos a fumaca do cigarro.

Estudo ecocardiogréafico

Os dados referentes a fungdo sistdlica do coragdo pelo ecocardiograma estdo
representados na Tabela 2. Para as variaveis funcionais do ecocardiograma houve
interacdo entre os fatores somente para a variavel integral tempo-velocidade (VTI),
sendo diferente entre os animais suplementados com 1000Ul de VD controle e
fumantes. Os animais expostos ao cigarro apresentaram maior VT (VD1-NEFC = 4,1 +
0,29; VD1-EFC = 54 + 0,26; p = 0,035) (Figura 2). Para as variaveis de funcédo
sistélica, o volume sistolico (VS) apresentou-se significativamente maior nos animais
expostos a fumaca do cigarro em relagdo aos animais ndo fumantes (EFC = 0,206 *
0,007; NEFC = 0,180 £ 0,008; p = 0,024) (Figura 3), sem diferenca para as demais
variveis. N&o houve interacdo para as demais varidveis. Em relacdo as variaveis de
funcdo diastélica, ndo houve diferenga significativa entre os fatores (Tabela 3).

As variaveis de estrutura do ecocardiograma estdo apresentadas na Tabela 4 e 5.

A parede posterior do VE (PPVE) (EFC = 1,38 £ 0,03; NEFC = 1,26 + 0,03; p = 0,009)
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(Figura 4), o didmetro diast6lico do ventriculo esquerdo corrigido pela tibia (DDVE/T)
(EFC =17,7 £0,20; NEFC = 17,0 £ 0,002; p = 0,33) (Figura 5), a massa do VE (MVE)
(EFC =603 + 23; NEFC =509 + 25; p = 0,007) (Figura 6) e o indice de massa do VE
(IMVE) (EFC = 1,8 £ 0,06; NEFC = 1,5 + 0,07; p = 0,004) (Figura 7) foram maiores
nos animais fumantes em comparagéo aqueles ndo expostos ao cigarro. Na analise para
as demais variaveis, ndao foram encontradas diferencas entre animais EFC e ndo EFC.
Para o fator Vitamina D, foi encontrada diferenca somente no atrio corrigido pela tibia,
que se apresentou menor nos animais tratados com vitamina D na dose de 1000Ul em
relagdo aqueles tratados com 3000UI (VDO = 0,102 + 0,0018; VD1 = 0,098+0,0018;
VD3 =0,104 + 0,00193; p = 0,047) (Figura 8).

Pelo teste de tendéncia, ndo foi observado efeito dose dependente entre as
varigveis ecocardiogréficas e a suplementacdo de vitamina D nos animais expostos e

ndo expostos a fumaca do cigarro.

Estudo morfométrico

Os dados relativos ao estudo morfométrico estdo apresentados na Tabela 6.
Houve interacdo entre os fatores para o peso dos atrios (VDO-NEFC = 3,7 +0,11; VD1-
EFC =35+0,11; VD3-NEFC = 3,3+ 0,11; VDO-EFC = 3,5 £ 0,09; VD1-EFC = 3,7 +
0,09; VD3-EFC = 3,6 £ 0,09; p = 0,031) (Figura 9) e para peso dos &trios corrigido pela
tibia (VDO-NEFC = 2,3 + 0,11; VD1-NEFC = 2,1 + 0,11; VD3-NEFC = 2,0 + 0,11;
VDO-EFC = 2,1 + 0,09; VD1-EFC = 2,4 + 0,09; VD3-EFC = 2,3+0,11; p = 0,031)
(Figura 10). Porém o teste ndo detectou os grupos diferentes entre si para ambas as
varigveis. Ndo houve diferenca entre os animais quanto ao peso do ventriculo esquerdo

e ventriculo direito para ambos os fatores. Em relagdo ao contetido de gua de pulméo e
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figado, ndo foram observadas diferencas entre os animais para ambos os fatores. Pelo
teste de tendéncia, ndo foi observado efeito dose dependente entre as variaveis e a
suplementagéo de VD.

Em relacdo a &rea seccional do midcito (ASM), foi observado valor maior entre
0s grupos sem suplementacdo de VD exposto e ndo exposto a fumaca do cigarro (VDO-
EFC = 268 + 28 e VDO-NEFC = 183 £ 50; p = 0,01) (Figura 11). Na comparagéo entre
todos os grupos expostos a fumaca do cigarro, a suplementacdo com 3000UIl de VD
reduziu significativamente a ASM em rela¢éo ao grupo sem suplementacdo (VDO-EFC
=268 + 28; VD1-EFC =251 £+ 14 e VD3-EFC = 222 + 11; p = 0,008), de maneira dose
dependente, com coeficiente de correlagdo de 0,718 e valor de p de 0,002 (n=15).
(Figura 11). Para a porcentagem de colageno, ndo foi observado diferenga significativa
entre fumantes e ndo fumantes e também para tratamento com vitamina D e também ndo

foi observado efeito dose dependente entre as varidveis e a suplementacéo (Figura 12).

Estresse oxidativo

As determinagdes para estresse oxidativo estdo apresentadas na Tabela 7. Houve
interacdo entre os fatores EFC e VD para concentracdo de hidroperdxido de lipideo e
atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase.

Em relagdo a concentracdo de hidroperoxido de lipideo, o grupo sem
suplementagdo e com EFC apresentou maior concentracdo de hidroperoxido em relacdo
ao grupo sem suplementacéo e sem EFC (VDO-EFC = 7159 + 22,1; VDO-NEFC =
336,7 £ 25,6; p < 0,01) e também maior concentragdo no grupo suplementado com
1000UI de vitamina D e com EFC em relacdo ao grupo suplementado com 1000Ul e

sem EFC (VD1-EFC = 518,7 + 85,5; VD1-NEFC = 438,6 + 52,8; p < 0,001) (Figura
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13). Houve reducdo das concentracdes de hidroperdxido de lipideo entre os grupos EFC
suplementados com vitamina D em ambas as doses e 0 grupo ndo suplementado e com
EFC (VDO-EFC =716 £ 81,9; VD1-EFC =518,7 £ 85,5; VD3-EFC =425,9 £ 63,2; p <
0,001) (Figura 13), de forma dose dependente, com coeficiente de correlagdo de -0,883
e valor de p < 0,01 (n=19).

Para a enzima catalase, entre os grupos ndo suplementados com VD, o grupo
EFC apresentou menor atividade da enzima em relagcdo ao grupo ndo exposto (VDO-
NEFC = 1,1 + 0,06; VDO-EFC = 0,6 £ 0,05; p < 0,01). Houve aumento da atividade nos
grupos EFC suplementados com vitamina D em relagdo ao grupo EFC e sem
suplementagéo (VDO-EFC = 0,6 £ 0,05; VD1-EFC = 0,8 + 0,06; VD3-EFC = 0,8
0,07; p < 0,001) (Figura 14). Pelo teste de tendéncia, foi observado efeito dose
dependente entre a atividade da enzima e a suplementacdo de vitamina D nos animais
expostos a fumaca do cigarro (coeficiente de correlacdo = 0,676 p < 0,01; n = 19).

Da mesma forma, para a atividade da enzima glutationa peroxidase foi
observado tendéncia de diferenga nos grupos fumantes suplementados com VD em
relacdo ao grupo fumante ndo suplementado (VDO-EFC = 29,9 + 2,5; VD1-EFC = 42,6
+2,9; VD3-EFC = 41,3 £ 3,2; p = 0,056) e reducdo da atividade no grupo fumante sem
suplementagdo em relacdo ao grupo sem exposicdo ao cigarro e sem suplementagdo
(VDO-NEFC = 37,8 £ 2,9; VDO-EFC = 29,9 + 25; p = 0,056) (Figura 15). Foi
observado efeito dose dependente entre a atividade da enzima e a suplementagdo de
vitamina D nos animais expostos a fumaca do cigarro (coeficiente de correlagdo = 0,66
p =0,002; n=19).

Para a atividade da enzima superoxido dismutase, ndo foi possivel testar a
interacdo entre os fatores. Pelo teste ANOVA de uma via entre 0s grupos expostos a

fumaca do cigarro, foi observada diferenca significativa entre 0s grupos sem
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suplementagdo exposto e ndo exposto a fumaca do cigarro (VDO-EFC = 2,29 (1,9-2,9);
VDO-NEFC = 3,96 (3,8-4,1); p < 0,001) (Figura 16). Foi observada também diferenca
significativa entre o grupo suplementado com 3000 Ul de VD e o grupo sem
suplementagéo de VD (VDO-EFC = 2,29 (1,9-2,9); VD3-EFC = 3,92 (3,6-4,5); p =
0,002) (Figura 16) e entre 0s grupos suplementados com 1000 Ul de VD exposto e ndo
exposto a fumaca do cigarro (VD1-NEFC = 4,12 + 0,19; VD1-EFC = 3,79 + 0,16; p =
0,009) (Figura 16). O teste de tendéncia mostrou reposta dose dependente entre 0s

animais fumantes, com coeficiente de correlagéo de 0,798 e valor de p < 0,01 (n = 19).

Dosagens de calcio, fésforo e vitamina D

As dosagens séricas realizadas estdo apresentadas na Tabela 8. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos estudados para dosagens de célcio sérico. Em
relacdo as dosagens séricas de fosforo, houve interacdo entre os fatores EFC e VD. O
grupo suplementado com 3000 Ul de VD e ndo exposto ao cigarro apresentou
concentracdo de fosforo aumentada significativamente em relacdo ao grupo
suplementado com 1000 Ul de VD e sem exposi¢do a fumagca do cigarro e em relagdo
ao grupo suplementado com 3000 Ul de VD e exposto a fumaca do cigarro (VD3-
NEFC = 7,62 + 0,39; VD1-NEFC = 6,11 + 0,39; VD3-EFC = 5,99 + 0,39; p = 0,039)
(Figura 17). O teste de tendéncia ndo mostrou efeito dose dependente entre as dosagens
para 0s animais expostos e ndo expostos a fumaca do cigarro.

Em relagdo as dosagens séricas de vitamina D, foi observada diferenga
significativa entre os grupos somente para o fator VD (Figura 18). Os animais
suplementados com 3000 Ul e 1000 Ul apresentaram valores maiores de 25(OH)D3; em

relagdo aos animais sem suplementacdo, e aqueles com suplementacdo de 3000 Ul
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também apresentaram maiores valores em relagdo aos de 1000 Ul (VDO = 5,41 + 0,097;
VD1 = 5,82 + 0,093; VD3 = 6,13 + 0,097; p < 0,001). O teste de tendéncia mostrou
efeito dose dependente entre os valores encontrados e as diferentes doses de vitamina D,
tanto entre 0s grupos sem exposi¢do ao cigarro como entre 0S grupos expostos ao
cigarro (Animais EFC: coeficiente de correlacdo = 0,869, p < 0,01, n = 15; Animais

NEFC: coeficiente de correlagdo = 0,840, p < 0,01, n = 16).

Avaliacéo da producéo de citocinas

Os resultados referentes & producéo de citocinas estdo apresentados na Tabela 9.
N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos estudados para ambos 0s
fatores. Também ndo foi observada resposta dose dependente entre as variaveis e as

diferentes doses de vitamina D.
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Figura 1. Pressdo arterial caudal.
N EFC = animais sem exposicéo a fumaca do cigarro; EFC = animais com exposicdo a
fumaca do cigarro. ANOVA de duas vias; p<0,05 para fator EFC.
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VD1 P=0,035
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Figura 2. Varidvel integral tempo velocidade (VTI).

N EFC = nédo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagdo com 1000Ul/kg de
vitamina D; VD3 = suplementa¢do com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas

vias; interacdo estatisticamente significante entre VD e EFC (p<0,05); a: p<0,05 em
relagdo a VD1-NEFC.
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Figura 3. Volume sistélico (VS).
N EFC = animais sem exposicéo a fumaca do cigarro; EFC = animais com exposicdo a
fumaca do cigarro. ANOVA de duas vias; p<0,05 para fator EFC.
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P=0,009

0,0 -

N EFC EFC

Figura 4. Parede Posterior do Ventriculo Esquerdo (PPVE).
N EFC = animais sem exposicéo a fumaca do cigarro; EFC = animais com exposicdo a
fumaca do cigarro. ANOVA de duas vias; p<0,05 para fator EFC.
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’ P =0,033
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Figura 5. Diametro Diastélico do Ventriculo Esquerdo corrigido pela Tibia (DDVE).
N EFC = animais sem exposicéo a fumaca do cigarro; EFC = animais com exposicdo a
fumaca do cigarro. ANOVA de duas vias; p<0,05 para fator EFC.
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Figura 6. Massa do ventriculo esquerdo (MVE).
N EFC = animais sem exposi¢do a fumacga do cigarro; EFC = animais exposicdo a

fumaca do cigarro. ANOVA de duas vias; p<0,05 para fator EFC.
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2,0 *

15 1
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P=0,004
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Figura 7.indice de massa do ventriculo esquerdo (IMVE).
N EFC = animais sem exposicéo a fumaca do cigarro; EFC = animais com exposicéo a

fumaca do cigarro. ANOVA de duas vias; p<0,05 para fator EFC.
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P =0,047
0,00 -
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Figura 8. Diametro do atrio esquerdo corrigido pela Tibia (AE/).
VDO = sem suplementagdo de vitamina D; VD1 = suplementacdo com 1000Ul/kg de

vitamina D; VD3 = suplementacdo com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias; p<0,05 para fator VD.
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VPO b0 031
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Figura 9. Peso dos atrios (PA).

N EFC = nédo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagdo com 1000Ul/kg de

vitamina D; VD3 = suplementa¢do com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias; interacdo estatisticamente significante entre VD e EFC (p<0,05).
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Figura 10. Peso dos atrios corrigido pela tibia (PA/tibia).
N EFC = néo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagdo com 1000Ul/kg de

vitamina D; VD3 = suplementa¢do com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias; interacdo estatisticamente significante entre VD e EFC (p<0,05).
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Figura 11. Area seccional do midcito (umy).

VDO-NEFC: grupo sem exposicdo a fumaca do cigarro e sem suplementacdo de
vitamina D; VDO-EFC: grupo exposto a fumaca do cigarro e sem suplementacdo de
vitamina D; VD1-NEFC: grupo sem exposicdo a fumaca do cigarro e com
suplementagdo de 1000Ul de vitamina D; VD1-EFC: grupo exposto a fumaga do
cigarro e com suplementagcdo de 1000UI de vitamina D; VD3-NEFC: grupo sem
exposicdo a fumaca do cigarro e com suplementacdo de 3000Ul de vitamina D; VD3-
EFC: grupo exposto a fumaga do cigarro e com suplementacdo de 3000UI de vitamina
D. ANOVA de uma via, teste t Student; diferenca estatistica significante p<0,01 por
Bonferroni.
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Figura 12. Porcentagem de Colageno.

VDO-NEFC: grupo sem exposicdo a fumaca do cigarro e sem suplementagdo de
vitamina D; VDO-EFC: grupo exposto a fumaca do cigarro e sem suplementagdo de
vitamina D; VD1-NEFC: grupo sem exposicdo a fumaca do cigarro e com
suplementagdo de 1000UIl de vitamina D; VD1-EFC: grupo exposto & fumaca do
cigarro e com suplementagcdo de 1000UI de vitamina D; VD3-NEFC: grupo sem
exposicao a fumaca do cigarro e com suplementacdo de 3000Ul de vitamina D; VD3-
EFC: grupo exposto a fumaca do cigarro e com suplementacdo de 3000UI de vitamina
D. ANOVA de uma via; diferenca estatistica significante p<0,01 por Bonferroni.
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Figura 13. Concentracéo de Hidroperoxido de Lipideo no Tecido Cardiaco.

N EFC = nédo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagdo com 1000Ul/kg de
vitamina D; VD3 = suplementa¢do com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias; interacdo estatisticamente significante entre VD e EFC (p<0,05); a: p<0,05 em

relagdo a VD1x N EFC; ¢: p<0,05 em relacéo a VDO-NEFC, VD1-EFC e VD3-EFC; #:
p<0,05 em relacéo a VD3-EFC.
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0,2

0,0 N EFC

VD3
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VDO P =<0,001

Figura 14. Atividade de Catalase no Tecido Cardiaco.

N EFC = nédo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagdo com 1000Ul/kg de
vitamina D; VD3 = suplementagdo com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias; interacdo estatisticamente significante entre VD e EFC (p<0,05); a: p<0,05 em
relacdo a VDO-NEFC, VD1-EFC e VD3-EFC.
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Figura 15. Atividade de Glutationa Peroxidase no Tecido Cardiaco.

N EFC = nédo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagdo com 1000Ul/kg de
vitamina D; VD3 = suplementa¢do com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias.
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Figura 16. Atividade de Superdxido Dismutase.

VDO-NEFC: grupo sem exposicdo a fumaca do cigarro e sem suplementagdo de
vitamina D; VDO-EFC: grupo exposto a fumaca do cigarro e sem suplementagdo de
vitamina D; VD1-NEFC: grupo sem exposicdo a fumaca do cigarro e com
suplementacdo de 1000UI de vitamina D; VD1-EFC: grupo exposto & fumaca do
cigarro e com suplementagcdo de 1000UI de vitamina D; VD3-NEFC: grupo sem
exposicao a fumaca do cigarro e com suplementacdo de 3000Ul de vitamina D; VD3-
EFC: grupo exposto a fumaca do cigarro e com suplementacdo de 3000UI de vitamina
D. ANOVA de uma via, teste t Student; diferenga estatistica significante p<0,01 por
Bonferroni.
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Figura 17. Fosforo sérico.

N EFC = nédo exposicdo a fumaga do cigarro; EFC = exposi¢do a fumaga do cigarro;
VDO = sem suplementacdo de vitamina D; VD1 = suplementagcdo com 1000Ul/kg de
vitamina D; VD3 = suplementa¢do com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas

vias; interacdo estatisticamente significante entre VD e EFC (p<0,05); a: p<0,05 em
relacdo a VD1-NEFC e VD3-EFC.
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25-hidroxicolecalciferol ng/ml

VDO VD1 VD3

Figura 18. Concentracéo sérica de 25-hidroxivitamina D.
VDO = sem suplementagdo de vitamina D; VD1 = suplementacdo com 1000Ul/kg de

vitamina D; VD3 = suplementagdo com 3000Ul/kg de vitamina D. ANOVA de duas
vias; p<0,05 para fator VD.
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Discussao
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da vitamina D no
processo de remodelacdo cardiaca induzida pela exposicdo a fumaca do cigarro. Nossos
dados indicam que a suplementacdo de vitamina D ndo atenuou as alteragOes
ecocardiogréficas causadas pela fumaga do cigarro no protocolo de 2 meses de
exposicao, mas reverteu a hipertrofia do midcito com a maior dose e protegeu o coracdo
do dano oxidativo de maneira dose dependente. A vitamina D ndo causou alteragdes nos

grupos sem exposi¢do a fumagca do cigarro.

Remodelacéo cardiaca e exposicdo a fumaca do cigarro

Em nosso estudo, observou-se que a exposi¢cdo & fumaga do cigarro causou
alteracOes na estrutura cardiaca, com aumento da espessura da parede posterior do VE,
massa do VE, indice de massa do VE, didmetro diastélico do VE e aumento da area
seccional do midcito, além da alteracéo do perfil oxidativo, com maior concentragdo de
hidroperoxido de lipideo e deplecdo das enzimas antioxidantes catalase, SOD e GSH-
Px. Também foi observado aumento significativo na pressdo arterial dos animais
fumantes em relagéo aos ndo fumantes. Essas observagdes estédo de acordo com estudos
prévios, que descreveram aumento da espessura da parede posterior e indice de massa
do VE, maior didmetro diast6lico do VE e elevacao da pressao arterial apds a exposi¢ao
a fumaca do cigarro * 89463,

E bem conhecido que a exposicdo a fumaca do cigarro resulta em remodelagio
cardiaca e funcéo cardiaca comprometida® 9 1193950465 ' Aq alteracdes induzidas pela

fumaca do cigarro se caracterizam por hipertrofia de midcitos, aumento da cavidade

ventricular e reducéo da funcéo sistdlica e diastélica® >,
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A remodelacdo cardiaca pode ser definida como mudancas genéticas, estruturais
e bioquimicas ap0s agressdo cardiaca, que resulta na deterioracdo da capacidade
funcional do coragdo. Ocorre em resposta a diversos estimulos, como hipertenséo,
ativacdo de sistemas neurohumorais e mutacGes genéticas, sendo inicialmente
compensatorio, uma vez que € necessario para adaptacdo do coracgéo as alteragbes pos-
injL’Jria53. Entre os diversos fatores de agressdo ao coracgdo, destaca-se a exposicao ao
cigarro®.

Alguns fatores podem desempenhar papel fisiopatoldgico na progressdo da

disfuncdo ventricular no coracéo remodelado, destacando-se *°:

- Fibrose: o tecido colageno € um importante modulador tanto da funcdo cardiaca
diastolica quanto da fungdo sistolica. As fibras de coldgeno encontradas no intersticio
do tecido cardiaco séo predominantemente dos tipos | e 111 (95% do col&geno total). Em
condicBes patoldgicas, a fibrose esta associada a deterioracdo da fungéo ventricular®® %
%7 No presente trabalho, ndo foi encontrado aumento significativo do colageno apés a
exposicao a fumaga do cigarro. Da mesma forma, estudo anterior mostrou que ndo
houve diferenca na porcentagem de colégeno entre animais expostos e ndo expostos ao
cigarro, apesar das alteragdes cardiacas encontradas nos animais fumantes®”.

-Inflamacéo: as citocinas tém sido descritas por desempenhar papel na progresséo da
disfuncdo ventricular e na consequente piora da insuficiéncia cardiaca. Experimento
com ratos transgénicos com producdo excessiva de TNF-a mostraram o
desenvolvimento de cardiomiopatia nesses animais, porém o mecanismo pelo qual as
citocinas promovem alteragcbes na funcdo miocardica ainda estd sob investigagdo.
AlteracBes na resposta ao estimulo beta-adrenérgico, alteragBes no equilibrio do calcio

intracelular, além de alteracbes na estrutura miocardica, como hipertrofia de midcitos,

estimulo a apoptose e fibrose miocérdica, sdo possiveis mecanismos pelos quais as
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citocinas promovem alteragdes estruturais e funcionais do coragdo®. No presente
trabalho, ndo foram observadas alteracbes na producgdo de citocinas com a exposigao a
fumaca do cigarro, em concordancia com estudo anterior que ndo evidenciou alteragdes
nas concentragdes de INF-y e TNF-o em animais expostos & fumaca do cigarro®.

- Hipertrofia e alteragBes geométricas: um dos principais mecanismos pelos quais o
midcito se adapta a um determinado estimulo é o processo de hipertrofia. Midcitos
cardiacos respondem a estimulos de crescimento por meio da hipertrofia das células
miocardicas existentes ao invés de aumentar seu nimero, como na hiperplasia, uma vez
que ndo tem capacidade mitética?®. Atualmente, é aceito que mudancas geométricas
poderiam mudar as condi¢des de carga a que o coracdo é submetido e comprometer a
funcdo global do coragdo®’. No presente trabalho, foram observadas alteragdes na
cavidade, aumento da massa e de espessura do VE e aumento significativo da ASM, em
conformidade com estudos anteriores que evidenciaram as mesmas alteraces apos a
exposicdo a fumaga do cigarro® *°.

- Estresse oxidativo: o estresse oxidativo ocorre quando hé& desequilibrio entre a
producdo de radicais livres, como espécies reativas de oxigénio (EROSs), e as reservas
antioxidantes do miocardio®®. Estudos experimentais tém mostrado que o estresse
oxidativo pode induzir mudangas no tecido cardiaco que contribuem com a remodelago
cardiaca e afetar a matriz extracelular e proteinas contrdteis por meio da
lipoperoxidagdo, modificacdo do &cido desoxirribonucléico (DNA) e oxidacdo de
proteinas *® % ® % No presente estudo, a exposicdo a fumaga do cigarro causou
aumento do estresse oxidativo, com maior geracao de hidroperdxido de lipideo, produto
da lipoperoxidagéo, e deplecdo das defesas antioxidantes, sugerindo a participacdo do
estresse oxidativo nas alteracdes encontradas. Estudos clinicos e experimentais sugerem

que 0 estresse oxidativo e as EROs constituem mecanismo envolvido na causa de
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doencas cardiovasculares associadas ao tabagismo e desempenha papel critico na

remodelago ventricular apés injiria cardiaca’ "*

. Estudos anteriores em ratos expostos
a fumaca do cigarro relataram aumento de hidroperdxido de lipideo no tecido hepético e
reducdo da relagéo entre glutationa reduzida e oxidada, sugerindo a participagéo do
estresse oxidativo neste modelo’® . A fumaga do cigarro pode ativar enzimas NADPH
oxidase e xantina oxidase, principais fontes de radicais superoxido, além de induzir
estresse mitocondrial por prejudicar a fungdo da mitocondria, no coragdo e em outros
tecidos’?. Zornoff e colaboradores descreveram alteracdes mitocondriais no coragdo
ap0s a exposicdo ao cigarro *°.

Assim, é possivel concluir que a exposicdao a fumaca do cigarro levou a
remodelacdo cardiaca nos animais, caracterizada por hipertrofia e aumento do estresse
oxidativo no coracdo. Porém os mecanismos responsaveis por essas alteracdes cardiacas
induzidas pelo fumo néo estdo totalmente elucidados® **. Existem alguns mecanismos
propostos pelos quais os componentes da fumaca do cigarro, como alcatrdo, mondxido
de carbono, nicotina e radicais livres, podem causar danos ao coragdo, entre eles

4, 10, 63, 64, 72, T3
o s e o Uma

hipertrofia, hipdxia, lesdo endotelial e peroxidacdo lipidica
possibilidade seria o efeito hemodindmico do cigarro, como vasoconstricdo e aumento
da pressdo®. Estudos prévios com exposicdo a fumaca do cigarro mostraram aumento
significativo da pressao arterial em animais fumantes® > ®® ™ Esses dados sugerem que
a ativagdo de fatores neurohormonais pode, em parte, explicar as alteragdes estruturais
encontradas no presente trabalho. Assim, para verificar a influéncia da presséo arterial
nas variaveis cardiacas estudadas, foi realizado teste ANCOVA, porém a pressdo ndo
mostrou acdo significativa nas demais varidveis estudadas. Concluimos que outros

mecanismos devem estar envolvidos no processo de remodelacéo induzida pela fumaca

do cigarro, como por exemplo, aumento do estresse oxidativo.
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Assim, o conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no
processo de remodelagdo é de grande importancia, pois o blogueio dos moduladores
possibilita a prevencdo ou atenuagdo de suas consequéncias na estrutura e funcéo
cardiacas. Neste sentido, tém-se destacado o uso de nutrientes que possam modular
processos inflamatorios, proliferacdo celular, apoptose e geragdo de radicais livres, entre

eles a vitamina D”°.

Exposicédo a fumaca do cigarro e Vitamina D

No presente trabalho, a suplementagdo de colecalciferol via dieta foi eficiente,
uma vez que elevou a concentragdo de 25-hidroxicolecalciferol nos animais tratados.
Além disso, a resposta & suplementacgdo foi dose dependente.

A suplementacdo de vitamina D reduziu a area seccional do midcito e alterou o
perfil oxidativo nos animais expostos & fumagca de cigarro. A suplementacdo com 3000
Ul preveniu a hipertrofia dos midcitos ap6s a exposicdo a fumacga do cigarro e o
tratamento com ambas as doses evitou a peroxidacdo lipidica e reverteu a deplecéo de
enzimas antioxidantes de forma dose dependente. Porém, neste protocolo de 2 meses, 0
tratamento com a vitamina ndo atenuou as alteracbes ecocardiograficas de estrutura
apds a exposicdo ao cigarro.

Recentemente, a vitamina D tem sido destacada por seu papel em outros
sistemas do organismo, além da salde 6ssea. A vitamina D pode ser obtida a partir de
fontes alimentares ou sintetizada pela pele apdés reagdo fotoquimica por raios

ultravioleta B (UVB). Para se tornar ativa, necessita de duas hidroxilagdes, nas ligacoes

81



25- e la-, no figado e rins, respectivamente. Seu transporte é feito pela proteina
ligadora de vitamina D’®.

Atualmente, a vitamina D é considerada um horménio secoesterdide com agdo
gendmica mediada por um receptor nuclear, denominado receptor nuclear de vitamina D
ou VDR. O VDR se liga a sequéncias especificas do DNA como um heterodimero com
RXR e a um maquinario transcricional basal ligante dependente (TFIIA) e independente
(TFIIB). Genes com elementos de reposta para vitamina D influenciam direta ou
indiretamente o ciclo, a proliferagdo e a diferenciacdo celulares, bem como a apoptose’®.
Os receptores VDR foram identificados em diversos tecidos, incluindo midcitos
cardiacos®. Foi mostrado também a presenca da la-hidroxilase e 24-hidroxilase no
miocardio de ratos Wistar, enzimas necessérias para ativacio da vitamina D*°. O VDR é
regulado por estimulos pro hipertroficos e tem sido associado a expressdo de outros
genes hipertroficos’”.

A vitamina D tem sido considerada importante mediador em doengas
cardiovasculares, e sua suplementacdo pode reduzir o risco para essas doengas,
inclusive insuficiéncia cardiaca *® " 8, O tratamento com vitamina D indica papel
protetor no sistema cardiovascular apds agressdo ao coragdo’’. Estudos in vitro
sugeriram atenuacdo da hipertrofia em midcitos tratados com endotelina e inibi¢cdo da
proliferacdo celular em midcitos HL-1, por agdo direta no tecido cardiaco®® % *. A
suplementagdo com vitamina D ativa em ratos Dahl sensiveis a sal foi associada a
menor peso cardiaco e reducdo da massa do VE, menor espessura da parede posterior e
pressdo diastélica final e aumento da frag&o de encurtamento®.

No presente trabalho, foi evidenciado hipertrofia e aumento da presséo arterial
apds a exposicao ao cigarro. A hipertrofia pode ser ativada em situacdes de sobrecarga

hemodinamica, devido em parte a tensdo mecanica sobre os cardiomidcitos e em parte
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pela ativacdo neuroenddcrina reflexa (como atividade adrenérgica ou sistema renina-
angiotensina), que acompanha a sobrecarga”®. A maior dose da vitamina D reduziu
significativamente a &rea seccional do midcito apos a exposicdo a fumaga do cigarro,
em concordancia ao observado por outros autores em estudos prévios. Kong e
colaboradores (2010) relataram redugdo da espessura da parede posterior do VE pelo
ecocardiograma e por histologia seccional do VE, bem como redugéo do didmetro de
cardiomidcitos em ratos espontaneamente hipertensos apds o tratamento com vitamina
D, Ensaios clinicos em pacientes em hemodialise tratados com vitamina D mostraram
reducéio da hipertrofia do VE®. O efeito anti hipertréfico da vitamina D pode ser
explicado em parte pela supressdo do sistema renina-angiotensina e pela acdo da
vitamina na proliferacdo e diferenciagdo celulares®. Porém, no presente trabalho, a
suplementagdo com vitamina D ndo atenuou as alteragdes na estrutura cardiaca pelo
ecocardiograma, nem reduziu a pressdo arterial nos animais expostos ao cigarro. Uma
vez que a pressio arterial e a renina séo moduladores da remodelagéo cardiaca '’ e que a
vitamina é considerada regulador negativo da renina®® " % esperava-se que a
suplementagédo da vitamina D reduzisse a pressdo e atenuasse as alteragdes na parede
ventricular evidenciadas pelo ecocardiograma. Uma possivel explicacdo é o tempo de
suplementagdo, que pode ndo ter sido suficiente para promover as alteracdes
ecocardiogréficas. Esses achados também sugerem que a vitamina D pode atuar na
funcéo cardiaca por outros mecanismos.

Assim, existem evidéncias de que a vitamina D participe de outros processos
moduladores da remodelagéo cardiaca, como o estresse oxidativo*!. O estresse oxidativo
tem efeito direto na fungdo e estrutura celulares e podem ativar moléculas sinalizadoras
na remodelacdo cardiaca, resultando em fendtipo caracterizado por hipertrofia e

apoptose em midcitos card facos®. A primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo
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sdo as enzimas antioxidantes, principalmente catalase, SOD e GSH-Px®. Existem
relatos do papel da vitamina D como antioxidante em tecidos como figado, rins,
pancreas e também no coragdo*® ®. Wiseman relatou o efeito protetor de metabélitos da
vitamina D na peroxidacdo lipidica em membranas celulares*. Sardar e colaboradores
sugeriram acdo antioxidante da vitamina D por redugdo da peroxidacdo lipidica e
aumento nas concentracdes hepaticas de glutationa apds administragdo de vitamina Ds
em ratos®®. Em ratos urémicos, a terapia com vitamina D melhorou o estresse oxidativo
cardiaco, prevenindo a deplecdo de SOD e GSH-Px®®. Estes dados véo de encontro aos
achados do presente trabalho, em que a suplementacdo de vitamina D influenciou o
estresse oxidativo, com menor peroxidacdo lipidica e maior atividade das enzimas
antioxidantes catalase, SOD e GSH-Px de forma dose dependente apds a exposicdo a
fumaca do cigarro. Hoeck e Pall (2010) descrevem que a vitamina D ativa é capaz de
reduzir a fluidez das membranas celulares e prevenir a peroxidacdo ferro-dependente
por apoiar a sintese de glutationa, induzir a sintese de GSH-Px e superdxido dismutase
manganés-dependente (Mn-SOD)?%.

Assim, pelo exposto, foi observado que a vitamina D modula o processo de
remodelacdo cardiaca induzida pela exposi¢do a fumaga do cigarro por sua capacidade

antioxidante, atuando também na hipertrofia cardiaca.
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Conclusao
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A exposicdo & fumaca de cigarro acarreta remodelagdo cardiaca. Entretanto a
inflamagéo ndo participa do processo de remodelagdo no presente estudo.

A suplementacdo de vitamina D; em ratos atenuou a remodelacdo cardiaca
induzida pela exposi¢do a fumaca cigarro por agdo na hipertrofia e no estresse oxidativo

cardiaco de maneira dose dependente.
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