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

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

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

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

Keywords: vitamin D; fibroblast growth factor-23; hyperphosphatemia; cardiac remodeling.
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A vitamina D € composto lipossoluvel e apresenta duas principais formas: D,
(ergocalciferol) e a D3 (colecalciferol). A principal maneira de obter a vitamina D € por meio
da sintese cutanea, que produz apenas o colecalciferol . Outra forma de obter a vitamina D é
por meio do seu consumo alimentar. Entretanto, as fontes alimentares fornecem somente de
10 a 20% da necessidade diaria para humanos. O ergocalciferol é de origem vegetal e esta
presente em plantas e cogumelos. J& o colecalciferol € de origem animal e encontra-se,
principalmente, na gema de ovo, em peixes (atum e sardinha), na carne de boi, no figado e
nos rins % 3. Em algumas situagdes é necessario suplementacdo de vitamina D, que também
pode ser realizada em suas duas formas *°. No entanto, no Brasil, é comum encontrarmos a
suplementacéo de colecalciferol ® "8,

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

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

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

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

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

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

35; 36

e Nos 0ss0s, pode atuar por meio da
mineralizacdo éssea Em estudo anterior realizado em nosso laboratério, animais
suplementados com colecalciferol apresentaram maiores concentracdes séricas de fosforo 23,
Nestas situacOes de hiperfosfatemia, ha consequencias para metabolismo mineral e 0sseo,
como: hiperplasia na paratireoide, maior rigidez arterial periférica, maior calcificagio

vascular, aléem de maior risco de doencas cardiovasculares, de infeccBes, maior taxa de
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fragilidade do osso e maior risco de mortalidade *" 3. Neste contexto, um dos principais
hormdnios que contribuem para regular a homeostase do fosforo é o fator de crescimento de
fibroblasto-23 (FGF-23) (Figura 1) *°.

Figura 1. Reguladores de Fosforo.

.f.
Hueso

FGF23

o,
| Glandula paratirpides

PTH —_—* Vitamina D

- ey . -

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

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

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

ostedcitos e osteoblastos *% 42

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

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

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

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

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

consequentemente, associados & insuficiéncia cardiaca °* ®.

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

cardiomidcito.

Kidney, Heart
parathyroid

Klotho

!

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

Fonte: Faul, 2012 °

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

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

sérico e na relagdo Ca x P, além de menor concentracéo sérica de FGF-23 e de PTH "% ™% 72,
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Hipdtese

A suplementacdo de colecalciferol por 4 meses, em altas doses, porém ndo
hipercalcémicas, promove maior estresse oxidativo, alteragdes do metabolismo energético, na
morfologia e funcdo cardiaca. Essas alteracdes também promovem hiperfosfatemia e podem
ser moduladas pelo FGF-23. Desta maneira, a menor concentracdo sérica de fosforo,
promovida pelo tratamento de sevelamer, reverteria as alteracGes da remodelacéo cardiaca no

modelo de suplementacdo com colecalciferol.

Objetivo

Verificar se o tratamento com sevelamer, ao reduzir a concentracéo sérica de fosforo,
diminui a concentracdo de FGF-23 e, consequentemente, atenua o0 estresse oxidativo,
alteracdes do metabolismo energético, na morfologia e funcdo cardiaca, decorrentes da

suplementacéo de colecalciferol, em altas doses, por 4 meses, em ratos
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Delineamento Experimental

Foram utilizados 169 ratos Wistar machos pesando aproximadamente 300 a 350 gramas
acondicionados no Biotério da Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex) da Faculdade de
Medicina — UNESP, Botucatu. O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animal de nossa instituicdo e estd em conformidade com
os Principios Eticos na Experimentacio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal. 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. A ingestdo alimentar foi controlada diariamente e o peso corporal foi aferido
semanalmente. Os animais foram alocados em seis grupos: 1) Grupo controle (C, n=27) —
receberam ragdo sem suplementagé@o de colecalciferol e sem adicdo de sevelamer; 2) Grupo
sevelamer (C+S, n=26) — receberam racdo sem suplementacdo de colecalciferol e com adicéo
de 3% de sevelamer; 3) Grupo vitamina D 3.000UI (VD3, n=29) — receberam suplementacao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo e sem adicdo de sevelamer; 4) Grupo vitamina D
3.000Ul com sevelamer (VD3+S, n=29) - receberam suplementagdo de 3.000UI de
colecalciferol e 3% de sevelamer na racdo; 5) Grupo vitamina D 10.000UI (VD10, n=29) —
receberam suplementacdo de 10.000Ul de colecalciferol/kg de racdo e sem adicdo de
sevelamer; 6) Grupo vitamina D 10.000Ul com sevelamer (VD10+S, n=29) - receberam
suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol e 3% de sevelamer na ragcdo (Figura 3). Esta
suplementacdo foi realizada por quatro meses. ApoOs esse periodo, 0s animais foram
submetidos a dosagem de fosforo urinario e avaliacdo ecocardiografica, posteriormente foram

eutanasiados para coleta de material biologico para realizacdo das demais determinacdes.
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Figura 3. Delineamento experimental.
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g: gramas; C: grupo controle que recebeu racdo padrdo; VitD 3: grupo suplementado com 3.000UIl de
colecalciferol/kg de racdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000Ul de colecalciferol/kg de racdo; C+S:
grupo controle que recebeu ragdo padrdo e 3% de sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000Ul de
colecalciferol/lkg de racdo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000Ul de
colecalciferol/kg de racéo e 3% de sevelamer.

Célculo do tamanho amostral

Para este calculo dispomos de médias e dos desvios-padrdo de estudo anterior
realizado em nosso laboratério . Como no estudo mencionado ndo foram realizadas muitas
determinacGes no experimento realizado por 4 meses, escolhnemos como variavel o peso do
atrio esquerdo. A diferenca minima detectavel da média foi de 10 mg; o desvio padrdo de 7
mg; 0 nimero de grupos de 6; o alfa utilizado foi de 0,01 e o poder de 0,8. O valor de alfa
escolhido foi menor devido ao nimero de comparacdes realizados no teste ANOVA de duas

vias. O resultado obtido foi de 19 animais por grupo.

Doses de vitamina D e sevelamer

De acordo com o National Research Council (NRC), a quantidade de vitamina D
recomendada por kg de racdo para ratos é de 1.000 Ul ". Entretanto, ndo ha definicdo de nivel
maximo de tolerancia de ingestdo para esta vitamina para estes animais. De acordo com a
Dietary Reference Intakes (DRIs), realizada pelo Institute of Medicine, a necessidade média
estimada de vitamina D para humanos é de 400 Ul/dia e limite superior toleravel é de 4.000

Ul/dia . Assim, a quantidade méaxima toleravel, para humanos, é dez vezes maior do que a
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necessidade média estimada. Consideramos que alta dose de vitamina D para ratos € 10 vezes
maior do que a dose recomendada para estes animais (10.000 Ul/kg de racdo). Ainda,
utilizamos uma dose intermediaria (3.000 Ul/kg de racédo) entre a recomendada pelo (NRC) e
a nossa dose alta estimada.

Sinais de toxicidade como: irritabilidade, diarreia, perda de apetite, menor ganho de
peso, e indicativos de calcificacdo foram observados em ratos suplementados com doses
acima de 1.000 Ul de vitamina D por dia (~ 30.000 Ul/kg de racdo) . As doses de
suplementacdo de colecalciferol utilizadas em nosso estudo ndo atingiram 1.000Ul/dia.
Assim, nossos animais ndo receberam suplementagdo considerada hipercalcémica.

Em relacdo a dose de sevelamer, Nagano et. al, 2006, observaram que a dose de 3% de
sevelamer na ragdo promoveu menor concentracdo sérica de fésforo e FGF-23 em relacédo a
dose de 1% de sevelamer "°. Com base neste estudo, também utilizamos a dose de 3% de

sevelamer adicionado a rag&o.

Preparo das racoes

A racdo utilizada para o grupo controle e para a fabricacdo das racdes suplementadas
com colecalciferol e adi¢cdo de sevelamer foi a ragdo comercial para ratos a base de cereais da
Nuvilab® (Nuvital Nutrientes S/A, Brazil). A composicdo aproximada por kg de racao é de
220g de proteina, 40g de gordura, 100g de mineral, 80g de fibra, e 1.800Ul de vitamina D.
Para preparo da racdo suplementada com colecalciferol, foram adicionados 3.000 e 10.000
Ul/kg de racdo, além da suplementacdo presente na composi¢cdo da ra¢do comercial. Levando
em conta que a vitamina D ¢ lipossoltvel, primeiramente foi diluido o colecalciferol (Sigma-
Aldrich, MO, USA) em 6leo de milho (10 ml/kg de racdo). Adicionalmente, o 6leo de milho
utilizado nédo apresenta adi¢cdo de vitamina D. Posteriormente, o colecalciferol diluido em 6leo
de milho foi adicionado ao farelo da racdo. Em relacdo ao sevelamer, este foi triturado e
adicionado ao farelo da ragcdo. Em seguida, a racdo foi misturada, peletizada e colocada para
secar em temperatura ambiente. ApoOs processo de secagem foi armazenada em freezer (-
20°C). A ragdo para o grupo controle foi preparada da mesma forma, sendo adicionado

apenas o 6leo de milho (10 ml/kg rag&o).

Coleta de material biologico
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Ap0s o estudo ecocardiografico, os animais foram eutanasiados para coleta do material
bioldgico. Foram coletados o plasma e soro (em tubo com e sem heparina, respectivamente) e
0 coracao dos animais.

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O soro e o plasma
obtidos foram armazenados em freezer -80°C para posteriores andlises bioquimicas. O
coragdo foi dissecado em atrios (A), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE). O
VE foi seccionado em anéis, colocado em nitrogénio liquido e depois armazenado em freezer
a -80°C.

Dosagem de célcio e fosforo séricos, fésforo urinario

As dosagens de calcio e fésforo inorganico foram realizadas no soro por método
colorimétrico (teste kit Bioclin, Brasil). O célcio foi dosado por meio da reagdo com arsenazo
I1l, em pH neutro, formando um complexo cuja intensidade da cor é proporcional a
guantidade de calcio na amostra. Em relacdo a determinacdo do fosforo, o fosfato inorganico
presente reage em meio acido com molibdato e obtém-se o complexo fosfomolibdato, que foi
reduzido pelo acido ascérbico a azul de molibdeno, desenvolvendo-se a cor em meio
arsenito/citrato. O arsenito/citrato combina-se com o excesso de molibdato impedindo sua
reacao posterior com o fosfato liberado dos estéreis labeis. A cor obtida foi medida entre 620
e 650 nm.

A dosagem urinaria de fdsforo foi realizada em apenas 12 animais (n=2, por grupo),
com a finalidade de observamos modificacdes na excrecdo de fosforo nos animais que
receberam suplementacdo de colecalciferol e/ou adicdo de sevelamer. Para coleta da urina, 0s
animais foram alocados em gaiolas metabdlicas individuais durante 24 horas,
aproximadamente 3 dias antes da eutanasia. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
para obter urina sem sedimentos. A dosagem foi realizada por meio do equipamento
randémico e automatico Cobas Mira (Roche Diagnostics, Switzerland), que permite mudanca
de varios comprimentos de onda de modo automatico durante o mesmo ciclo de leitura,
operando com fonte luminosa de lampejos de xen6nio e com temperatura controlada através
de banho de ar (20 a 40°C).

Dosagem serica de PTH e 1,25(0OH)D; e 25(OH)D3
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Estas determinacfes foram realizadas apenas no final do experimento (ap6s 4 meses
de suplementacdo). A dosagem de PTH e 1,25(OH)D, foram realizadas no soro pelo método
de quimioluminescéncia. Neste método a reacdo quimica gera luminescéncia, sendo esta
mensurada. A concentracdo de 25(OH)D; foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A extracdo de 25(0OH)Ds; do soro foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Turpeinen et. al, 2003 "’. Em seguida, as amostras foram
ressuspendidas em 75ul de fase movel e 50ul foi injetado no HPLC. O método utilizado para
separar 0s compostos também foi o descrito por Turpeinen et. al, 2003 ”’, porém este foi
adaptado ao nosso sistema e coluna (C18 de fase reversa). A fase movel foi composta por
agua e metanol (18:82, v/v), com fluxo de 1,0 ml/min, sendo o comprimento do detector de
onda ultravioleta (UV) fixado em 265 nm. O aparelho empregado foi cromatografo Waters
2695, com detector Waters 2996-fotodiodo.

Determinacdo sérica de FGF-23

A determinacdo de FGF-23 intacto foi realizada no plasma. Para esta analise foi
utilizado o método de ELISA sanduiche, de acordo com as instru¢cbes do fabricante
(Immutopics, Inc.). A faixa de deteccdo do kit utilizado é de 6 - 2.500 pg/mL, sendo

realizadas duas leituras (620nm e 450 nm).

Anélise imunohistoquimica

O fragmento do VE foi desidratado por banhos progressivos em alcool 50%, alcool

70%, alcool absoluto e em solucdo de xilol, respectivamente. Em seguida foram embebidos
em parafina quente e o fragmento foi incluido em um bloco de parafina por meio de um
processador de tecidos (JUNG CM 1800 — Leica). Os blocos de parafina foram submetidos a
cortes histologicos de 3um de espessura com 0 uso de um micrétomo e montados sobre
laminas silanizadas de microscopia, sem a realizacdo de coloragdo. Primeiramente os cortes
foram desparafinados em estufa a 60°C, overnight. Apos 0 processo de desparafinizacao, o
tecido foi hidratado em alcool absoluto, alcool 70% e alcool 50%, respectivamente, e lavado
em &gua destilada e deionizada. Em seguida foi realizado a recuperagdo antigénica, sendo as
laminas incubadas em solucdo de citrato 10mM, pH 6,0 a 95-100°C, por 20 minutos. Na
sequéncia, as laminas foram lavadas em &gua destilada e foi realizado o bloqueio das
31



peroxidases enddgenas com solugdo comercial durante 30 minutos, em temperatura ambiente.
As laminas foram lavadas em tampdo fosfato de sodio 0,05M, pH 7,2-7,4 (PBST) e foi
realizado o bloqueio de sitios inespecificos com solu¢do comercial durante 30 minutos, em
temperatura ambiente. As laminas foram incubadas overnight a 4°C em anticorpos primarios
de calcineurina (rabbit polyclonal IgG, ab3673, diluigdo 1:500) e NFATc3 (rabbit polyclonal
IgG, ab3447, diluicdo 1:500). Apos o periodo de incubacdo, as laminas foram lavadas em
PBST e incubadas com o anticorpo secundario goat anti-rabbit por 30 minutos, em
temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram lavadas em PBST e incubadas com o
cromégeno (3-3’-diaminobenzamidina — DAB 100mg em 70mL de PBS + 3mL de &gua
oxigenada; Sigma Diagnostics, St. Louis, USA) por cinco minutos, lavadas em &gua destilada
e contracoradas em hematoxilina de Harris (Sigma 17 Diagnostics, St. Louis, USA) por 2
minutos. Este procedimento também foi seguido de lavagens em agua destilada. Em seguida
os cortes foram desidratados (submersos em alcool 50%, alcool 70%, alcool absoluto e em
solucdo de xilol, respectivamente). Para controle positivo utilizamos tecido cardiaco de rato
(calcineurina) e camundongo (NFAT). Para controle negativo, utilizamos tecido cardiaco de
ratos sem o anticorpo primario. Todas as laminas foram montadas com laminula e Entelan,
rotuladas e mantidas em posicdo horizontal por 24 horas. A analise de imagens foi realizada
com o auxilio de microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de video (Image Pro-plus,
Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA), sendo a quantificacdo realizada por meio
da razdo entre a area positiva para coloracdo de calcineurina e NFAT, e a area total da secdo

cardiaca 8.

Determinacdo da expressao proteica da TXNIP

Esta determinacdo foi realizada pela técnica Western Blot. A extracdo de proteinas
totais foi realizada em amostras de VE e a concentracdo de proteina foi analisada pelo método
de Bradford "°. A quantidade de proteina utilizada foi de 50ug. Em seguida, as amostras foram
separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad,
Hercules, CA, USA). Apos a separacdo por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA,
USA). Os sitios inespecificos de ligacdo foram bloqueados em solucéo de 5% de leite em po

desnatado, por 90 minutos, em temperatura ambiente e sob agitacdo. Apos o bloqueio, as
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membranas foram incubadas com o anticorpo primario especifico para a proteina analisada,
overnight, a 4°C, sob agitagdo. Em seguida, as membranas foram lavadas em solugéo basal e
incubadas com o anticorpo secundario especifico, durante 90 minutos, em temperatura
ambiente, sob agitacdo. Posteriormente as membranas foram lavadas em solucdo basal e a
imunodetecgdo 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 expressdo da proteina analisada foi normalizada pela expressao da
proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). A analise das
imagens foi realizada no programa de analise de imagens Gel Pro.

Determinacéo do estresse oxidativo no tecido cardiaco

v' Espécies reativas de oxigénio: para avaliagdo da producdo in situ de espécies reativas
do coragdo, foi utilizado dihidroetidio (DHE; Sigma) 8. Os cortes do VE foram encubados
em DHE, WGA (marcacdo de membrana celular) e DAPI (marcacdo de nucleo). O DHE foi
observado sob a fluorescéncia vermelha, 0 WGA Alexa Fluor® 488 em verde e 0 DAPI em
azul. Os cortes foram lavados em tampéo salina fosfato (PBS) pH 7,4. As laminas foram
examinadas em microscépio de fluorescéncia e as imagens foram capturadas no aumento de
400x e analisadas no Programa ImageJ (National Institutes of Health).

Os demais marcadores de estresse oxidativo foram determinados por método
colorimétrico. Primeiramente foi realizada a extracdo de proteina em amostras do VE, o
sobrenadante foi coletado e utilizado para as determinacdes . As leituras foram realizadas
em leitor de microplaca (uUQuant-MQX Bio-Tech Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)

com controle pelo software.

v Concentracdo de hidroperéxido de lipidio (HL): determinado na presenca de sulfato
ferroso amoniacal (Fe;") e alaranjado de xilenol, &cido sulfrico e butilato de hidroxitolueno
(BHT) em mistura de metanol 90% %,

v" Atividade da superéxido dismutase (SOD): foi determinada monitorando a inibicdo da
reducdo do NBT por meio de radicais superdxidos gerados em solucdo contendo NADH2 e

fenazina metassulfato &,
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v' Atividade da glutationa peroxidase (GPx): foi determinada a partir da oxidacdo do
NADPH, em meio a mistura reativa contendo tamp&o fosfato de sddio, glutationa reduzida,
azida sédica, EDTA, glutationa redutase, a qual catalisa a reducéo da glutationa oxidada %.

v’ Atividade da Catalase (CAT): foi determinada em tampdo fosfato pH 7,0, utilizando
amostra e perdxido de hidrogénio (30%). As leituras espectofotométricas foram realizadas a
240nm .

Determinacdo da atividade das enzimas do metabolismo energético no tecido cardiaco

As enzimas do metabolismo energético foram determinadas por método colorimétrico.
Foi realizada extracdo de proteina em amostras do VE e o sobrenadante coletado foi utilizado
para determinacdo da concentragdo de proteina total; da atividade das enzimas lactato
desidrogenase (LDH), fosfofrutoquinase (PFK), complexo piruvato desidrogenase (PDH),
citrato sintase (CS) e B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (OHADH). O pellet foi
ressuspendido com tampdo fosfato de sédio 0,1M contendo 250mM de sacarose e 2mM de
EDTA, e centrifugado, para determinagéo da atividade da NADH-desidrogenase (Complexo
1) e ATP sintase ®2. As leituras foram realizadas em leitor de microplaca (LQuant-MQX Bio-

Tech Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com controle pelo software.

v' LDH: determinada com a utilizacdo do método UV otimizado, onde foi medido o
consumo de NADH,?".

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

v" PDH: determinado na presenca de tampdo fosfato de potassio (50mM; pH 7,4) em
mistura reativa contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A, ditiotreitol, MgCL,, NBT,
piruvato de sddio e fenazina metasulfato, onde foi medido a conversao do piruvato em acetil-
CoA por meio da velocidade da redugdo do NAD .

v' CS: determinada na presenca dos substratos acetil-CoA e oxaloacetato e DTNB, em
tampdo fosfato Tris-HCI 50mM, pH 8,0 .

v OHADH: determinada na presenca de tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, EDTA,
acetoacetil-CoA e NADH 8,
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v Complexo I: determinada pelo método de Singer ®°

, ém um sistema de reacdo
composto por tampéo fosfato de soédio 80mM pH 7,4, EDTA e NADH, onde monitorou a
velocidade de oxidacdo do NADH.

v' ATP sintase: determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50mM; pH 8,0), na presenca

de MgCl,, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, LDH e piruvato quinase .

Avaliacgéo ecocardiografica

ApoGs receberem ragdo durante quatro meses, os ratos foram anestesiados com
cloridrato de cetamina e cloridrato de xilidino. A pelagem dos animais foi raspada no térax e
estes foram posicionados em decubito lateral para a realizacdo do ecocardiograma. A
avaliacdo ecocardiografica foi realizada pelo mesmo examinador, sem que este tivesse
conhecimento dos diferentes grupos dos animais.

O ecocardiografo 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 *'.

As imagens da cavidade ventricular esquerda e da espessura da parede posterior
(EDPP) 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 posicdo para-esternal eixo menor com cursor de modo-M passando pela valva
adrtica.

O diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a EDPP foram medidos no
momento correspondente ao seu diametro maximo. J& o diametro sistdlico do ventriculo
esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excursdo sistélica méxima 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. 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 inicio do fluxo diastolico
transmitral o final.

As outras varidveis foram derivadas das formulagdes descritas a seguir:
v Esp. Rel. VE= (2 x EDPP)/DDVE;
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v Fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FE) = (DDVE?® - DSVE®)/ DDVE?;
v/ Porcentagem de encurtamento (% Enc. Endo) = [(DDVE — DSVE)/ DDVE] x 100;

v’ Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido para a frequéncia cardiaca (FC)

(TRIV/R-R)= TRIV/AR-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 S”), pico de
velocidade de deslocamento diastélico inicial do anel mitral e tricuspide (E’) e pico de
velocidade de deslocamento diastélico tardio do anel mitral e tricispide (A”) ** %, Algumas

variaveis ecocardiograficas foram normalizadas pelo peso corporal e pelo diametro da aorta.

Anélise histoldgica

Os blocos de parafina foram cortados em 3-4 micrometros de espessura e 0s cortes
foram capturados por laminas histoldgicas (OCT — Tissue Tek Compound), permanecendo
overnight a 60°C para a desparafinizacdo. Apds este processo, foram corados com
hematoxilina e eosina para mensurar a area seccional do midcito (ASM) e com picro sirius-
red para mensurar a fracdo intersticial de colageno. Para estas analises, foi utilizado o
microscopio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais ao
computador. O programa utilizado para andlisar as imagens foi o Image Pro-plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Para mensurar a ASM, foram selecionadas de
50 a 70 células por ventriculo analisado. Os midcitos selecionados foram seccionados
transversalmente, apresentaram forma redonda e nicleo visivel no centro da célula. Este
cuidado visou uniformizar ao maximo o conjunto de midcitos dos diferentes grupos. As areas
seccionais meédias obtidas para cada grupo foram utilizadas como indicador do tamanho
celular. A avaliacdo da fracdo de colageno intersticial foi realizada pelo mesmo sistema de

imagem computadorizado e programa que foram descritos anteriormente.

Anélise estatistica

Os valores obtidos foram apresentados em média * desvio padréo. As variaveis com
distribuicdo ndo normal foram normalizadas por meio da transformacdo matematica mais
adequada para serem testadas no teste de ANOVA de duas vias (em que foram considerados

os fatores suplementacédo de vitamina D e tratamento com sevelamer).
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Para os dados que ndo conseguiram ser normalizados, foram utilizados os testes de
Kruskal-Wallis (comparacdo entre os grupos: C, VD3 e VDI10; e entre os grupos C+S,
VD3+S e VD10+S) e Mann-Whitney (comparacdo entre os grupos C e C+S, VD3 e VD3+S,
VD10 e VD10+S), sendo realizado a correcdo por Bonferroni (valor de p multiplicado por 5,
visto que foram realizadas 5 comparagdes).

Foram analisados os efeitos da vitamina D (VitD), do sevelamer (S) e a interacdo entre
os fatores (VitDxS) por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) de dois fatores
independentes. O teste ANOVA de duas vias avaliou os efeitos de cada fator sobre as
variaveis estudadas, independentemente do efeito do outro fator, bem como a interacéo entre
os dois fatores. Quando ocorre interagdo significativa entre os fatores (p<0,05), torna-se
importante identificar os grupos que apresentam diferenca entre si. Para tanto, utilizamos o
teste de comparacdes multiplas Holm-Sidak. No caso de interacdo entre os fatores, os dados
foram representados em gréaficos de barra tridimensionais, no qual permite a visualizacdo dos
seis grupos experimentais avaliados, bem como a influéncia de cada fator sobre as variéveis
estudadas.

Quando ndo houve interacdo entre os fatores, foram analisados os dados marginais.
Neste caso foram comparados todos os animais suplementados ou ndo com colecalciferol
(AC, AVitD3 e AVitD10). Também foram analisados os animais tratados ou ndo com
sevelamer (comparagéo entre todos os animais que receberam sevelamer e todos 0s animais
gue ndo receberam este tratamento medicamentoso). Quando ocorreu diferenca significativa
na avaliacdo dos dados marginais, estas diferencas foram representadas em graficos de barras
e os dados expressos em média # desvio padréo.

Com a finalidade de avaliar se o efeito da suplementacdo de vitamina D foi dose
dependente, foi realizado o teste de Correlagdo de Spearman, corrigido por Bonferroni (valor
de p multiplicado por 2, visto que foram realizadas 2 comparacdes). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

Para analise dos dados e a construcdo dos graficos, foi utilizado software SigmaStat
para Windows versdo 14.0 da SPSS (Systat Software, Inc).
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Peso corporal dos animais, consumo diario de ragéo e vitamina D

Os animais foram pesados semanalmente e 0s pesos corporais iniciais e finais néo
apresentaram diferenca significativa (Tabela 1).

O consumo diario de vitamina D (Ul/dia) estimado foi maior nos AVitD10
comparados aos AVitD3 e AC. Também observamos que os AVitD3 apresentaram maior
consumo de vitamina D em relagdo aos AC (Tabela 1 e Figura 4). Este aumento do consumo
diario de vitamina D estimado foi dose dependente (p<0,001).

Em relacdo aos animais que receberam adicdo de sevelamer, verificamos maior
consumo diario de racdo (Tabela 1 e Figura 5). Levando em conta que a suplementacdo de
vitamina D também foi realizada na racdo, os animais que receberam adicdo de sevelamer
também consumiram maior quantidade de vitamina D (Tabela 1 e Figura 6). O aumento do
consumo diario de vitamina D nos animais que receberam adi¢do de sevelamer também foi
dose dependente (p<0,001).

N&o foi possivel observar influéncia da suplementacdo de colecalciferol nos animais
que receberam adicdo de sevelamer no consumo diario de vitamina D estimado e no consumo

de racéo.

39



Tabela 1. Peso corporal dos animais, consumo diario de rag8o e vitamina D

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (VitD) p(S) p (VitDxS)
(n=27) (n=29) (n=29) (n=26) (n=29) (n=29)

#Peso inicial (g) 30550 308+48 310451 316+45 311453 309+47 0,938 0,397 0,772
Peso final (g) 48357 476x50 473+45 470£47 465+39 470£42 0,755 0,210 0,802
Racéo (g/dia) 23,113 23,213 22,8+1,7 24,7+1,3 24+15 24,315 0,321 <0,001? 0,312
Consumo de 41,724 111+6,4 269+20 43,1422 112+6,8 278+17 <0,001" 0,012 0,311

VitD* (Ul/dia)

Dados expressos em média + desvio padrdo. *variaveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de
KruskalWallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformacges matematicas. C: grupo controle que recebeu ragdo padréo; VitD 3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000Ul de colecalciferol/kg de ragdo; C+S: grupo controle que recebeu ragdo padréo e 3% de
sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racéo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg
de racdo e 3% de sevelamer. AC: todos os animais controle; AVitD 3: todos 0s animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; AVitD 10:
todos 0s animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de racdo. * Comparagdes para o fator VitD: AC£AVitD3, AC#AVitD10, AVitD3#AVitD10.
Z Comparacéo para o fator S:todos os animais que foram tratados com sevelamer # todos os animais que ndo receberam sevelamer.
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Figura 4. Consumo diario de vitamina D estimado nos animais suplementados com vitamina
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 5. Consumo diario de racdo (g/dia) dos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média + erro padrdo. N&o S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais tratados com

sevelamer.
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Figura 6. Consumo diario de vitamina D estimado (Ul/dia) nos animais tratados com

sevelamer.
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Dados expressos em média + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que
receberam sevelamer.
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Dosagem sérica de calcio e fosforo, dosagem urinaria de fosforo

Os resultados obtidos nas dosagens séricas de calcio e fosforo estdo representados na
Tabela 2.

A suplementagdo com colecalciferol promoveu aumento sérico de calcio
(AC#AVitD10; Figura 7) e fosforo (AC#£AVitD3=AVitD10; Figura 8). A maior concentracdo
de célcio sérico apresentou resposta dose dependente (p=0,047).

Em relacdo a adicdo de sevelamer, verificamos maior concentracdo sérica de calcio
nestes animais (Figura 9). Além disso, realizamos a dosagem de fésforo urinario. Como esta
dosagem foi realizada em apenas dois animais por grupo, ndo foi possivel realizar teste
estatistico. Por outro lado, os dados marginais mostram menor excre¢do urinaria de fosforo
nos animais que receberam a adicdo de sevelamer (Tabela 2 e Figura 10).

Né&o foi possivel observar influéncia da suplementacéo de vitamina D nos animais que

receberam adicao de sevelamer na dosagem sérica de célcio e fésforo.
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Tabela 2. Dosagem sérica de célcio e fosforo, dosagem urinaria de fésforo.

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p (S) p (vitDxS)
(mg/dl) (n=16) (n=19) (n=16) (n=17) (n=17) (n=17)
Ca 8,49+0,4 8,66+0,5 8,91+0,7 8,82+0,7 9,03+0,6 9,15+0,7 0,044' 0,010° 0,900
P sérico 5,43+0,5 5,85+0,6 5,711 5,28+0,6 5,871 6,29+1 0,002* 0,338 0,138
(n) (2) (2) (2) ) () (2)
P urinério 94 69 82 4 4,5 3,5

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: grupo controle que recebeu ragdo padréo; VitD 3: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; VitD 10:
grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; C+S: grupo controle que recebeu racdo padrdo e 3% de sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000Ul de colecalciferol/kg de racdo e 3% de sevelamer. Ca: célcio; P:
fésforo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementagéo de
10.000U1 de colecalciferol/kg de ragdo. * Comparagdes para o fator VitD: Ca: AC#£AVitD10; P (sérico): AC#AVitD3, AC#AVitD10. ? Comparagéo para o fator S:todos 0s
animais que foram tratados com sevelamer # todos os animais que nao receberam sevelamer.
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Figura 7. Dosagem sérica de calcio nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. Ca: célcio. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 8. Dosagem sérica de fosforo nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média * erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéo
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. P: fdsforo. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.
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Figura 9. Dosagem sérica de calcio nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em media + erro padrdo. N&o S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que
receberam sevelamer. Ca: célcio.

Figura 10. Dosagem urinaria de fosforo nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média. Nao S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer.
P: fosforo.
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Dosagem sérica de 25(OH)Ds, 1,25(0OH),D3;, PTH e FGF-23

Os resultados obtidos nestas dosagens séricas estdo representados na Tabela 3.

A suplementacdo de coleclaciferol promoveu maior concentracdo sérica de 25(0OH)Ds
(AO0£AVitD3#£AVitD10; Figura 11). Além disso, verificamos que este aumento foi
dependente (p<0,001).

Em relacdo aos animais que receberam adicdo de sevelamer, verificamos menor
concentracdo de 25(0OH)D3 (Figura 12) e de FGF-23 (Figura 13).

Né&o foi possivel observar influéncia da suplementacéo de colecalciferol nos animais
que receberam adicdo de sevelamer nas determinagfes séricas de 25(OH)D3, 1,25(0OH),Ds,
PTH e FGF-23.
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Tabela 3. Dosagem sérica de 25(0OH)D3, 1,25(0H),D3, PTH e FGF-23.

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p (S) p (vitDxS)
(n) (19) (21) (19) 17) (19) (18)
25(0OH)Ds* 26,7+8,9 39,8116 89,6156 25,119,6 37,216 59,9+27 <0,001* 0,036° 0,226
(ng/ml)
(n) (5) 4 (4) (7) (8) (7)
#1,25(0OH),Ds 15,6+10 10,7+4,3 9,25+2,2 6,57+6,8 8,41+9,3 745,2 0,378 0,150 0,714
(pg/ml)
(n) (5) (4) (4) (7) (8) (6)
#PTH(pg/ml) 2,32+3,2 4,2+3,8 1,45+0,6 0,9+0,1 1,55+1,2 1,6+£1,3 0,768 0,639 0,298
(n) (19) (21) (21) (20) (22) (22)
FGF-23* 131451 165448 155459 132443 138+79 125456 0,375 0,041° 0,310
(pg/ml)

Dados expressos em média + desvio padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de
KruskalWallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformacges matematicas. C: grupo controle que recebeu ragdo padréo; VitD 3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; C+S: grupo controle que recebeu racdo padréo e 3% de
sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racéo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg
de racdo e 3% de sevelamer. PTH: paratorménio, FGF-23: fator de crescimento de fibroblasto-23. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéo de
3.000U1 de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementagdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo. * Comparaces para o fator VitD:
AC#AVitD3, AC#AVitD10, AVitD3#AVitD10. 2 Comparacéo para o fator S:todos os animais que foram tratados com sevelamer # todos os animais que ndo receberam

sevelamer.

48



Figura 11. Dosagem sérica de 25(OH)D3 nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 12. Dosagem sérica de 25(OH)D3 nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que

receberam sevelamer.

Figura 13. Dosagem sérica de fator de crescimento de fibroblasto-23 nos animais tratados

com sevelamer.
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Dados expressos em média + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que

receberam sevelamer. FGF-23: fator de crescimento de fibroblasto-23.
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Via calcineurina/NFAT e TXNIP

Os resultados obtidos na expressdo de calcineurina, NFAT e TXNIP no miocardio,
estdo representados na Tabela 4.

A suplementacdo de colelcalciferol promoveu maior expressdo de TXNIP
(AO=AVitD3#AVitD10; Figura 14).

Em relacéo a adigdo de sevelamer, verificamos maior expressdo de calcineurina nestes
animais (Figura 15). N&o foi possivel observar influéncia da suplementacdo de colecalciferol
nos animais que receberam adicdo de sevelamer na expressao de calcineurina, NFAT e
TXNIP no miocardio.
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Tabela 4. Via calcineurina/NFAT e TXNIP

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p (S) p (VitDxS)
(unidade
arbitraria)
(n) (11) (12) (14) (10) (14) (14)
Calcineurina  12,9+9,2* 21,8+13 22412 22,9+8 74 14,9475 16,248,1 0,910 0,694 0,010°
(n) (7) 3) (4) (6) (3) (3)
NFAT 0,4+0,4 0,46+0,2 0,9+0,2 0,59+0,5 0,82+0,5 0,99+0,7 0,221 0,174 0,937
(n) (12) (12) (11) (12) (12) (11)
TXNIP 1,03+0,2 0,98+0,2 1,25+0,3 1,08+0,2 1,1+0,2 1,16+0,3 0,025 0,632 0,285

Dados expressos em média + desvio padrdo. C: grupo controle que recebeu ragdo padréo; VitD 3: grupo suplementado com 3.000U1 de colecalciferol/kg de ragdo; VitD 10:
grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; C+S: grupo controle que recebeu racdo padrdo e 3% de sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000Ul de colecalciferol/kg de racdo e 3% de sevelamer. NFAT: fator
nuclear de células T ativadas, TXNIP: proteina de interagdo com a tiorredoxina. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000Ul de colecalciferol/kg de racéo. ' Comparacdes para o fator VitD: AC#AVitD10,

AVitD3#AVitD10. * Diferencas entre 0s grupos est&o representadas por letras, sendo que letras iguais designam as diferencas.
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Figura 14. Expressdo de proteina de interacdo com a tiorredoxina nos animais suplementados
com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéo
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de racdo. TXNIP: proteina de interacdo com a tiorredoxina. Simbolos iguais indicam diferenca
entre os animais.

Figura 15. Expressdo de calcineurina nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de

colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de
racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer.
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Marcadores do estresse oxidativo no miocardio

Os resultados obtidos nestes marcadores estdo representados na Tabela 5.

A suplementacdo de colecalciferol promoveu menor atividade da catalase
(A0£AVitD3=AVitD10; Figura 16) e da GPx (A0£AVitD3=AVitD10; Figura 17). Além
disso, verificamos resposta dose dependente entre as doses de colecalciferol e a menor
atividade da catalase (p<0,001) e da GPx (p<0,001). Em relacdo & SOD, o teste ANOVA de
duas vias mostrou que 0s grupos que receberam suplementacdo de colecalciferol sao
diferentes, porém ele ndo teve o poder de identificar estes grupos (Figura 18).

Os animais que receberam adicdo de sevelamer apresentaram menor concentracdo de
HL (Figura 19) e maior atividade da catalase (Figura 20).

Né&o foi possivel observar influéncia da suplementacdo de colecalciferol nos animais
que receberam adicdo de sevelamer na atividade de catalase, SOD e GPx, além da % de DHE

no miocardio.
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Tabela 5. Marcadores do estresse oxidativo no miocardio

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p (S) p (vitDxS)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
HL 134+24 132421 156+35° 136+27 136+23 120+13° 0,855 0,124 0,021°
(nmol/mg)
Catalase 93+13 82,6+9,8 68,4+13,9 115+28 81+10 85,9+18 <0,001* 0,005 0,067
(pmol/mg)
SOD 7,18+1 6,12+1 6,73+1 7,28+1,4 6,79+1,1 6,211 0,042* 0,771 0,229
(nmol/mgq)
GPx 39,318,6 29,6+6,7 23,9135 34,9175 24,5+7,1 24,616,3 <0,001* 0,102 0,350
(nmol/mg)
(n) (10) (10) (11) (9) (11) (9)
% DHE* 1,5+1,5 1,97+1 1,8+0,9 1,05+0,6 1,56+1,1 1,82+1.4 0,206 0,377 0,922

Dados expressos em média + desvio padrdo. *variaveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. C: grupo controle que recebeu racdo padréo; VitD 3:
grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragéo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragédo; C+S: grupo controle que recebeu
racdo padrdo e 3% de sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com
10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo e 3% de sevelamer. HL: hidroperdxido de lipideo; SOD: superdxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase; DHE: dihidroetidio. AC:
animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementagdo de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacéo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de racdo. * Comparacdes para o fator VitD: Catalase: AC#AVitD3, AC#AVitD10; GPx: AC#AVitD3, AC#AVitD10. > Comparagdo para o fator S:todos 0s
animais que foram tratados com sevelamer # todos os animais que ndo receberam sevelamer. 2 Diferencas entre os grupos estdo representadas por letras, sendo que letras
iguais designam as diferencas. * Teste ndo identificou quais grupos sdo diferentes.
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Figura 16. Atividade da catalase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 17. Atividade da glutationa peroxidase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementagao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de racdo. GPx: glutationa peroxidase. Simbolos iguais indicam diferencga entre 0s animais.
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Figura 18. Atividade da superdxido dismutase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. SOD: superdxido dismutase.

Figura 19. Concentracao de hidroperdxido de lipideo nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000Ul de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de

racao; ndo S: animais que nao receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. HL: hidroperéxido de
lipideo.
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Figura 20. Atividade da catalase nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em media + erro padrdo. N&o S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que

receberam sevelamer.
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Determinacéo da atividade das enzimas do metabolismo energético no miocardio

Os resultados obtidos na determinagdo da atividade das enzimas do metabolismo
energético estdo representados na Tabela 6.

A suplementacdo com colecalciferol promoveu menor atividade de PFK
(AC=AVitD3#£AVitD10; Figura 21), maior atividade da LDH (AC#AVitD3=AVitD10;
Figura 22), da PDH (AC=AVitD3#£AVitD10; Figura 23), da CS (AC#£AVitD3#£AVitD10;
Figura 24) e do Complexo | (AC£AVitD3=AVitD10; Figura 25), além de menor atividade da
ATP sintase (AC=AVitD3#AVitD10; Figura 26). Também verificamos resposta dose
dependente entre as doses de colecalciferol e a menor atividade da PFK (p<0,001), maior
atividade da LDH (p<0,001) e da CS (p<0,001). Assim, a suplementacdo com colecalciferol
diminuiu a oxidacgdo de glicose via aerdbica, aumentou a oxidacao da glicose via anaerébica e
do piruvato. Os animais suplementados apresentaram maior CS e Complexo I, além de menor
atividade da ATP sintase (Figura 27).

Em relacdo aos animais que receberam adicdo de sevelamer, observamos maior
atividade da OHADH (Figura 28), menor atividade da PFK (Figura 29), maior atividade da
LDH (Figura 30), menor atividade da PDH (Figura 31) e Complexo | (Figura 32), maior
atividade da ATP sintase (Figura 33). Desta maneira, 0s animais tratados com sevelamer
apresentaram maior oxidacdo de acido graxo e de glicose via anaerdbica, menor oxidacéo de
glicose via aerdbica e do piruvato. Adicionalmente, verificamos menor complexo | e maior
ATP sintase nestes animais tratados com sevelamer (Figura 34).

Em relacdo a influéncia da suplementacdo de colecalciferol nos animais que
receberam adicdo de sevelamer, o grupo VitD3+S apresentou maior atividade da OHADH e

da ATP sintase em comparagédo ao grupo C+S (Figura 35 e 36).
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Tabela 6. Metabolismo energético no miocérdio

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S  VitD 10+S p (vitD) p (S) p (VitDxS)
(nmol/g) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

OHADH 41,5%5,1 39,6+7,4° 43,1+7,7 40,6+7,6° 51,7+8,4°1 44,6%8,8 0,164 0,036 0,021°
#PFK 103+21 94,8+6,9 57,6+8,3 68,7+15 75,8+15 72,7+7,2 0,005 0,005 0,489
LDH 204+11 216455 221+12 212+7,3 226+16 224+14 <0,001 0,027 0,669
PDH 217+21° 219+34° 258+50"C 21431 231+36 213+33° 0,210 0,204 0,040°
CS 20,5+5,2 24,8453 30,8+6,6 21,6444 23,9435 28+4.8 <0,001* 0,522 0,460
Complexo | 3,97+0,7**  531+0,8%8 5,52+0,7° 4,41%0,8 4,49+1° 4,94+0,6 <0,001 0,117 0,030°
ATP sintase*  4,07+0,9° 4,66+09°  284+0,6°°C  3,68+0,6° 5,09+1° 4,19+0,9¢ <0,001 0,014 0,001°

Dados expressos em média + desvio padrdo*variaveis normalizadas para realiza¢do do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de KruskalWallis
por ndo ter passado no teste de normalidade ap6s transformagdes matematicas. C: grupo controle que recebeu ragdo padrdo; VitD 3: grupo suplementado com 3.000UI de
colecalciferol/kg de racéo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racdo; C+S: grupo controle que recebeu racéo padréo e 3% de sevelamer; VitD
3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de ragédo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo e 3%
de sevelamer. OHADH: B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase; PFK: fosfofrutoquinase; LDH: lactato desidrogenase; PDH: complexo piruvato desidrogenase; CS: citrato
sintase. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacéo de
10.000U1 de colecalciferol/kg de ragdo. ' Comparagdes para o fator VitD: PFK: AC#AVitD10, AVitD3#AVitD10; LDH: AC#AVitD3, AC#AVitD10; CS: AC£AVitD3,
AC#AVitD10, AVitD3#AVitD10. 2 Comparacéo para o fator S:todos os animais que foram tratados com sevelamer # todos os animais que ndo receberam sevelamer. *
Diferencas entre 0s grupos estao representadas por letras, sendo que letras iguais designam as diferencas.
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Figura 21. Atividade da fosfofrutoquinase dismutase nos animais suplementados com

vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. PFK: fosfofrutoquinase. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 22. Atividade da lactato desidrogenase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média * erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéo

de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. LDH: lactato desidrogenase. Simbolos iguais indicam diferenga entre os animais.
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Figura 23. Atividade da piruvato desidrogenase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementagdo de 3.000Ul
de colecalciferol/kg de ragdo; AVitD10: animais que receberam suplementacéo de 10.000UI de colecalciferol/kg
de racéo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. PDH: piruvato
desidrogenase. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 24. Atividade da citrato sintase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementagao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. CS: citrato sintase. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.
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Figura 25. Atividade do complexo I nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de

racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. Cl: complexo I.
Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 26. Atividade da ATP sintase nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de

racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. Simbolos iguais
indicam diferenca entre os animais.
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Figura 27. Resumo do metabolismo energético no miocardio de animais suplementados com

vitamina D.
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Fonte: Lopaschuk, et al., 2013%

Metabolismo energético no coracdo saudavel utiliza como principal substrato energético os 4cidos graxos e, em
seguida a glicose (via aerdbica e anaerdbica). Ap6s serem convertidos em acetil coenzima A (acetil CoA) e
oxalacetato, sdo catalizados pela enzima citrato sintase e inicia-se o ciclo citrato. No final deste ciclo, além de
produzir citrato, geram também outras coenzimas responsaveis pelo transporte de elétrons que ocorrem no
inteiro da mitocéndria. O transporte de elétrons é mediado por complexos especificos e fornece prétons para
producdo de ATP. Por sua vez, a suplementacdo de vitamina D (representada pelas setas verdes escuras)
diminuiu a oxidacgdo de glicose via aer6bica, aumentou a oxida¢do da glicose via anaerdbica e do piruvato. Os
animais suplementados apresentaram maior citrato sintase, complexo I, além de menor atividade da ATP sintase.

PFK: fosfofrutoquinase; LDH: lactato desidrogenase.

64



Figura 28. Atividade da B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase nos animais tratados com
sevelamer.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de

colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de

racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. OHADH: B-
hidroxiacil Coenzima A desidrogenase.

Figura 29 Atividade da fosfofrutoquinase nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que
receberam sevelamer. PFK: fosfofrutoquinase.
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Figura 30. Atividade da lactato desidrogenase nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que
receberam sevelamer. LDH: lactato desidrogenase.

Figura 31. Atividade da piruvato desidrogenase nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000Ul de colecalciferol/kg de

racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. PDH: piruvato
desidrogenase.
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Figura 32. Atividade do complexo | nos animais tratados com sevelamer
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Dados expressos em média. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéo de 3.000UlI

de colecalciferol/kg de ragdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg
de racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. Cl: complexo 1.

Figura 33. Atividade da ATP sintase nos animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000Ul de

colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de
racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer.
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Figura 34. Resumo do metabolismo energético no miocardio de animais tratados com
sevelamer.
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Metabolismo energético no coracdo saudavel utiliza como principal substrato energético os &cidos graxos e, em
seguida a glicose (via aerdbica e anaerdbica). Ap6s serem convertidos em acetil coenzima A (acetil CoA) e
oxalacetato, sdo catalizados pela enzima citrato sintase e inicia-se o ciclo citrato. No final deste ciclo, além de
produzir citrato, geram também outras coenzimas responsaveis pelo transporte de elétrons que ocorrem no
inteiro da mitocéndria. O transporte de elétrons é mediado por complexos especificos e fornece prétons para
producdo de ATP. Por sua vez, o tratamento com sevelamer (representado pelas setas verdes claras)
apresentaram maior oxidagdo de &cido graxo e de glicose via anaerdbica, menor oxidacéo de glicose via aerdbica
e do piruvato. Adicionalmente, verificamos menor complexo | e maior ATP sintase. PFK: fosfofrutoquinase;
LDH: lactato desidrogenase.
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Figura 35. Atividade da B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase nos animais suplementados
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacio de 10.000Ul de colecalciferol/kg de

racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. OHADH: B-
hidroxiacil Coenzima A desidrogenase Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.

Figura 36. Atividade da ATP sintase nos animais suplementados com vitamina D e tratados

ATP sintase (nmol/g)

com sevelamer.
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de
racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. Simbolos iguais

indicam diferenca entre os animais.
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Estudo ecocardiografico

Os resultados obtidos pelo estudo ecocardiografico estdo nas Tabelas 7, 8 e 9
(variaveis morfologicas e funcionais).

A suplementacdo de colecalciferol ndo promoveu alteracdes cardiacas morfoldgicas e
funcionais observadas no estudo ecocardiografico.

Os animais que receberam adicdo de sevelamer apresentaram alteracdes cardiacas
morfologicas, tais como maior DDVE (Figura 37) e IMVE (Figura 38). Também observamos
alteracdo funcional diastélica, como menor TDE (Figura 39).

Em relacdo a influéncia da suplementacdo de colecalciferol nos animais que
receberam adicdo de sevelamer, o teste ANOVA de duas vias apresentou um p significante
para a variavel AE/AO, porém este ndo conseguiu identificar quais grupos sdo diferentes
(Figura 40).
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Tabela 7. Variaveis ecocardiogréficas morfologicas

Variével [ VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S  VitD 10+S p (vitD) p (S) p (VitDxS)
(n=27) (n=29) (n=29) (n=26) (n=29) (n=29)
DDVE (mm) 7,6+0,6 7,4+0,5 7,3+0,5° 7,51+0,6 7,58+0,4 7,73x0,41° 0,798 0,027 0,022°
DSVE (mm)*  3,65+0,7 3,5420,4 3,430,6 3,63x0,7 3,5+0,4 3,74%0,6 0,747 0,334 0,192
#EDPP (mm) 1,35+0,1 1,370,1 1,35+0,1 1,3540,1 1,37+0,1 1,36+0,1 0,646 0,830 0,895
#EDSIV (mm)  1,36+0,1 1,3740,1 1,35+0,1 1,36%0,1 1,37+0,1 1,36%0,1 0,622 0,972 0,919
Esp. Rel. VE*  0,3620,04 0,37+0,05 0,37%0,04 0,36%0,05 0,36x0,03 0,35%0,03 0,563 0,188 0,226
IMVE (g/kg) 1,42+0,2 1,4+0,2 1,35+0,1 1,43%0,2 1,49+0,2 1,51+0,1 0,751 0,0017 0,055
AE/PC 11,8+1,6 11,6+1,1 11,6+1 11,7+1,4 12,1+0,8 12+1,2 0,946 0,112 0,504
(mm/kg)
AE/AO* 1,39+0,08 1,36+0,08 1,3620,09 1,35+0,09 1,4+0,09 1,38+0,08 0,859 0,502 0,047

Dados expressos em média + desvio padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de
KruskalWallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformaces matematicas. C: grupo controle que recebeu racdo padrdo; VitD 3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000Ul de colecalciferol/kg de racdo; C+S: grupo controle que recebeu ragdo padrdo e 3% de
sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racao e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg
de racdo e 3% de sevelamer. DDVE: didmetro diastdlico de ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; EDPP: espessura diastélica da parede
posterior do ventriculo esquerdo; EDSIV: espessura diast6lica do septo interventricular; Esp. Rel. Ve: Espessura relativa do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do
ventriculo esquerdo; AE: diametro do 4trio esquerdo; AO: didmetro da aorta. PC: Peso corporal (kg). 2Comparacéo para o fator S:todos os animais que foram tratados com

sevelamer # todos 0s animais que n4o receberam sevelamer. 3 Diferencas entre os grupos esto representadas por letras, sendo que letras iguais designam as diferencas. * Teste

ndo identificou quais grupos sdo diferentes.
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Tabela 8. Variaveis ecocardiogréficas funcionais (sistolicas)

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p(S) p (vitDxS)
(n=27) (n=29) (n=29) (n=26) (n=29) (n=29)

FC (bpm)* 28754 278151 283+60 275142 283+53 25745 0,231 0,208 0,292
#% enc endo 52,316,3 52,3+4 53,145,8 51,9+6,4 53,944 51,8457 0,789 0,836 0,196
VEPP (mm/s) 41454 39,5+4,9 41437 41,4+4,2 39,3+4,9 40,5+4,3 0,106 0,890 0,867

#FE 0,89+0,04 0,89+0,03 0,89+0,04 0,88+0,04 0,9+0,03 0,88+0,04 0,581 0,820 0,196

indice de tei* 0,49+0,06 0,47+0,06 0,47+0,06 0,46+0,07 0,46+0,05 0,48+0,6 0,718 0,372 0,160

S média* 3,75+0,4 3,54+0,4 3,71+0,4 3,64+0,3 3,61+0,3 3,75+0,5 0,059 0,989 0,389
(cmls)

Dados expressos em média + desvio padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de
KruskalWallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformaces matematicas. C: grupo controle que recebeu racdo padrdo; VitD 3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racdo; C+S: grupo controle que recebeu ragdo padrdo e 3% de
sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racéo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000U1 de colecalciferol/kg
de racdo e 3% de sevelamer. FC: frequéncia cardiaca; % Enc. Endo.: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do
ventriculo esquerdo; FE: fracdo de ejecdo; indice de Tei ou indice de Performance Miocardica (avalia conjuntamente a funcéo sistdlica e diastolica, calculado considerando o
tempo de contracdo isovolumétrica + tempo de ejecdo + tempo de relaxamento isovolumétrico).
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Tabela 9. Variaveis ecocardiogréficas funcionais (diastolicas)

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p (S) p (vitDxS)
(n=27) (n=29) (n=29) (n=26) (n=29) (n=29)

E mitral (cm/s) 71,1+6,1 69,448 71,3+8,7 70,5£8,5 71,8+8,4 73,1£7,5 0,511 0,340 0,589

A mitral* 49,711 46,714 47,3+13 46,412 48+12 50+13 0,712 0,734 0,267
(cmls)

E/A 1,5+0,3 1,6+0,4 1,61+0,4 1,61+0,4 1,58+0,4 1,54+0,3 0,885 0,933 0,461

TDE (ms)* 51,448 47,3+5,5 47,5+4,5 45,8454 45,1+7,3 49,3+7,8 0,126 0,041 0,082

TRIV/R-R 57+6,3 58,3+5,8 57+6,1 55,6+6,5 56,4+5,4 56,9+6,3 0,662 0,228 0,710

E’ média (cm/s)  4,11+0,5 4,04+0,6 3,83+0,6 4,04+0,7 3,99+0,5 3,93+0,5 0,250 0,932 0,707

A’ média (cm/s)  4,11+0,9 3,78+0,9 3,711 4,08+0,8 4,18+1,1 4,011 0,455 0,140 0,483

E/E’ 18+2,1 17,5+£3 18,7+2,8 18,1+£3,7 18,2422 18,9+2,8 0,206 0,485 0,876

Dados expressos em média + desvio padrdo. *variaveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. C: grupo controle que recebeu racdo padréo; VitD 3:
grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; C+S: grupo controle que recebeu
racdo padrdo e 3% de sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000Ul de colecalciferol/kg de racdo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com
10.000UI de colecalciferol/kg de racéo e 3% de sevelamer. E mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragdo da
onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo; R-R: distancia de um batimento a outro. > Comparagéo para o fator S:todos 0s animais
que foram tratados com sevelamer # todos 0s animais que nao receberam sevelamer.
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Figura 37. Diametro diastélico do ventriculo esquerdo de animais tratados com sevelamer.

p (VitD)=0,798
p (S)=0,027
p (VitDxS)=0,022
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C..
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de

racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. DDVE: didmetro
diastolico do ventriculo esquerdo.

Figura 38. Indice de massa do ventriculo esquerdo de animais tratados com sevelamer.

2,0 4
*
1,6 T
s
=
2 12
L
>
=
0,8
p (VitD)=0,751
04 p (S)=0,001
' p (VitDxS)=0,055
0,0 T T
néo S S

Dados expressos em média + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que

receberam sevelamer. IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo.
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Figura 39. Tempo de desaceleracdo da onda E mitral de animais tratados com sevelamer.
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Dados expressos em media + erro padrdo. Ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que
receberam sevelamer. TDE: tempo de desaceleracdo da onda E mitral.

Figura 40. Diametro do atrio esquerdo corrigido pelo didmetro da aorta de animais
suplementados com vitamina D e tratados com sevelamer.

p (VitD)=0,859
p (S)=0,502
p (VitDxS)=0,047

2,0

15

1,0

AE/AO
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Dados expressos em média. C: animais controle; VitD3: animais que receberam suplementacdo de 3.000UI de
colecalciferol/kg de racdo; VitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de colecalciferol/kg de
racdo; ndo S: animais que ndo receberam sevelamer; S: animais que receberam sevelamer. AE/AO: didmetro do
atrio esquerdo corrigido pelo diametro da aorta.
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Estudo morfométrico, area seccional do midcito e fracao de colageno intersticial

Os resultados obtidos neste estudo estdo na Tabela 10.

A suplementacdo com colecalciferol promoveu maior ASM (AC#AVitD3; Figura 41).
Além disso, esta aumentou a porcentagem de colageno intersticial (AC£AVitD3=AVitDI10;
Figura 42).

Em relacdo aos animais que receberam adicdo de sevelamer, ndo observamos
alteracbes nas variaveis morfométricas, ASM e colageno intersticial. Assim como nao
observamos alteraces na influéncia da suplementacdo de colecalciferol nos animais que

receberam adicdo de sevelamer.
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Tabela 10. Estudo morfométrico dos tecidos e analise histologica do miocardio

Variavel C VitD 3 VitD 10 C+S VitD 3+S VitD 10+S p (vitD) p (S) p (VitDxS)
(n=27) (n=29) (n=29) (n=26) (n=29) (n=29)
Peso VE/PC 1,69%0,2 1,74+0,2 1,73+0,2 1,74+0,2 1,76+0,2 1,73+0,2 0,667 0,434 0,768
(mg/kg)
#Peso VD/PC 0,44+0,06 0,42+0,07 0,44+0,09 0,43+0,07 0,44+0,06 0,43+0,08 0,869 0,654 0,899
(mg/kg)
(n) (10) (10) (10) (6) ©) ©)
Peso A/PC* 0,1+0,02 0,09+0,04 0,12+0,03 0,1+£0,03 0,1+0,03 0,1+0,03 0,495 0,572 0,426
(mg/kg)
(n) (13) (12) (12) (12) (12) (11)
ASM (um?) 182+19 198+13 193+11 182+13 191421 188+8,1 0,010" 0,251 0,678
() (10) (10) (10) (10) (10) (10)
Colageno* 3,43+2 6,95+4,5 11,8+11 4,31+3,6 10,2+7,2 8,81+5,7 0,002* 0,523 0,838
(%)

Dados expressos em média + desvio padrdo. *varidveis normalizadas para realizacdo do teste ANOVA de duas vias. # foi realizado teste de Mann-Whitney e de
KruskalWallis por ndo ter passado no teste de normalidade apds transformacBes matematicas. C: grupo controle que recebeu racdo padrdo; VitD 3: grupo suplementado com
3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; VitD 10: grupo suplementado com 10.000UI de colecalciferol/kg de racdo; C+S: grupo controle que recebeu ragéo padrdo e 3% de
sevelamer; VitD 3+S: grupo suplementado com 3.000UI de colecalciferol/kg de racéo e 3% de sevelamer; VitD 10+S: grupo suplementado com 10.000U1 de colecalciferol/kg
de racéo e 3% de sevelamer. VE: ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; VD: ventriculo direito; A: atrios; ASM: Area seccional do midcito. AC: animais controle; AVitD3:
animais que receberam suplementacéo de 3.000U1 de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacio de 10.000U1 de colecalciferol/kg de racéo. *
ComparacGes para o fator VitD: ASM: AC£AVitD3; Colageno: AC£AVitD3, AC£AVitD10.
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Figura 41. Area seccional do midcito de animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementacéao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de ragdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de racdo. ASM: Area seccional do midcito. Simbolos iguais indicam diferenca entre os

animais.

Figura 42. Porcentagem intersticial de colageno nos animais suplementados com vitamina D.
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Dados expressos em média + erro padrdo. AC: animais controle; AVitD3: animais que receberam suplementagao
de 3.000UI de colecalciferol/kg de racdo; AVitD10: animais que receberam suplementacdo de 10.000UI de
colecalciferol/kg de ragdo. Simbolos iguais indicam diferenca entre os animais.
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O objetivo deste estudo foi verificar se o tratamento com sevelamer, ao reduzir a
concentracdo sérica de fdsforo, diminui a concentracdo de FGF-23 e, consequentemente,
atenua a remodelacao cardiaca decorrente da suplementacéo de colecalciferol, em altas doses.
Nossos achados mostraram que a suplementacdo com colecalciferol promoveu, como
esperado, alteracBes cardiacas morfoldgicas, além de alteragcGes no estresse oxidativo e no
metabolismo energético. No entanto, 0 mecanismo envolvido neste processo ndo foi via FGF-
23 e calcineurina/NFAT. Além disso, o uso do sevelamer, em ratos normofosfatémicos,
promoveu alteracGes cardiacas morfologicas e funcionais, além de modificar o metabolismo

energético. O mecanismo envolvido neste processo pode ter sido via calcineurina/NFAT.

Suplementacéo de colecalciferol
Alteracoes séricas

A vitamina D desempenha papel importante na homeostase dos ions de calcio e
fosforo 1% %, Para regular o metabolismo do célcio, vitamina D atua em sua absorcio
intestinal por mecanismos genémicos e ndo genémicos ** % ® Adicionalmente, vitamina D
também regula o metabolismo de célcio nos 0ssos e nos rins ** 3. Assim, como esperado, ao
suplementarmos colecalciferol, verificamos maior concentracdo sérica deste ion. Além disso,
este aumento foi dose dependente. Caélcio € ion essencial para o funcionamento adequado de
diferentes 6rgdos. Em situacBGes de hipercalcemia, o coracdo aumenta sua contratilidade e,
consequentemente, altera suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais . A hipercalcemia
também acarreta vasoconstricdo, calcificacdo vascular, arritmias cardiacas, hipertensdo e
maior risco de eventos cardiovasculares °”* . Ao compararmos os nossos valores com a
literatura verificamos que as nossas maiores concentracfes de calcio sérico ndo podem ser
consideradas hipercalcémicas para ratos 2> 2% ™9 Além disso, nossos dados ndo mostraram
menor concentracdo de PTH, comumente observada em situacfes de hipercalcemia. Assim,
nosso trabalho mostra que a suplementagdo de colecalciferol por 4 meses ndo pode ser
considerada hipercalcémica para ratos.

Em relagdo & homeostase do fésforo, a vitamina D atua na absorgdo intestinal deste
fon por meio da proteina cotransportadora de sodio e fésforo tipo 2b (NaPi2b) 3% 3% A
vitamina D também modifica a excrecdo renal deste ion por meio da expresséo e sintese do
FGF-23 ** Em nosso estudo, suplementacéo de colecalciferol promoveu maior concentracdo

sérica de fosforo. A hiperfosfatemia acarreta consequéncias como: hiperplasia na paratireoide,
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maior rigidez arterial periférica, disfuncdo endotelial e calcificacdo vascular. Nesta situacéo,
também ocorre maior frequéncia de doengas cardiovasculares e de infeccbes, maior taxa de
fragilidade e fratura dos 0ssos, além de maior risco de mortalidade 3" 38 1%,

A homeostase dos ions de calcio e fosforo é fundamental para os 6rgaos funcionarem
de forma adequada. Com a finalidade de manter a concentragdo sérica destes ions, nosso
organismo apresenta reguladores endécrinos como vitamina D, FGF-23 e PTH . 0
metabolito mais ativo da vitamina D € 0 1,25(0OH),Ds e sua a¢do no metabolismo destes ions
ja foi descrita em estudos prévios ** %433 No entanto, o estado nutricional da vitamina D deve
ser mensurado por meio da dosagem sérica de 25(0OH)D3 e ndo pelo seu metabdlito mais
ativo. Isso ocorre devido a 25(0OH)D3 apresentar maior meia-vida, maior concentracdo sérica e
ndo sofrer influéncia da concentracdo de calcio e PTH sérica 1% 1% 1% Em nosso estudo,
animais suplementados com colecalciferol apresentaram maior concentracdo sérica de
25(0OH)D3; e este aumento foi dose dependente. Por outro lado, ndo observamos maior
concentragdo de 1,25(0OH),D3 nos animais suplementados com colecalciferol. Similares aos
nossos achados, outros autores também observaram maior concentracao sérica de 25(0OH)Dse
calcio, sem modificacdo na concentracdo de 1,25(0OH),D3. Desta maneira, maior absorcdo de
célcio também pode estar associada a 25(OH)D5 0% 106107,

Em relacdo ao horménio FGF-23, outro regulador enddgeno do fésforo, sua maior
concentracdo sérica pode ocorrer em resposta a inumeras situagdes, como: aumento do
1,25(0OH),D3 sérico, elevada concentracdo de fdésforo na dieta, aumento de fosforo
extracelular, remodelacdo cardiaca, fibrose cardiaca, dentre outras “® *% °% 1 FGF-23
apresenta como principais funcdes estimular a excrecdo urinaria de fosforo, inibir a formacéo
de 1,25(0H),Ds e suprimir a sintese de PTH % %% para que 0o FGF-23 exerca seu efeito
fosfatdrico é necessério que se ligue a um dos quatro receptores de FGFRs °7 198199 Nesta
ligacdo atuam como cofatores os proteoglicanos heparan-sulfato e a proteina Klotho, sendo
esta proteina expressa principalmente nos tabulos proximais presentes nos rins, na glandula
paratireoide, e no plexo coréide do cérebro °® *°. Além da acéo fosfatirica do FGF-23, este
hormdnio também atua como regulador do metabolismo do célcio ' %3 No entanto, os
mecanismos sistémicos e locais pelo qual o FGF-23 pode regular a absorgédo de célcio ainda
precisam ser elucidados ***.

Assim, elaboramos a hipotese de que ao suplementarmos colecalciferol, em altas

doses, observariamos maior concentragdo sérica de fosforo e, consequentemente, maior
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concentracdo serica de FGF-23. Porém, diferente do esperado, nossos animais suplementados
ndo apresentaram alteragdo na concentragdo sérica de FGF-23. Com base nestes achados,
podemos concluir que a suplementacédo de colecalciferol promoveu maior concentragédo sérica
de fosforo, porém este aumento ndo foi capaz de estimular a producéo e liberacdo de FGF-23
no soro. Assim, maior concentracdo de fosforo sérico observada neste estudo ndo deve ser
considerada hiperfosfatémica porque a sua elevacao ndo acarretou aumento do FGF-23 sérico.

Adicionalmente, PTH também é horménio regulador do metabolismo de célcio e
fosforo. Este hormonio é sintetizado e clivado pela glandula paratireoide, apresenta funcdes
como: aumentar sua excregdo em resposta a menor concentracdo de calcio, auxiliar a
conversdo de 1,25(0OH),D3 e regular a concentracdo de célcio e o fdsforo (associado ao
1,25(0H),D5) > 1% 17 Em nosso estudo, suplementacdo de colecalciferol também nio

modificou a concentracdo sérica de PTH.

Alteracdes no miocardio

Como mencionado anteriormente, para o FGF-23 realizar sua acdo fosfatdrica, é
necessario que ele se ligue a um de seus receptores, além de proteoglicanos heparan-sulfato e
da proteina Klotho *® %, No entanto, a expressao do Klotho ndo foi encontrada no coracéo .
Assim, outros autores sugerem que o FGF-23 pode promover sua a¢do no coragdo por meio
da via de sinalizacdo calcineurina/NFAT ® ®2 Calcineurina é uma fosfatase proteica de
serina/treonina que depende de célcio e calmodulina para realizar sua funcdo. Esta proteina é
composta por duas subunidades: A (catalitica) e B (reguladora) ¥ *°. E conhecido que a
maior quantidade de calcineurina no coracdo promove alteracBes -caracteristicas da
remodelacéo cardiaca, como hipertrofia do VE e maior estresse oxidativo cardiaco °* 2% 12
122 Para calcineurina realizar sua acdo no coracdo, ela desfosforila o fator de transcrigdo

63; 64; 123; 124

NFAT, presente no citoplasma . Quando desfosforilado, NFAT migra para o

ntcleo celular e se liga diretamente a0 DNA aumentado a transcricdo génica ®% %4 123124 No
presente estudo, concordando com a concentragdo de FGF-23 sérico, ndo observamos
mudancas nas expressdes de calcineurina e de NFAT no miocardio.

Outro mecanismo que pode estar associado as alteracBes cardiacas promovidas pela
suplementacdo de colecalciferol € o complexo TXNIP/tioredoxina. Para ativar esta via de
sinalizacdo, a TXNIP se liga ao centro catalitico da tioredoxina e, consequentemente,

bloqueia sua ligagdo com outras substancias, o que diminui sua expressdo e atividade redutora
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1213 Por sua vez, tioredoxina atua na homeostase de enzimas e proteinas antioxidantes por
meio da doacgéo de equivalentes redutores para a regeneracdo da GPx, da SOD e da glutationa
oxidada '* %, Desta maneira, TXNIP e tioredoxina regulam diferentes vias de sinalizag&o
que podem modular a funcao cardiaca, tais como: estresse oxidativo, metabolismo energético,
apoptose, inflamaco e crescimento celular ** *> %27, Em nosso estudo, a suplementacéo de
colecalciferol promoveu maior expressdo de TXNIP no miocérdio. Este achado também foi
relatado em estudo anterior realizado em nosso laboratério, no qual os animais foram
suplementados com colecalciferol por 2 meses %. Assim, sugerimos que 0 mecanismo pelo
qual a suplementacdo de vitamina D leva as alteragdes cardiacas seria via complexo
TXNIP/tioredoxina.

A tioredoxina é potente antioxidante cardiaco e ao se ligar com a TXNIP, forma o
complexo TXNIP/tioredoxina, que diminui a atividade da tioredoxina e acarreta estresse
oxidativo cardiaco > % Verificamos que os animais suplementados com colecalciferol
apresentaram menor atividade da catalase, GPx e SOD. Assim, a maior expressdo de TXNIP
pode ter levado a menor atividade da tioredoxina no miocardio. Como a tioredoxina é
importante para regeneracdo das enzimas antioxidantes, sua menor atividade pode ter levado a
menor atividade das enzimas antioxidantes 2> %,

Em relagdo ao metabolismo energético, a suplementacdo de colecalciferol modificou o
uso dos substratos energéticos. O coracao é 6rgao que necessita de grande quantidade de ATP
para exercer suas funcdes **. Em condicBes normais e aerébicas, os substratos energéticos
cardiacos utilizados sdo fornecidos por meio da oxidacdo dos acidos graxos (principal
substrato) e glicose ** %, Verificamos que a suplementacéo de colecalciferol provocou menor
oxidacdo de glicose via aerdbica, maior oxidacdo da glicose via anaerébica e do piruvato,
além de menor atividade da ATP sintase. Desta maneira, 0S nossos achados mostram
metabolismo energético comprometido no coracédo de ratos suplementados com colecalciferol.

Os achados de hipertrofia do VE e maior fibrose no miocéardio nos animais
suplementados com colecalciferol mostram alteracdes de massa cardiaca e intersticio
presentes na remodelacdo cardiaca 2% 2% ?°. Entre as alteracdes celulares e moleculares que
estdo ocorrendo no processo de remodelacdo cardiaca estdo o estresse oxidativo e alteracfes
no metabolismo energético. Neste modelo de agresséo, consideramos as alteracdes cardiacas
progressivas por termos observado apenas alteracfes moleculares no coracdo dos animais

suplementados com colecalciferol por 2 meses 2°. Quando suplementamos os animais por 4
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meses, verificamos evolucdo destas alteracGes, promovendo modifica¢cbes na morfologia do
coragdo. Assim a suplementacdo de colecalciferol, em altas doses, pode ser considerada
agressdo continua que leva a alteracGes celulares, intersticiais e moleculares cardiacas de
maneira progressiva. Portanto, com base nas alteracGes encontradas, pode-se inferir que o
nosso protocolo foi eficiente para induzir remodelacdo cardiaca. No entanto, diferente do
esperado, 0 mecanismo envolvido neste processo ndo foi via hiperfosfatemia, FGF-23 e
calcineurina/NFAT.

Adicéo de sevelamer
AlteracOes séricas

Na elaboracdo da nossa hipotese, visualizamos que as alteracbes cardiacas
relacionadas a suplementacdo de colecalciferol ocorreriam em consequéncia da
hiperfosfatemia. Uma das maneiras de diminuir a concentracdo sérica de fosforo seria por
meio do uso do sevelamer. Este medicamento inibe a absorcdo intestinal de fosforo e €

comumente utilizado por pacientes renais cronicos para tratamento da hiperfosfatemia 2 3

131-

Sevelamer ¢ um polimero catidnico, livre de aluminio e célcio. E composto por
multiplas aminas espagadas por moléculas de carbono, sendo que estas aminas interagem com
moléculas de anion fosfato por meio da carga e da ligacdo com hidrogénio. Ainda, a a¢do do
sevelamer ocorre sem que este seja absorvido pelo organismo ®% **2, Em nosso estudo, este
medicamento foi adicionado a racdo na concentracdo de 3%. Assim, a adicdo de sevelamer
pode explicar o maior consumo de ragdo nestes animais sem aumentar o0 seu ganho de peso
corporal.

Diferente do esperado, ndo observamos alteracdo na concentracdo sérica de fosforo
nos animais que receberam adicéo de sevelamer. Entretanto, verificamos menor concentracdo
do fosforo urinario nos animais que receberam o medicamento. A menor absorcéo intestinal
de fosforo pode ser comparada a restricdo de fosforo na dieta. Nos estudos com restricdo de
fosforo na dieta, os autores verificaram menor excrecdo urinaria deste ion e concentracdo
sérica mantida *** %,

Outra possibilidade para explicar os achados relacionados ao fosforo sérico e urinario
nos animais tratados com sevelamer pode ser devido a menor concentracdo sérica de FGF-23.

E descrito na literatura que o sevelamer reduz a concentracéo sérica de FGF-23 ® o que pode
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diminuir a excrecdo urinaria deste ion. O uso do sevelamer é indicado em situagOes de
hiperfosfatemia. Entretanto, Ratogi, 2013; descreve que, 0 uso de sevelamer em pacientes
renais cronicos com normofosfatemia, promoveria menor excrecdo renal deste ion e menor
concentracdo sérica de FGF-23 '*°. Desta forma, nossos achados podem também estar
mostrando esta acdo do sevelamer. Além disso, a manutencdo da concentragdo sérica de
fésforo, ndo pode ser responsavel pela menor concentracéo sérica de FGF-23.

A concentracdo sérica de calcio foi maior nos animais que receberam sevelamer. Este
medicamento ndo apresenta calcio em sua composi¢do e 0 seu uso é pouco associado com a
maior concentracéo sérica deste fon ®. Interessante, é que estes animais apresentaram menor
concentracdo serica de 25(0OH)D3, sem modificar a 1,25(0OH),D3. Assim, o aumento do célcio
sérico ndo deve estar associado a suplementacdo de colecalciferol nos animais que receberam
a adicdo de sevelamer. Wongdee, et. al, 2019; descreveram que o aumento do FGF-23 pode
inibir a absorcéo intestinal de calcio por mecanismo paracrino e autécrino ***. Desta maneira,
sugerimos que por mecanismo inverso ao descrito por Wongdee, et. al, 2019; menor
concentracdo do FGF-23 pode ter estimulado a absorcdo de célcio 4. Outra possivel
explicacdo poderia ser a diminuicdo de fésforo na luz intestinal e, como consequéncia, 0
calcio ficaria mais disponivel e seria mais absorvido.

Como mencionamos acima, observamos menor concentracdo sérica de 25(OH)D3 nos
animais que receberam sevelamer. Além disso, € importante lembrarmos que a suplementacao
de colecalciferol também foi realizada na racdo, assim, mesmo consumindo maior
concentracdo de vitamina D, estes animais apresentaram menor concentracdo sérica de
25(OH)D3. E conhecido que o sevelamer tem alta afinidade aos acidos biliares e aminoécidos
conjugados, os quais s&0 abundantes no intestino durante as refeicdes °® **2. Devido a esta
afinidade, o uso de sevelamer levaria a maior excrecdo fecal de &cidos biliares, o que
prejudicaria a formacdo de micelas. Desta maneira, teriamos menor absorcdo de gorduras e
também das vitaminas lipossoltveis ¥ ¢ 137 Este achado também foi descrito por outros

autores % 1%,

AlteracBes no miocérdio
Diferente do esperado, os animais que receberam adicdo de sevelamer apresentaram
alterac6es na morfologia e na fungdo cardiaca, sendo estas modificagfes caracteristicas do

24; 28; 29

processo de remodelacdo cardiaca Como neste trabalho estudamos a via da
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calcineurina/NFAT, o qual seria mecanismo da remodelac&o cardiaca no modelo de agresséo
por altas doses de vitamina D. Verificamos maior expressao desta proteina no miocardio dos
animais tratados com sevelamer. Como mencionado anteriormente, a maior atividade de
calcineurina no coracdo promove hipertrofia do VE e aumento do estresse oxidativo, que sdo
caracteristicas da remodelagdo cardiaca ®* %% 25 122 Um dos fatores que influenciam no
aumento da calcineurina € o aumento do FGF-23. Entretanto, verificamos menor
concentracdo sérica de FGF-23 nestes animais. Outros mecanismos que nao foram avaliados
no presente estudo podem influenciar na expressdao de calcineurina, tais como: calcio,
calmodulina, reguladores de calcineurina (RCAN1, 2 e 3) e proteinas homdlogas (CHP1, 2 e
3) 118;119; 139

Além das alteragdes mencionadas, 0 uso do sevelamer também modificou o
metabolismo energético cardiaco. Como mencionado anteriormente, no cora¢do normal, o
principal substrato energético utilizado é fornecido por meio da oxidacao dos &cidos graxos **
128 No entanto, ap6s este coracdo sofrer alteracdes em sua morfologia e funcdo, a maior
utilizacdo de acidos graxos pode ser prejudicial 2 *°. Nesta situacdo, a oxidacdo de &cidos
graxos pode entrar em ciclo futil metabolico e desperdicar o uso do oxigénio, aumentando o
gasto energético em repouso e levando a maior prejuizo ao coragdo **%1%°. Adicionalmente, a
ATP sintase é um complexo enzimatico que pode tanto sintetizar como hidrolisar ATP 4142,
Desta maneira, a maior oxidacdo de acidos graxos associada a maior atividade da ATP
sintase, no coragdo destes animais, pode sugerir aumento da hidrélise de ATP °. Assim,
nossos achados mostram metabolismo energético comprometido no coragdo de ratos tratados
com sevelamer.

O tratamento com sevelamer por 4 meses, em ratos normofosfatémicos, promoveu
alteracdes morfoldgicas, funcionais e no metabolismo energético cardiaco. No entanto, o
mecanismo envolvido também ndo foi hiperfosfatemia e FGF-23, mas pode ter sido via
calcineurina/NFAT.

Um achado interessante sobre uso do sevelamer em animais normofosfatémicos é que
ele diminuiu o estresse oxidativo no miocardio. Este achado pode estar relacionado com a
menor absorc¢do intestinal de produtos finais de glicagdo avangada (AGES) promovidas por
este medicamento '*¥ %% % Os AGEs sdo proteinas covalentemente modificadas por
processos oxidativos e nao-oxidativos, envolvendo agucares ou seus produtos de degradacao

1% Os AGEs tém a capacidade de modificar as propriedades quimicas de diversas estruturas
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bioldgicas e podem interagir com receptores sensiveis a eles. Assim, os AGEs podem
promover o estresse oxidativo, por meio da producio de ERs **" %1% (O estresse oxidativo
cardiaco é determinado pelo desequilibrio entre a producdo enddgena de ERs e a eficacia de
seus sistemas antioxidantes **°. Desta maneira, a menor absorcdo de AGEs promovida pelo
tratamento com sevelamer sugere que este medicamento pode atuar neste desquilibrio e

diminuir o estresse oxidativo no miocardio destes animais.

Limitacéo do estudo

Em nosso estudo, suplementacdo com colecalciferol, em altas doses, promoveu
alteragcBes cardiacas moleculates e celulares. No entanto, o mecanismo envolvido neste
processo de remodelacdo cardiaca ndo foi via hiperfostatemia, FGF-23 e calcineurina/NFAT.
Como a suplementacdo de colecalciferol foi realizada durante 4 meses e o estudo das
variaveis foi efetuado ap6s este periodo, ndo sabemos se estes marcadores podem estar
envolvidos na agressdo cardiaca no estagio inicial apds a suplementacgdo de vitamina D. Outra
limitacdo deste estudo é que verificamos maior média de concentracdo sérica de 25(OH)Ds
nos aminais suplementados com colecalciferol, como esperado. No entanto, exitem animais
suplementados com VD3 e VD10 que apresentaram valores de 25(OH)D3; similares aos
animais C. Essa menor concentracdo sérica de 25(OH)D3 nos animais suplementados, pode
ter acontecido devido a problemas na ingestdo, digestdo, absorcéo e transporte da vitamina ou
em alguns animais. Além disso, como nao realizamos a dosagem sérica de 25(OH)D3 nestes
animais antes de iniciar o experimento, ndo conseguimos comparar 0 mesmo animal antes e

depois da suplementacao.

Consideracoes finais

A deficiéncia de vitamina D aumentou e se tornou problema mundial de salde
publica. Esta deficiéncia esta associada ao maior risco de desenvolver doencas cronicas. Desta
maneira, ha grande preocupagdo com a deficiéncia de vitamina D e esta recebe grande
destaque. No entanto, atualmente € comum observarmos suplementacdo de vitamina D em
altas doses e, em alguns casos, até o consumo de doses toxicas. Em estudo prévio realizado
em nosso laboratorio, a suplementacdo de colecalciferol em ratos saudaveis, por dois meses,
promoveu alteracdes moleculares importantes no coracdo destes animais. Com base neste

estudo prévio, suplementamos colecalciferol por 4 meses e observamos, além de alteracfes
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moleculares, alteragdes morfoldgicas cardiacas nestes animais. Assim, a suplementacdo de
colecolciferol, em altas doses, pode ser considerada agressao continua que leva a alteragoes
cardiacas de maneira progressiva.

Um achado secundario ao nosso estudo é que o tratamento com sevelamer, em ratos
normofosfatémicos, foi utilizado para reduzir a concentracdo sérica de fosforo, diminuir a
concentracdo de FGF-23 e, consequentemente, atenuar a remodelagéo cardiaca decorrente da
suplementacdo de colecalciferol, em altas doses. Porém, o uso do sevelamer promoveu
alteracdes cardiacas morfologicas e funcionais, além de modificar o metabolismo energético

do miocardio.
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A suplementacdo com colecalciferol por 4 meses promoveu alteracdes cardiacas
morfoldgicas, além de alteracbes no estresse oxidativo e no metabolismo energético. No
entanto, 0 mecanismo envolvido neste processo de remodelacdo cardiaca ndo foi via
hiperfostatemia, FGF-23 e calcineurina/NFAT miocardica. Adicionalmente, o uso do
sevelamer em ratos normofosfatémicos, promoveu alteracdes cardiacas morfoldgicas e
funcionais, além de modificar o metabolismo energético. Possivel mecanismo seria via

calcineurina.
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