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Resumo



A deficiéncia de vitamina D est4 associada a aumento de morbidade e mortalidade em
pacientes com doencas cardiovasculares. Além disso, estudos experimentais associam a
deficiéncia de vitamina D a altera¢des cardiacas compativeis com a remodelacdo cardiaca. No
entanto, ndo existem estudos que avaliam o efeito do tempo de uso da dieta deficiente em
vitamina D e que avaliam influéncia desta condicdo sobre o estresse oxidativo cardiaco e a
modulacdo desta condi¢do pelo fator de transcricdo nuclear Nrf-2. Sendo assim, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia da dieta deficiente em vitamina D no coracdo de ratos e
verificar se as alteracBes sdo tempo-dependentes, além de avaliar a influéncia da deficiéncia
de vitamina D sobre o0 estresse oxidativo cardiaco e sua modulagéo pelo Nrf-2. Métodos: Ratos
Wistar foram alocados em quatro grupos: C2 (n=24) — recebeu 1000 Ul de vitamina D por kg de
racdo e foram mantidos em luz fluorescente por periodo de 2 meses; D2 (n=22) — recebeu
dieta isenta de vitamina D por kg de ragdo e foram mantidos em luz incandescente por 2
meses; C4 (n=21) — mantidos sob as mesmas condi¢des dos animais do grupo C2, por periodo
de 4 meses; D4 (n=23) — mantidos sob as mesmas condi¢es dos animais do grupo D2, por 4
meses. Apds o término do periodo experimental, foi realizado ecocardiograma e avaliagdo
morfoldgica e histoldgica cardiaca, do metabolismo energético e do estresse oxidativo do
coracdo. O teste estatistico aplicado foi o0 ANOVA de 2 vias e a ANCOVA, com significancia de
5%. Resultados: Houve interacdo entre a dieta deficiente em vitamina D e o tempo de uso ao
analisarmos a massa do ventriculo esquerdo (C2: 499,4+26,5; D2: 520,3+27,1; C4: 584,6+27,9;
D4: 722,3+26,5) e a area do atrio direito (C2: 0,17+0,01; D2: 0,16+0,01; C4: 0,18+0,01; D4:
0,20+0,01), que foram maiores nos animais do grupo D4 em relacdo ao C4. Além disso, a
atividade da enzima lactato desidrogenase (C2: 194,7+13,7; D2: 195,8+13,7; C4: 65,513,7; D4:
209,3+13,7) é maior no grupo D4 em relagdo ao C4, enquanto que a atividade da B-hidroxiacil
coenzima A (C2: 81,9+4,1; D2: 56,3+4,1; C4: 104,8+4,1; D4: 26,9+4,1) é menor no grupo D4 em
relagdo ao C4 e no grupo D2 em relacdo ao C2. Animais que receberam dieta deficiente em

vitamina D apresentaram aumento no diametro diastdlico VE corrigido pela tibia (Grupo com
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vitamina D: 1,62+0,02; Grupo sem vitamina D: 1,68+0,02), diametro sist6lico VE corrigido pela
tibia (Grupo com vitamina D: 0,59+0,02; Grupo sem vitamina D: 0,67+0,02), tamanho do atrio
esquerdo (Grupo com vitamina D: 3,58%0,07; Grupo sem vitamina D: 3,73+0,07), fracdo de
colageno no VE (Grupo com vitamina D: 3,99%0,32; Grupo sem vitamina D: 5,11+0,41),
concentracdo de hidroperoxido de lipidio (Grupo com vitamina D: 152,12+11,05; Grupo sem
vitamina D: 273,41+11,05) e Nrf-2 (Grupo com vitamina D: 0,70£0,05; Grupo sem vitamina D:
0,93+0,05) em relagdo aos animais sem deficiéncia de vitamina D. Por outro lado, a fracdo de
ejecdo (Grupo com vitamina D: 0,9520,00; Grupo sem vitamina D: 0,93+0,00), a porcentagem
de encurtamento (Grupo com vitamina D: 63,60+1,05; Grupo sem vitamina D: 60,03+1,04), as
atividades das enzimas catalase (Grupo com vitamina D: 1,48+0,11; Grupo sem vitamina D:
1,06+0,11) e da glutationa peroxidase (Grupo com vitamina D: 52,32+2,45; Grupo sem
vitamina D: 37,34%2,45) sdo menores nos ratos deficientes de vitamina D em relagdo ndo
deficientes. Conclus@es: A deficiéncia de vitamina D determina hipertrofia e aumento de
cavidades cardiacas, piora da funcéo sistélica, aumento da matriz extracelular, alteracdo no
metabolismo energético. Além disso, ha aumento no estresse oxidativo cardiaco, que é
modulado pela expressdo do Nrf-2. A hipertrofia cardiaca e as altera¢des no metabolismo

energético sdo influenciadas pelo tempo de uso da dieta.
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Abstract



Vitamin D deficiency is associated with increased morbidity and mortality in patients with
cardiovascular diseases. Moreover, experimental studies associate vitamin D deficiency to
heart changes consistent with cardiac remodelling. However, no studies were found in the
literature that evaluated the effect of the duration time of the deficient vitamin D diet use and
the influence of the condition on cardiac oxidative stress. Also, we are interested in studying
the nuclear transcription factor - Nrf-2 influence on oxidative stress response. Therefore, the
objective was to evaluate the influence of diet deficient in vitamin D in the rat heart and
determine if changes are time-dependent, and evaluate the influence of vitamin D deficiency
on oxidative stress and its modulation by Nrf -2. Methods: Wistar rats were allocated into four
groups: C2 (n = 24) - 1000 IU vitamin D per kg diet and were kept under fluorescent light for 2
months, D2 (n = 22) - free vitamin D diet per kg diet and were kept under incandescent light
for 2 months, C4 (n = 21) - kept under the same conditions of group C2, for a period of 4
months, D4 (n = 23) - kept under the same conditions of group D2, for 4 months. Upon
completion of the trial period, echocardiography was performed and cardiac morphological,
histological, energy metabolism and oxidative stress were measured. The statistical test used
was the 2-way ANOVA and ANCOVA, with 5% significance. Results: There was an interaction
between vitamin D deficient diet and length of use in analyzing the left ventricle mass (C2:
499,4+26,5; D2: 520,3+27,1; C4: 584,6+27,9; D4: 722,3+26,5) and right atrial area (C2:
0,17+0,01; D2: 0,16+0,01; C4: 0,1840,01; D4: 0,20+0,01), which were higher in group D4 in
relation to C4. Moreover, the lactate dehydrogenase activity (C2: 194,7+13,7; D2: 195,8+13,7;
C4: 65,5£13,7; D4: 209,3+£13,7) was higher in D4 than C4, while the B-hydroxyacyl coenzyme A
activity (C2: 81,9+4,1; D2: 56,3+4,1; C4: 104,844,1; D4: 26,9+4,1) was lower in D4 than C4 and
in D2 than C2. Animals fed vitamin D deficient diet had increase LV diastolic diameter
corrected by the tibia (With vitamin D: 1,62+0,02; Without vitamin D: 1,6810,02), LV systolic
diameter corrected by the tibia (With vitamin D: 0,59£0,02; Without vitamin D: 0,67+0,02), left

atrial size (With vitamin D: 3,58+0,07; Without vitamin D: 3,73£0,07), collagen fraction (With
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vitamin D: 3,99+0,32; Without vitamin D: 5,11+0,41), lipid hydroperoxide concentration (With
vitamin D: 152,12+11,05; Without vitamin D: 273,41+11,05) and Nrf-2 expression (With
vitamin D: 0,70+0,05; Without vitamin D: 0,93£0,05) in comparison of groups with and without
vitamin D. Moreover, ejection fraction (With vitamin D: 0,95+0,00; Without vitamin D:
0,93+0,00), shortening percentage (With vitamin D: 63,60£1,05; Without vitamin D:
60,03+1,04), catalase (With vitamin D: 1,48+0,11; Without vitamin D: 1,06+0,11) and
glutathione peroxidase (With vitamin D: 52,32+2,45; Without vitamin D: 37,34+2,45) activities
were lower in vitamin D deficient than vitamin sufficient rats. Conclusions: Vitamin D
deficiency determines increased hypertrophy and cardiac chambers, poor systolic function,
increased extracellular matrix, changes in energy metabolism. Moreover, there is an increase
in oxidative stress, which is modulated by the expression of Nrf-2. Cardiac hypertrophy and
changes in energy metabolism are influenced by the duration time of use of the vitamin D

deficient diet.
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Introducao



A vitamina D € um horménio esteréide lipossollvel existente em duas principais
formas: ergocalciferol (vitamina D), encontrado em plantas e em leveduras; e colecalciferol
(vitamina Ds), sintetizado na pele de animais vertebrados apds exposi¢do aos raios solares ). A

(2

exposicdo solar é a principal forma de obtencdo da vitamina D pelo homem @, sendo

responsével por 80 a 90% do suprimento de vitamina D %,

Durante a exposicdo a luz solar, a radiagdo ultravioleta B (UVB) é absorvida na
epiderme pelo 7-diidrocolesterol e origina a pré-vitamina D3, que é rapidamente convertida,
por processo dependente de temperatura, em vitamina D3 ®©.

A vitamina D ingerida na dieta é absorvida no intestino delgado, na presenca de acidos
biliares e dissolvida em gordura. Apés a absorcao, ela é secretada, ligada aos quilomicrons, no
sistema linfatico .

Ap0s a sintese cutdnea ou ingestdo na dieta, a vitamina D entra no leito capilar,
acoplada a proteina ligadora de vitamina D (DBP) e, por meio da corrente sanguinea, é
conduzida ao figado e aos rins, onde é metabolizada, e da origem a composto fisiologicamente
ativo ™. No figado, a vitamina D é convertida em 25-hidroxivitamina D (25[OH]D) pela enzima
25-hidroxilase (CYP27A1) . Nos rins, a enzima mitocondrial 25-hidroxivitamina D 1a-
hidroxilase (CYP27B1) atua formando a 1,25-diidroxivitamina D (1,25[0OH].D; calcitriol), que é a
forma mais ativa da vitamina D .

A 25[0OH]D é o composto usado para avaliar o estado nutricional relativo a vitamina D
e, geralmente é o metabdlito avaliado nos testes clinicos ®. Isso ocorre uma vez que a meia-

419 enquanto que a meia vida do colecalciferol é

vida plasmatica da 25[OH]D é de 3 semanas
de aproximadamente 24 horas ‘" e a da 1,25[OH].D é de 4 horas ™?. Assim, a dosagem de
25[OH]D serve como indicacdo precisa dos estoques da vitamina D obtidos por ambas as

formas, irradiacdo ultravioleta e ingestao na dieta, por maior periodo de tempo.
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Além disso, a concentragédo de 25[OH]D reduz na propor¢do em que a vitamina D deixa
de ser ingerida ou sintetizada, sendo sua sintese fracamente regulada @) Por outro lado, a
producdo renal de 1,25[0H],D é finamente regulada ¥ pelo horménio da paratiredide (PTH)

@) baixas concentraces plasmaticas de calcio e fosforo *®, e pela prépria 1,25[0H].D. A

718 suprime sua prépria sintese

1,25[0H].D, por meio de mecanismo de feedback negativo
@ e induz a expressdo da enzima 24-hidroxilase (CYP24). Esta enzima transforma a 25[OH]D e
também a 1,25[0OH],D em 24,25-diidroxivitamina D (24,25[0H]3D; acido calcitrdico), soltvel
em 4gua™”, que é a forma excretada na urina.

As respostas bioldgicas induzidas pela vitamina D envolvem agbes gendmicas,
mediadas por receptor nuclear (VDR), e a¢des ndo-gendmicas, mediadas por proteinas de
membrana 2.

O VDR é um receptor nuclear, pertencente a superfamilia de receptores hormonais
esterdides e que atua como fator de transcricdo ligante-dependente ®°. O mecanismo de
ativacdo se inicia a partir da ligacdo de alta afinidade entre a 1,25[0H],D; e a regido
hidrofébica do VDR ®, induzindo mudanca conformacional que permite a formagdo do
complexo transcricional ®?. O complexo ativado horménio-receptor se liga ao receptor
rexindide (RXR), formando heterodimero que por sua vez se liga a sequéncias hexaméricas
especificas do DNA, chamadas elementos responsivos a vitamina D (VDRES). Ligados ao DNA,
os heterodimeros recrutam varios complexos protéicos co-regulatorios, que sdo capazes de
alterar o nivel de condensacdo da cromatina, e em seguida, recrutar a RNA polimerase |,
dando inicio & transcricdo génica .

A acdo ndo gendmica da vitamina D determina acdo rapida, uma vez que ndo envolve a
transcricdo génica. Ela envolve a ligagdo da vitamina D com receptor de membrana, cuja

19

estrutura ndo estd bem caracterizada ™¥. Os efeitos determinados por esses receptores

24,25 26)

incluem abertura de canais de calcio ®® e de cloro ®, e ativacdo de algumas vias de

sinalizacdo intracelular como ativacéo de proteina quinase C #”, AMP ciclico, GMP ciclico ®32
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2829 A ativacdo da via das MAP quinases parece ser o elo entre a ativacio do

e MAP quinases ¢
receptor de membrana da vitamina D e a ativac&o do receptor nuclear ™.

Até o momento, ndo ha consenso sobre os valores dos pontos de corte para definir o
estado nutricional da vitamina D. Entretanto, é adotado que concentragdes séricas da 25[OH]D
maiores ou iguais a 75nmol/l (30mg/ml) s&o consideradas suficientes, concentra¢des entre 25
e 75 nmol/I séo consideradas insuficientes, e abaixo de 25nmol/I (10mg/ml), deficientes ©°.

A deficiéncia de vitamina D é descrita ¥ e prevalente em todo o mundo ™, e estima-

(3233 No Brasil, poucos estudos existem para

se que atinja cerca de um bilhdo de pessoas
estimar a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D na popula¢do em geral. Estudo com idosos
ndo-institucionalizados na cidade de S&o Paulo mostrou que 57% dos idosos apresentavam
concentraces menores que 5 nmol/L de vitamina D ®%. Em outro estudo na cidade de S&o
Paulo, verificou-se que 71,2% de pacientes institucionalizados e 43,8% de pacientes
ambulatoriais apresentavam niveis de 25[OH]D abaixo de 50 nmol/I, sendo que mulheres

G5 Entre os

apresentavam valores consideravelmente mais baixos que o0s homens
adolescentes saudaveis que residem em cidade do interior de S&o Paulo, 60% apresentam
insuficiéncia de vitamina D ©®. Em Belo Horizonte, 43,2% dos pacientes atendidos em
Ambulatério de Endocrinologia apresentaram reducao na concentragdo da 25[OH]D ©7.

A deficiéncia de vitamina D aumenta em propor¢éo a distancia ao equador devido ao
aumento da filtragem atmosférica da radiagdo UVB causada pelos angulos obliquos dos raios
solares em locais de altas latitudes. Adicionalmente, grupos étnicos com pele escura requerem
proporcionalmente maior tempo de exposi¢do solar para sintetizar quantidade equivalente de

%8.39 Além disso,

vitamina D quando comparados a pessoas com coloracdo da pele mais clara ¢
0 aumento de atividades in door (internas) e de medidas que minimizam a exposi¢do solar,
como o uso de blogueadores solares, também estdo associados a deficiéncia de vitamina D. A

obesidade e o envelhecimento estdo, também, associados a deficiéncia de vitamina D. A

obesidade associa-se a deficiéncia de vitamina D “? provavelmente devido & reducdo da
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biodisponibilidade da vitamina D, que é armazenada na gordura dos individuos com excesso de

41,42

tecido adiposo “**?. A idade avancada reduz a capacidade dos raios UVB induzirem a sintese

cutanea da vitamina D, sendo que ap06s igual tempo de exposicdo solar, pessoas com 70 anos
produzem 75% menos vitamina D que pessoas com 20 anos 2.

Nos Ultimos anos, estudos epidemioldgicos associaram a deficiéncia de vitamina D a
condicSes de satde adversas . Hipovitaminose D induz diminuicdo na absorcdo do célcio e

43,49 As conseqiiéncias bem conhecidas da

alteracdo na atividade 6ssea e neuro-muscular ¢
deficiéncia grave em criancas e adultos séo raquitismo “* e osteomalacia ¥, respectivamente.
No entanto, a presen¢a do VDR em outros tecidos como a préstata, mama, colon, cérebro,
pele, células do sistema imune e coracdo, e a expressdo da enzima 25-hidroxivitamina D lo-

(46, 47. 48, 49) "sgerem a atuacdo direta da vitamina D no

hidroxilase em tecidos extra-renais
metabolismo de outras células e 6rgdos. Assim, ha indicios de que baixa concentracdo sérica
da 25[OH]D esta associada a outros efeitos adversos tais como: maior susceptibilidade a

(50)

infeccdes e a doencas auto-imunes ', maior incidéncia de cancer de mama, c6lon e préstata

62) & insuficiéncia cardiaca ©°.

&Y distdrbios neurolégicos como esquizofrenia e depressao

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma doenca de prevaléncia e incidéncia elevada em
praticamente todo o mundo ®*. No Brasil, dados do Ministério da Satde apontam a IC como
responséavel por 5,76% do total de 6bitos no periodo de janeiro a junho de 2008 ©°. Essa
sindrome clinica ocorre a partir de alteracdo estrutural ou funcional do coracdo, tornando-o
incapaz de ejetar e/ou acomodar sangue dentro de valores pressoricos fisioldgicos,
determinando limitacdo funcional ®*. A fisiopatologia da IC marca seu inicio a partir de um
evento miocardico primario que gera disfuncdo ventricular. Esta, por sua vez, deflagra
mecanismos adaptativos associados a ativacdo neuro-humoral (sistema renina-angiotensina,

sistema nervoso simpatico, peptidios vasomotores), gerando altera¢des na forma, estrutura e

eficiéncia mecanica do coragdo (remodelagéo ventricular) e alteragbes periféricas circulatorias,
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havendo também danos secundarios oriundos do estresse oxidativo, inflamag&o e apoptose ©*

56).

A remodelacdo cardiaca (RC) € uma resposta adaptativa do coracdo a estimulos
hemodinamicos, neuro-humorais e fatores genéticos, associados a modificacdo da forma,
tamanho, composicdo e funcdo do coracdo ©®”. Tanto estimulos como situacdes de agressdo
podem levar & RC, com o objetivo de manter a funcéo do coragéo estavel ®®. A extensdo da RC
esté relacionada a intensidade e ao tempo da injaria ®®. Em pacientes e animais hipertensos, o
tempo de duracdo da sobrecarga de pressao € preditor das alteragdes na morfologia cardiaca

©0_ A fisiopatologia da RC patoldgica engloba alteracdes celulares que incluem a hipertrofia de

(61) (62 63) 64)

midcitos, necrose ', apoptose ) fibrose ©® aumento do contetido de colageno ®4) @

65 66)

proliferacdo de fibroblastos ©°. Além disso, alteracdes em citocinas inflamatérias ©®, na
producéo de radicais livres ®” e no balanco energético ©® estéo relacionadas & progresséo da
RC.

Estudos epidemioldgicos e dados clinicos associam a deficiéncia de vitamina D a maior

69.70) Em pacientes com IC, observa-se

morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares
concentracado reduzida de 25[OH]D, principalmente entre os que estdo em estagio terminal da
doenca ™. Além disso, as concentragdes de 25[0H]D correlacionam-se com a severidade e
com o progndstico da IC 79,

A acdo da vitamina D na regulacdo do metabolismo cardiaco é sugerida pela

identificacdo de receptores para 1,25[0H],D no musculo cardiaco de ratos normais ¥

e
posteriormente a descoberta da presenca desses receptores também em humanos ?, bem
como a presenca de proteinas ligadoras de calcio dependentes da vitamina D no tecido
cardiaco ™.

Alguns estudos utilizando diversos modelos de deficiéncia de vitamina D comprovam a

relacdo entre algumas alterac@es cardiacas e a deficiéncia de vitamina D.
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Weishaar e Simpson (1987), em estudo com ratos submetidos a dieta deficiente em
vitamina D por periodo de seis e nove semanas, mostraram que a deficiéncia de vitamina D,
apo6s nove semanas, esteve associada alteracdes na funcao cardiovascular, incluindo aumento
na funcgao contratil de coracédo isolado e musculo liso vascular, aumento na pressédo sanguinea

™) Esses mesmos autores, em

sistélica, bem como aumento no relaxamento miocardico ¢
estudo de posterior (1989), mostraram que o consumo de dieta deficiente em vitamina D,
ap6s nove semanas, determinou ocorréncia de fibrose no tecido cardiaco ) Além disso,
estudo de Weishaar e colaboradores (1990) mostraram que animais submetidos a dieta
deficiente em vitamina D por nove semanas apresentaram hipertrofia cardiaca com redugao
na area de miofibrilas e aumento na quantidade de matriz extracelular no tecido miocardico,
principalmente decorrente do aumento no contetido de colageno 7®.

A delecdo do gene para o VDR em camundongos também conduziu a hipertrofia
cardiaca "”, aumento no tamanho de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo e nos niveis do
fator natriurético atrial (FNA). Segundo Rahman e colaboradores (2007), a hipertrofia
observada nesses camundongos esteve associada a ativagdo de metaloproteinases dos tipos 2

(78 Além disso, outros estudos

e 9, bem como a deposicdo de colageno e a fibrose
confirmaram que a auséncia da sinalizacao pela vitamina D induz ativacdo excessiva do sistema
renina-angiotensina, e o consequente desenvolvimento de hipertensdo e hipertrofia
ventricular esquerda 87,

Gezmish e colaboradores (2010) avaliaram o coracdo de ratos nascidos de mées que
foram submetidas a dieta deficiente em vitamina D. Esses animais, quatro semanas apés o
nascimento, apresentaram hipertrofia cardiaca e aumento do nimero e do tamanho dos
cardiomidcitos, independentemente da concentracéo sérica de calcio .

Assim, varios estudos mostraram que a deficiéncia de vitamina D resulta em alteracdes

cardiacas que caracterizam a remodelacdo cardiaca. Entretanto, nos estudos que utilizam a

dieta para a inducdo da deficiéncia de vitamina, a influéncia do tempo de uso da dieta é
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desconhecida. E, desde que a remodelagédo cardiaca é modulada pela dimenséo da injuria, é
possivel que o maior tempo de uso de dieta deficiente esteja associado a maior intensidade de
remodelacdo cardiaca.

Alguns mecanismos foram propostos para explicar a relagcdo entre a deficiéncia de
vitamina D e as alteracbes cardiovasculares. Desde que a fisiopatologia da remodelacdo
cardiaca esta associada ao desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes celulares
62 & possivel que aumento no estresse oxidativo represente um possivel mecanismo pelo qual
a deficiéncia de vitamina D determina a ocorréncia de alteracdes cardiacas.

Estresse oxidativo ocorre quando ha alteracdo no balango entre os sistemas oxidantes
e antioxidantes, a favor da geracdo de radicais livres. Espécies reativas de oxigénio (EROs) sédo
continuamente produzidas pelo organismo ®. Em concentracdes fisioldgicas, as EROs sdo
necessarias para o funcionamento normal das células. Entretanto, se as EROs ndo forem
efetivamente eliminadas pelos constituintes celulares, seu excesso pode reagir com diversas
biomoléculas como o DNA ®, lipidios e proteinas ©®®, iniciando a peroxidagdo dos lipidios das
membranas, levando ao acimulo de hidroperdxidos de lipidios e aos danos no DNA e
proteinas, contribuindo para a etiologia de diversas doencas.

O fator de transcricdo nuclear Nrf-2 (fator nuclear eritrdide-2) desempenha
importante papel na protecéo celular contra o estresse oxidativo . Em condi¢ées normais, o
Nrf-2 esta localizado no citoplasma e permanece inativo, em conseqiiéncia de sua ligacdo a
proteina Keap 1 ®”. Em células expostas a indutores (estresse oxidativo ou compostos
eletrofilicos) ®” o Nrf-2 se dissocia do Keap 1 e migra para o nécleo. No nicleo, o Nrf-2 se
acopla a elementos de resposta antioxidante (ARE), na regido promotora de genes alvo,
induzindo a transcricdo de diversos genes relacionados a defesa celular. Entre os genes
regulados pelo Nrf-2 estdo alguns que codificam enzimas da fase Il de detoxificacdo e de

antioxidantes, que incluem as enzimas para a sintese da glutationa, glutationa peroxidase,
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glutationa S-transferase, NAD(P)H quinona oxido-redutase-1, heme oxigenase-1, glutationa
redutase e tioredoxina, ®"-88:89.90),

De fato, estudos recentes mostram a habilidade da vitamina D em modular sistemas
celulares responsaveis pela homeostase no balanco oxidativo e pela resposta ao estresse
oxidativo. A 1,25[0H],D pode atuar em diversos tecidos ora como agente oxidante, ora como
antioxidante. Gonzalez-Reimers e colaboradores (2010) mostraram que a baixa concentragéo
de vitamina D esta relacionada a alteragdo de enzimas antioxidantes no tecido muscular de
ratos que apresentavam miopatia alcodlica .

Como visto, ndo é bem caracterizada a influencia do tempo nas alterac6es cardiacas
observadas em decorréncia da vitamina D. Por outro lado, ja é conhecida a relagdo entre o
estresse oxidativo e a remodelagdo cardiaca, bem como a relagdo entre a vitamina D e o
sistema oxidante/antioxidante. No entanto, ndo existem estudos que relacionam a deficiéncia
de vitamina D e as consequentes altera¢des cardiacas ja caracterizadas, com o tempo de uso
de dieta deficiente e o estresse oxidativo cardiaco.

Assim, neste trabalho avaliaremos a influéncia do tempo de uso de dieta deficiente em
vitamina D sobre varidveis morfoldgicas, funcionais e metabodlicas do tecido cardiaco.
Avaliaremos também a influéncia da deficiéncia de vitamina D sobre o estresse oxidativo
cardiaco, como possivel mecanismo para as alteragbes encontradas no coracdo de ratos
submetidos a diferentes tempos de uso de dieta deficiente em vitamina D. E, além disso,
avaliaremos se 0 estresse oxidativo decorrente da deficiéncia de vitamina D € modulado pela

proteina Nrf-2.
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A deficiéncia de vitamina D em ratos Wistar com concentracao sérica de calcio e fosforo
normais determina a ocorréncia de remodelac¢éo cardiaca e com o decorrer do tempo hé piora
das variaveis cardiacas. Um dos mecanismos envolvidos no processo de remodelacdo cardiaca

decorrente da deficiéncia de vitamina D € o estresse oxidativo, modulado pelo Nrf-2.
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Objetivos



R/

++ Avaliar a influéncia da deficiéncia de vitamina D sobre o coracdo de ratos: morfologia,

funcdo, fibrose e metabolismo energético

R/

++ Avaliar arelacdo entre a remodelagdo cardiaca decorrente da deficiéncia de vitamina D

e 0 estresse oxidativo cardiaco

R/

¢+ Avaliar se o estresse decorrente da deficiéncia de vitamina D € modulado pela proteina

Nrf-2

R/

% Avaliar a influéncia do tempo de uso de dieta deficiente em vitamina D sobre a

remodela¢do cardiaca de ratos
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Protocolo Experimental

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP (Protocolo n°
693/2008), e esta em conformidade com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 90 ratos da raca Wistar, machos, recém-
desmamados, provenientes do Biotério do Laboratdrio Experimental da Clinica Médica do
Campus de Botucatu. Imediatamente apds o desmame (21°dia apds 0 nascimento), 0s animais
foram aleatoriamente alocados em quatro grupos: 1) Grupo controle 2 meses (C2), composto
por 24 animais que receberam dieta contendo 1.000 Ul de vitamina D por quilograma de dieta,
e foram mantidos em ambiente com luz fluorescente, por periodo de dois meses, 2) Grupo
dieta deficiente em vitamina D 2 meses (D2), composto por 22 animais que receberam dieta
isenta de vitamina D, e foram mantidos em ambiente com luz incandescente, com o intuito de
impedir a sintese cutanea de vitamina D, por periodo de dois meses, 3) Grupo controle 4
meses (C4), composto por 21 animais que receberam dieta contendo 1.000 Ul de vitamina D
por quilograma de dieta, em ambiente com luz fluorescente, por periodo de quatro meses, 4)
Grupo dieta deficiente em vitamina D 4 meses (D4), composto por 23 animais que receberam
dieta isenta de vitamina D, em ambiente com luz incandescente, por periodo de quatro meses.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno, forradas com
maravalha de Pinus autoclavada, com tampa de arame cromado, e em ambiente com

temperatura (25 £ 1°C) e luminosidade (ciclo claro e escuro de 12horas) controladas.

Dieta AIN93-G

A deficiéncia de vitamina D determina estado de hipocalcemia “? e, uma vez que o nivel

sérico de calcio influencia diretamente a funcdo cardiaca (8 houve necessidade de
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prevenirmos a existéncia desse possivel viez no estudo. A exclusdo deste viez foi inicialmente
proposta através da suplementacdo da dieta AIN-93G deficiente em vitamina D com
guantidades de calcio, fésforo e lactose, segundo descrito em estudo de Kollenkirchen e
colaboradores (1991) ©®®. No entanto, devido a impossibilidades técnicas na confeccdo da
racdo, ndo foi possivel a formulacdo da dieta isenta de vitamina D com as quantidades
propostas inicialmente de 2,0% de calcio, 1,25% de fosforo e 20% de lactose. Estudo de
Anderson e colaboradores (2007) verificaram que os niveis de calcio e fésforo permaneceram
normais em modelo de deficiéncia de vitamina D induzida por dieta, com quantidades
menores de calcio e fosforo e sem a adicdo de lactose ©4 sendo assim, a dieta AIN-93G foi
formulada com a maxima concentracdo de calcio (0,7%) e fasforo (0,3%) possivel. Os animais
gue receberam vitamina D, conforme previsto no projeto inicial, receberam dieta AIN93-G
acrescida de 1000 Ul de vitamina D/kg de racdo, afim de que as necessidades nutricionais
dessa vitamina fossem satisfeitas ®. As dietas dos animais foram produzidas pela empresa

Rhoster Indistria e Comércio LTDA (Sao Paulo, Brasil).

Avaliacéo da Pressdo Arterial Sistolica

Apo0s o término do periodo experimental, na semana anterior a realizagdo do exame
ecocardiografico, foi aferida a pressao arterial sistélica dos animais.

Para a medida da pressdo arterial, os animais foram previamente aquecidos a
temperatura de 40°C por 3 minutos, em caixa de madeira (50 X 40 cm) forrada com maravalha
de Pinus autoclavada, com a finalidade de estimular vasodilatacdo da artéria caudal. A pressao
arterial da cauda € medida por plestimografia, utilizando-se eletroesfigmoman6émetro Narco
Bio - System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, USA). O manguito foi colocado
em torno da cauda do animal e conectado a transdutor de pulso. Em seguida, foi insuflado a
valor superior a pressao arterial sistolica, e desinsuflado, para registro das pulsacdes arteriais

em poligrafo Gould, modelo RS 3200 (Gould Instrumenta Valley View, Ohio, USA).
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Avaliacédo Morfoldgica e Funcional pelo Ecocardiograma
Ap0s o término do periodo experimental, todos os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg) por via intramuscular. A
seguir, foi realizada tricotomia da regido anterior do tdrax e o posicionamento dos animais em
decubito lateral esquerdo para a realizagdo do ecocardiograma.
O ecocardiografo utilizado foi do modelo HDI-5000 Sono CT da Philips, equipado com
transdutor eletrénico multifrequencial de 5,0-12 MHz. As estruturas cardiacas foram medidas

em pelo menos cinco ciclos cardiacos consecutivos, obtendo-se a média aritmética em seguida

(96)

As imagens da cavidade ventricular esquerda e da espessura da parede posterior (EPP)
foram obtidas posicionando-se o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral, entre
0s musculos papilares. As imagens da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE) também foram
obtidas na posi¢do para-esternal eixo menor com cursor de modo-M passando pela valva
aodrtica.

O diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE) e a EPP foram medidos no
momento correspondente ao seu didmetro maximo. J4, o diametro sistélico do ventriculo

esquerdo (DSVE) foi medido no momento da excursao sistélica maxima de sua parede posterior.

As medidas do diametro do AE e da AO foram realizadas, especificamente, no final da

sistole e diastole ventricular.

O didmetro da via de saida do VE (VSVE) foi medido na posi¢cédo para-esternal eixo maior,

na sistole ventricular.

Os fluxos diastolico transmitral e sistolico pela VSVE foram obtidos com o transdutor
colocado nas posicoes apicais quatro a cinco camaras, permitindo as medidas da onda E, onda A
e velocidade méaxima na VSVE. A freqliéncia cardiaca (FC) foi estimada pelo tempo entre dois

batimentos cardiacos consecutivos.
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O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) medido corresponde ao tempo entre o
final do fluxo sistélico pela VSVE e o inicio do fluxo diastélico transmitral. As areas dos atrios
esquerdo (AAE) e direito (AAD) foram obtidas a partir da planimetria na janela apical, 4 cAmaras

no final da sistole ventricular, quando as dimensdes dos atrios sdo maximas.

As outras variaveis foram derivadas das formulagGes descritas a seguir:

R/

% Espessura relativa da parede posterior do VE (ERPP) "

ERPP=2X PPVE
~ """ DDVE

R/

¢+ Massa do ventriculo esquerdo (MVE):
MVE = 1,04 x (DDVE + 2PPVE)3 — (DDVE)3

onde 1.04 é o valor da densidade especifica do muasculo ©®.

7
0‘0

indice de massa do VE (iMVE):

v = MVE
VE="pe

7
0‘0

Porcentagem de encurtamento:

(DDVE — DSVE)
% encurtamento = x 100
DDVE

‘0

Fracdo de ejecao:

-,

_ (DDVE?® - DSVE?®)

FE
DDVE3

7
0‘0

Volume sistolico (VS):

VSVE\?2
VS:VTIXT[X( )

onde VTI é a integral da velocidade/ tempo do fluxo sistdlico da VSVE
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++ Débito cardiaco (DC):

DC =VSxFC
% Indice cardiaco (IC):
Ic = DC
- PC

Algumas variaveis ecocardiograficas foram normalizadas pelo peso corporal dos animais

©9 e pelo comprimento da tibia “°°.

Eutanésia, Estudo Morfométrico e Histoldgico

ApOs a realizagdo do ecocardiograma, 0s animais foram submetidos a
eutanasia com dose excessiva de pentobarbital sddico (50mg/kg). Em seguida, o sangue foi
coletado por meio de puncdo do ventriculo esquerdo, e o coracgdo, pulmdes e figado foram
retirados. Amostras de sangue foram acondicionadas em tubo seco e em tubo contendo
anticoagulante e centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm e 4°C para obtencdo de soro e
plasma que, em seguida, foram congelados a -80°C. O figado, pulmdes e coracdo foram

rapidamente lavados em soro fisiologico para a remogao do sangue.

O ventriculo esquerdo (VE), o ventriculo direito (VD), atrio (A), pulmdes e figado foram
dissecados e pesados em balanga analitica de precisdo (modelo BG200-Gehaka).

Ap0s a afericdo dos pesos Umidos do VD, A, pulmdes e figado, os tecidos foram
colocados em estufa a 65°C por 48 horas. Depois deste periodo, os fragmentos ja desidratados
foram novamente pesados, obtendo-se assim o peso seco. A relagdo entre peso Umido e seco
foi utilizada para caracterizar a porcentagem de agua nesses tecidos. O teor de agua nos

tecidos foi calculado com a seguinte férmula:

i Peso Umido — Peso seco
% agua = — x100
Peso Umido
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O peso Umido do ventriculo esquerdo e do ventriculo direito, normalizado para peso

(@9 100

corporal dos animais “® e pelo comprimento da tibia “°, foi utilizado como indice de
hipertrofia ventricular.

O teor de agua do fragmento do figado e dos pulm&es foi quantificado como indicativo
da ocorréncia de congestao.

O VE foi seccionado transversalmente a 4 mm do apice para a base, ja que essa regiao

reflete a média da area dos resultados de cortes de todo ventriculo *°

). Um fragmento de 3
mm de espessura foi colocado em solucdo de formol tamponado (formol 10%, agua
deionizada, fosfato de sédio monobasico e fosfato de sddio dibasico). Os VE ficaram nessa
solucdo por 24 horas, em agua corrente por periodo de 24 horas e posteriormente foram
colocados em alcool 70%. Em seguida, foram parafinizados em blocos, dos quais foram
confeccionadas as laminas para estudo histopatoldgico. O restante do VE foi seccionado em

dois fragmentos que foram congelados a -80°C, para analises bioquimicas e de biologia

molecular.
e Histologia para mensuracao da area de midcitos

Ap0s ser inserido no bloco de parafina, o corte histologico do VE foi seccionado em
cortes coronais de 4 um. As laminas com os cortes histoldgicos foram corados com solugdo
hematoxilina - eosina (HE) para afericdo das areas da seccdo transversa dos midcitos,
empregando-se microscépio LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens
digitais para computador dotado de programa de analise de imagens Image Pro - Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Foram mensuradas 50 a 60 células por lamina

analisada ©.

Os midcitos selecionados que foram seccionados transversalmente,
apresentavam forma arredondada, nucleo visivel no centro da célula e localizados na camada

sub-endocardica da parede muscular do VE. Este cuidado visou uniformizar ao maximo o
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onjunto de midcitos dos diferentes grupos. As areas seccionadas médias para cada grupo

foram utilizadas como indicador do tamanho celular.
e Histologia para mensuracao da fracéo de colageno

Laminas com cortes histoldgicos coronais de 5 um e corados pela técnica de Picro
Sirius red, especificos para visualizacdo de colageno, foram usadas para a quantificacdo da
fracdo de colageno intersticial do VE, por meio de video densitometria. Imagens do tecido
cardiaco foram capturadas por computador IBM compativel e analisadas por software de
analise de imagens Image Pro - Plus (Media Cybernetics Silver Spring, Maryland, USA). Os
elementos do tecido cardiaco foram identificados de acordo com os niveis de cor. Assim, as
fibras colagenas aparecem vermelhas, os miécitos, amarelos, e os espacos, brancos. O perfil
digitalizado foi analisado pelo computador, que calcula o volume da fracdo de colageno como
a soma de toda area do tecido conectivo dividido pela soma da area de tecido conectivo e da

102

area de miécito. Em média, foram analisados 30 campos “° por l1amina, com a utilizacdo da

objetiva de aumento de 40 vezes. O colageno perivascular foi excluido desta analise.

Determinacédo da Atividade Colagenolitica

Para a determinacdo da atividade das metaloproteinases 2 e 9 no tecido cardiaco, 0s
coracBes foram inicialmente descongelados em gelo e, a seguir, triturados e incubados em
solugdo tampdo (50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1% Triton - X; 10 mM CaCl, e inibidor de
protease) na proporcdo de 30 mg de tecido para 200 pl de tamp&o. Os tecidos foram mantidos
a 4°C durante 2 horas. A seguir, o material foi centrifugado a 4.000 rpm por 20 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e a quantidade de proteina determinada pelo método de
Bradford . A concentragdo final de proteinas foi ajustada para 5 mg/ml, e o extrato foi
armazenado a -80°C. A atividade colagenolitica do extrato de tecido cardiaco foi determinada

por meio da capacidade de digestdo de gelatina presente em gel de poliacrilamida. O gel de
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poliacrilamida a 8% foi preparado com gelatina na propor¢do de 1 mg/ml, em equipamento
Mini - gel da Bio -Rad. O gel, devidamente polimerizado, foi montado em cuba de eletroforese
Mini - Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA), contendo tampd&o Tris -
Glicina - SDS, pH 8,3. Trinta microgramas de proteina do extrato de tecido acrescido de
tampédo de amostra (0,5M Tris; 2% SDS, 10% glicerol; 0,025% azul de bromofenol; pH 6,8) na
propor¢do 2:1 foram aplicados em cada poc¢o do gel. A eletroforese foi efetuada com voltagem
continua de 100 V, durante aproximadamente 2 horas.

Apos a corrida eletroforética, o gel foi lavado duas vezes por 30 minutos em 2,5% de
Triton X - 100, e em seguida, lavado duas vezes por 10 minutos em 50 mM de Tris pH 8,4. O gel
foi entdo incubado a 37°C por 18 horas em solucéo de ativagdo contendo 50 mM Tris pH 8,4 e
5 mM CaCl,. Terminada a incubacéo, o gel foi corado em solucdo de Comassie Blue, por 30
minutos, e em seguida descorado em solucédo de &cido acético, metanol e agua (10: 30: 60) até
permitir a visualizacdo das bandas claras. Os géis foram entdo fotografados e a intensidade da
acdo gelatinolitica (bandas claras) foi analisada por densitometria, em analisador de imagens

White Darkhon.

Western blotting para a proteina Nrf - 2

O Nrf - 2 (fator nuclear eritoide 2) € uma proteina cuja principal fungdo é ativar a
resposta antioxidante, induzindo a transcricdo de uma ampla gama de genes relacionados ao
combate aos efeitos deletérios do estresse oxidativo e a restauracdo da homeostase
intracelular.

O Nrf - 2 é uma proteina altamente instavel e é rapidamente degradada pelo sistema
proteossomal da ubiquitina “°.

e Extracdo das proteinas com Kit NE - PER®
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A extracdo das proteinas das amostras de VE foi realizada com o Kit NE - PER Nuclear
and Cytoplasmic Extraction Reagents (Pierce Biotechnology), que permite a extracdo
separadamente das proteinas citoplasmaticas e nucleares. A amostra congelada foi
homogeneizada em tubo de Dunce com o tampdo CER | do kit, de acordo com 0s
procedimentos descritos pelo fabricante. O CER | torna a célula tdrgida, e causa estresse na
membrana celular. Apds incubacgdo em gelo por 10 minutos, foi adicionado o tampao CER I,
que atua promovendo a lise celular, e o produto dessa homogeiniza¢do foi centrifugado a
16.000 giros por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante, que corresponde ao extrato
citoplasmatico, foi transferido para tubos eppendorfs e armazenado em freezer -80°C. Os
pellets que permaneceram nos eppendorfs foram re-suspendidos com o tampdo NER,
vortexados e incubados em gelo por 10 min. Apds 4 ciclos de vortexizacdo e incubacdo, os
eppendorfs foram centrifugados a 16.000 giros por 12 minutos a 4°C. O sobrenadante, que
corresponde ao extrato nuclear, foi transferido para tubos eppendorfs e armazenado em
freezer -80°C. A concentracdo de proteina dos extratos citoplasmatico e nuclear foi analisada

103)

pelo método de Bradford @09 " ytilizando as curvas de BSA Protein Standard (Bio - Rad,

Hercules, CA, USA) como padréo.

e Protocolo para Western Blot
A expressado da proteina relacionada com a ativacdo do sistema antioxidante, Nrf - 2 foi
analisada por Western Blot. O extrato nuclear foi utilizado para esta andlise.
As proteinas presentes no extrato nuclear foram diluidas em tampdo Laemmli (Tris - HCL
240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02% e B - mercaptoetanol 200mM) e
separadas por eletroforese utilizando sistema Mini -Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad,
Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento

(Tris - HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolucéo (Tris - HCL 240mM
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pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed). A concentracdo do gel de empilhamento
utilizada foi de 5% e a concentracdo do gel de resolucdo, foi determinada de acordo com o
peso molecular da proteina analisada, sendo que para o Nrf - 2, a concentragdo foi de 10%. No
primeiro pogo do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained
Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi efetuada a 120V (Power
Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA), por 2 horas, com tampéo de corrida (Tris 0,25M,
glicina 192 mM e SDS 1%). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios
inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados mediante
incubacao com solucdo de 0,5% de leite em pd desnatado, dissolvido em solugdo basal pH 8,0
(Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 minutos a temperatura ambiente
sob constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal e
incubada com o anticorpo primario diluido na solugdo basal, sob agitacdo constante por 12
horas. O anticorpo primario utilizado foi o Nrf2 (C-20), rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, Europe), na diluicdo de 1: 400. Ap6s a incubagdo com o anticorpo primario, a membrana
foi lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o anticorpo secundario diluido em
solucdo basal por 2 horas sob agitacdo constante. O anticorpo secundario utilizado foi o 1gG
anti - rabbit (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe), na diluicdo de 1:8000. Para remover o
excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal. Por fim,
a imuno - deteccdo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de acordo com
as instrucbes do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo
Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram expostas a filmes radiograficos X - Omat
AR (Eastman Kodak Co., USA), nos tempos padronizados para cada proteina estudada.

Ap0s a imuno - deteccdo de cada um dos anticorpos, as membranas foram lavadas em

solucdo de stripping (Restore Western Blot, Pierce) por 40 minutos, e posteriormente lavadas

Materiais e Métodos 39



em solucdo basal. A membrana foi entdo novamente blogueada com solugédo de 0,5% de leite
em po desnatado, dissolvido em solugdo basal, por 120 minutos a temperatura ambiente sob
constante agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo basal e
incubada com o anticorpo primario de normalizacdo diluido na solucdo basal, sob agitacao
constante por 12 horas. O anticorpo primario utilizado foi o GAPDH (6C5), mouse monoclonal
IlgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe), (gliceraldeido 3 - fosfato desidrogenase; EC.
1.2.1.12) na diluicdo de 1:5000. Ap6s a incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi
lavada trés vezes em solucdo basal e incubada com o anticorpo secundario diluido em solugao
basal por 2 horas sob agitagcdo constante. O anticorpo secundario utilizado foi o Goat anti -
mouse IgG - HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe), na diluicdo de 1:10000. Para
remover o excesso de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solugao
basal. Por fim, a imuno - deteccdo foi novamente realizada por meio do método de
quimioluminescéncia.

As analises quantitativas dos blots foram realizadas pelo programa Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, Maryland, EUA), software livre, disponivel no enderego

http://www.scioncorp.com/.

Espectrofotometria para dosagens das enzimas do metabolismo energético cardiaco

O metabolismo energético cardiaco foi determinado através das atividades das
enzimas B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase (B-OH, E.C. 1.1.1.35), que participa do
metabolismo dos acidos graxos e lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27), que participa do
metabolismo da glicose. Para essas andlises, 200 mg de VE foram homogeneizados sob gelo
em 5 ml de solugdo de tampao fosfato (0,1M, pH=7,4), contendo 1 mM de etileno diamino
acido tetra-acético (EDTA) (105106207,

A atividade da B-OH foi determinada no coracdo em meio contendo acetilcoenzima A

0,05 mM e dinucleotideo adenina nicotinamida, na forma reduzida (NADH) 0,1 mM %),
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A atividade da LDH foi determinada pela oxidacdo do NADH a 340nm, tendo o piruvato
como substrato %9,

Nesse estudo também foi determinada a concentracéo de proteinas totais. As analises
foram feitas por meio de espectrofotdbmetro e o padrdo utilizado foi solugdo de albumina

sérica bovina %9,

Espectrofotometria para avaliagdo do estresse oxidativo cardiaco

O estresse oxidativo cardiaco foi avaliado através das atividades das enzimas
glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9), superdxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) e
catalase (E.C. 1.11.1.6) e pela dosagem de hidroperoxidos de lipidios (HP).

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo Nakamura e
colaboradores (1974) ™ na presenca de peréxido de hidrogénio. A mistura de reagdo foi
preparada com tampédo fosfato de sodio, NADPH,, azida sodica, EDTA, glutationa reduzida
(GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPH, a 340 nm na presenca da
glutationa redutase, que catalisa a redugdo da glutationa oxidada (GSSG), determinou-se a
atividade da GSH — Px.

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pela técnica de Crouch e
colaboradores (1981), tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducdo do nitroblue -
tetrazélico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10) . A
hidroxilamina gera fluxo de O,” do NBT para blue - forazana, em temperatura ambiente.
Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redugcdo do NBT foi inibida
proporcionalmente a atividade da SOD presente na amostra.

A atividade enzimatica da catalase foi determinada em tampdo fosfato pH 7,0,
utilizando-se 15uL de amostra e peréxido de hidrogénio (30%). As leituras espectofotométricas

foram realizadas a 240nm 12,
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A concentracdo de hidroperoxido de lipidio foi determinada por meio da oxidacdo do
sulfato ferroso amoniacal reduzido (Fe?*). O Fe** formado reage com alaranjado de xilenol

formando cromégeno, cuja intensidade de coloracdo foi medida espectofotometricamente

(113)

Dosagem da 25-hidroxivitamina D

As concentragdes do metabolito 25[OH]D no plasma foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), como descrito por Asknes (1994) ™. O
equipamento empregado foi o cromatdgrafo Waters 2695, com detector Waters 2996 -
fotodiodo. A analise foi feita em coluna C18 de fase reversa para todos os experimentos. A fase
movel era composta por agua e metanol (85:15, v/v) com 0,1% de trietilamina. O comprimento

do detector de onda ultra - violeta (UV) foi fixado em 265nm e com fluxo de 0,5ml/min.

e Extracdo e determinagdo da 25[OH]D plasmatica

A andlise da 25[OH]D foi feita em aliquotas de 500 ul de plasma. O plasma foi
colocado em tubo de 16 x 125 mm e adicionado 500 ul de metanol e isopropanol (9:1, v/v) e
agitado em vortex por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se 1,5 ml do solvente hexano e a
solucdo centrifugada a 3.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi coletado e secado em
seringa de nitrogénio. Apds a secagem, o material depositado foi re-suspendido com 150 ul de
metanol. Por fim, volume de 20ulL dessa solucéo foi injetado no HPLC, com tempo de corrida

de 15 minutos.

Dosagens bioquimicas de proteinas totais, albumina, calcio total, célcio livre e fésforo
A determinacéo de proteinas totais foi realizada por método colorimétrico (teste Kit

Wiener Lab.). As ligagcdes das proteinas reagem com o ion cdprico, em meio alcalino, para se
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obter um complexo de cor lilds com maximo de absorbancia de 540nm, cuja intensidade &

proporcional a concentragdo de proteinas totais na amostra.

A albumina foi dosada por método colorimétrico (teste Kit Wiener Lab.). A albumina
reage especificamente, sem prévia separacdo, com a forma aniénica da 3,3’, 5,5 -tetrabromo
cresolsulfon-ftaleina (BCF), em presenca de um excedente de corante, em meio tamponado a
pH 3,8. O aumento da absorbancia a 625nm em referéncia do branco de reagente é

proporcional a quantidade de albumina presente na amostra.

O célcio foi dosado quantitativamente no soro por meio da reagdo com arsenazo I,
em pH neutro, formando um complexo cuja intensidade da cor é proporcional a quantidade de

calcio na amostra (teste Kit LaborLab). A cor obtida foi medida entre 600 e 660 nm.

O célcio livre foi determinado de acordo com a seguinte férmula:

{6 x Calcio total — [Albumina + (0,19 x proteinas totais)]}
3

Célcio ionizado = ,
cto tomzaao Albumina + (0,19 x proteinas totais) + 6

A dosagem de fosforo inorganico foi realizada por método colorimétrico (teste Kit
LaborLab). O fosfato inorganico presente no soro reage em meio fortemente acido com
molibdato e obtém-se o complexo fosfomolibdato, que € reduzido pelo acido ascorbico a azul
de molibdeno, desenvolvendo-se a cor em meio arsenito/citrato. O arsenito/citrato combina-
se com o excesso de molibdato impedindo sua reacdo posterior com o fosfato liberado dos

ésteres labeis. A cor obtida foi medida em 340 nm.

Anélise Estatistica
As variaveis foram submetidas ao teste de normalidade e de igualdade de variancia e
foram apresentadas em média + erro padrdo da média e as comparacdes entre 0s grupos

foram feitas pela Andlise de Variancia de duas vias (ANOVA 2 vias).
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Na ANOVA de duas vias, o primeiro fator corresponde a presenca ou hdo da vitamina
D na dieta, e o segundo fator, ao tempo de uso da dieta. Este teste estatistico avalia o efeito
da interacdo entre os dois fatores, bem como o efeito isolado de cada fator sobre as variaveis
estudadas.

Quando ocorre interagdo significativa entre os fatores (P < 0,05) torna-se importante
identificar os grupos que apresentam diferencga estatistica entre si. Para tanto, utiliza-se o
teste de comparagdes multiplas de Tukey. Quando ndo existe interagdo entre os tratamentos,
0 que importa é saber se 0s grupos que receberam vitamina D na dieta diferem dos grupos
deficientes em vitamina D e se 0s grupos mantidos na dieta por dois meses diferem dos grupos
mantidos na dieta por quatro meses.

Neste trabalho serdo discutidos os efeitos da interacdo entre os fatores estudados e
os efeitos isolados da dieta sobre as varidveis analisadas. N&o serdo discutidos os efeitos
isolados do tempo sobre as variaveis, ja que essa relacdo é bem consolidada e ndo faz parte
dos objetivos desta dissertacao.

Para avaliar os efeitos da variavel calcio sobre todas as demais variaveis estudadas,
foi realizada a Andlise de Covariancia (ANCOVA). Na ANCOVA, além dos fatores dieta e tempo
de uso da dieta, a co-variavel calcio foi acrescentada com a finalidade de corrigir os valores das
varidveis estudas de modo a anular a influéncia do nivel de célcio sobre elas. Este teste
estatistico aumenta o poder da ANOVA de duas vias, pois ajusta estatisticamente os valores
das variaveis dependentes por remover os efeitos da co-variavel sobre essas varidveis
dependentes.

Os resultados foram discutidos em nivel de significancia de 5%.

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o pacote estatistico Systat for
Windows v 11.0 (Systat Software, Inc. 2004, US) e os graficos foram elaborados a partir do

programa SigmaPlot for Windows v 11.0 (Systat Software, Inc, 2008, US).
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Intercorréncias no decorrer do experimento

No transcorrer do experimento, houve a perda de 6 animais dos grupos que receberam
dieta isenta de vitamina D (3 animais do grupo D2 e 3 animais do grupo D4), e de 6 animais
pertencentes aos grupos que receberam dieta contendo vitamina D (4 animais do grupo C2 e 2
animais do grupo C4). A perda desses animais néo esta relacionada ao tratamento realizado,
mas sim a intercorréncias no momento da afericdo da pressao arterial e da anestesia para o

ecocardiograma.

Avaliacgéo peso corporal, consumo alimentar, comprimento da tibia e pressao arterial

Os dados apresentados na tabela 1 mostram que ndo houve efeito de interacdo entre
a dieta e o tempo de uso da dieta, nem efeito isolado da dieta sobre as variaveis peso corporal
inicial (Pinteracio= 0,844; Pdiea= 0,834), peso corporal final (Pinteracio= 0,134; Pagieta= 0,285),
consumo de ragao (Pinteragao= 0,615; Paieta= 0,863), comprimento da tibia (Pinteracao= 0,713; Paieta=
0,813) e presséo sistolica caudal (Pinteracao= 0,315; Pdieta= 0,735).

No decorrer do tempo, 0s animais dos grupos que permaneceram por 4 meses Nno
experimento apresentaram aumento no peso final (Prempo= <0,001), consumo de ragao (Prempo=
<0,001), comprimento da tibia (Pempo= <0,001) e presséo sistolica caudal (Prempo= <0,001) em

relagdo aos animais que permaneceram por 2 meses em experimento.
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Tabela 1. Peso corporal, consumo de ragdo, comprimento da tibia e pressao sistolica dos animais dos

grupos C2, D2, C4d e D4

Grupos Valores de p

C2 D2 c4 D4 Interacdo Dieta Tempo

(n=20) (n=19) (n=19) (n=20) & P
Peso inicial
(9) 61,9+2,1 62,842,2 62,8+2,3 62,7+2,2 0,844 0,834 0,880
Peso final
(9) 375,249,0 371,348,6  461,6+9,3  484,7+8,6 0,134 0,285 <0,001
Consumo
g%;;ra@ao 16,2403  16,0£0,3 18,303 18,403 0615 0863 <0,001
Comprimento
da tibia
(mm) 39,4+0,29  39,6+0,30  41,9+0,30  41,940,29 0,713 0,813 <0,001
Pressao
sistdlica
caudal 110,8+4,2 113,6+4,1 137,5+4,4 131,8+4,3 0,315 0,735 <0,001
(mmHg)

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante dois meses

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses
D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses
Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05
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Dosagens séricas e plasmaticas

A tabela 2 apresenta os dados relativos as dosagens séricas e plasmaticas realizadas
para a comprovacao da eficacia do modelo na inducédo da deficiéncia em vitamina D.

N&do houve interacdo entre a dieta e o tempo de uso da dieta ao avaliarmos as
concentracbes plasmaticas de 25[OH]D e séricas de calcio total, calcio livre e fosforo.

Entretanto, houve efeito isolado da dieta ao analisarmos as concentracdes da 25[OH]D
(Grupo com vitamina D: 329,6+12,0; Grupo sem vitamina D: 39,1+12,0; pgieta= <0,001; Fig. 1),
calcio total (Grupo com vitamina D: 11,07%0,19; Grupo sem vitamina D: 9,82+0,19; Pdieta=
<0,001; Fig. 2) e o célcio livre (Grupo com vitamina D: 6,41+0,10; Grupo sem vitamina D:
5,61%0,10; pgieta= <0,001). Apesar disso, a Andlise de Covariancia realizada mostrou que
nenhuma das demais varidveis estudadas teve influéncia das co-variaveis calcio total e calcio
livre, sendo, portanto, essa diferenca na concentracdo sérica destes eletrolitos, omitida da
nossa analise estatistica dos resultados.

O tempo de uso da dieta teve efeito na reducéo dos niveis de fosforo (Prempo= 0,028)
dos animais que permaneceram 4 meses em experimento em relacdo aos animais que

permaneceram 2 meses.
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Tabela 2. Dosagens plasmaticas e séricas dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4

Grupos Valor p
C2 D2 c4 D4 Interagdo Dieta  Tempo
(n=20) (n=19) (n=19) (n=20) & P
25[OH]D
(ng/ml) 329,9+17,0 42,7+17,0 329,3+17,0 35,5+17,0 0,850 <0,001 0,821
Célcio
(mg/dl) 10,7+0,3 9,9+0,3 11,5+0,3 9,740,3 0,079 <0,001 0,304
Célcio
livre 6,240,1 5,720,2 6,620,2 5,540,1 0052  <0,001 0,580
(mg/dl)
Fésforo
(mg/dl) 10,2+0,4 9,9+0,4 9,4+0,4 8,8+0,4 0,767 0,301 0,028

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante dois meses

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05
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Figura 1. Dosagem plasmatica de 25[OH]D dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem
vitamina D. * p<0,05
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Figura 2. Niveis séricos de célcio dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem vitamina D.
*
p<0,05
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Avaliacdo das variaveis cardiacas

Os dados relativos ao estudo ecocardiografico estdo apresentados nas tabelas 3 e 4.

Em relacdo as variaveis morfologicas (tabela 3), houve interagdo entre a dieta e o
tempo de uso da dieta ao avaliarmos as variaveis MVE (Pinteracio= 0,034; Fig. 3) € AAD (Pinteracio™=
0,008; Fig. 4). As demais varidveis ndo apresentaram efeito de interacdo entre os fatores
estudados.

Animais que receberam dieta isenta de vitamina D apresentaram aumento nas
variaveis DDVE (Grupo com vitamina D: 6,57+0,08; Grupo sem vitamina D: 6,83+0,08; paieta=
0,015), DDVE/tibia (Grupo com vitamina D: 1,62+0,02; Grupo sem vitamina D: 1,6810,02; pgieta=
0,006; Fig. 5), AE (Grupo com vitamina D: 3,58+0,07; Grupo sem vitamina D: 3,73+0,07; Pgieta=
0,001; Fig. 6), AE/AO (Grupo com vitamina D: 1,01+0,02; Grupo sem vitamina D: 1,09+0,02;
Pdieta= 0,020), MVE (Grupo com vitamina D: 542+19; Grupo sem vitamina D: 621£19; Pgieta=
0,004) e iIMVE (Grupo com vitamina D: 1302+45; Grupo sem vitamina D: 1456+44; Pgieta=
0,017) guando comparados aos animais que receberam dieta contendo vitamina D, mostrando
efeito isolado da dieta sobre essas variéveis.

O tempo de uso da dieta fez com que 0s animais que permaneceram em experimento
por periodo de 4 meses apresentassem aumento nas variaveis DDVE (Piempo= <0,001),
DDVE/tibia (Prempo= 0,009), EPP (Ptempo= 0,034), AE (Ptempo= 0,001), AO (Prempo= <0,001), AAE
(Ptempo= 0,002), AAD (Prempo= 0,001), MVE (Prempo= <0,001), e reducéo nas variaveis DDVE/PC
(Prempo= <0,001) e AE/PC (Prempo= <0,001) em relacéo aos animais que permaneceram por 2
meses em experimento.

A andlise dos dados funcionais (tabela 4) ndo mostrou interacdo entre os fatores
estudados e as variaveis de funcao sistolica e diastolica.

No entanto, a analise isolada do fator dieta mostrou que houve aumento nas variaveis
de funcdo sistolica: DSVE (Grupo com vitamina D: 2,40%0,08; Grupo sem vitamina D:

2,750,08; pgieta= 0,002), DSVE/PC (Grupo com vitamina D: 5,79+0,21; Grupo sem vitamina D:
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6,50 +0,21; paieta= 0,018), DSVE/tibia (Grupo com vitamina D: 0,59+0,02; Grupo sem vitamina
D: 0,67+0,02; pgieta= 0,002; Fig. 7), e redugdo nas varidveis % encurtamento (Grupo com
vitamina D: 63,60+1,05; Grupo sem vitamina D: 60,0311,04; pgeta= 0,018; Fig. 8) e fracdo de
ejecdo (Grupo com vitamina D: 0,95+0,00; Grupo sem vitamina D: 0,93%0,00; pgieta= 0,015; Fig.
9) ao compararmos 0s animais que receberam dieta deficiente em vitamina D aos animais que
receberam dieta contendo a vitamina. As demais variaveis IC, DC, VS, Vao e VTI, ndo
apresentaram efeito de interacdo nem efeito isolado da dieta.

Nao houve efeito de interagdo nem efeito isolado da dieta sob as variaveis de funcao
diastélica onda E, onda A, razdo E/A, TRIV e TRIV, ao compararmos 0s animais que receberam
dieta isenta de vitamina D e aqueles que receberam a vitamina na dieta.

O tempo de uso da dieta fez com que 0s animais que permaneceram em experimento
por periodo de 4 meses apresentassem aumento nas variaveis DSVE (Piempo= <0,001),
DSVE/tibia (Ptempo= 0,003), VS (Ptempo= 0,004), VSVE (Prempo= <0,001) e reducdo nas variaveis %
encurtamento (Prempo= 0,026) € FE (Prempo= 0,014) em relacéo aos animais que permaneceram

por 2 meses em experimento.
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Tabela 3. Estudo morfoldgico realizado através de ecocardiograma dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4

Grupos Valor p
Cc2 D2 C4 D4 Interacdo  Dieta Tempo
(n=20) (n=19) (n=19) (n=20)

DDVE
(mm) 6324010  645:011  6,82+0,11 7.22+0,10 0204 0015 <0001
DDVE/PC
(mm/kg) 17.0060,39 17848040 14862041 14774039 0239 0349 <0,001
DDVE/tibia
(mm/mm) 1600,02 163002  1,63%0,02 1,73+0,02 0114 0006 0,009
EPP
(mm) 13240,04  133%004  1,35+0,04 1,47+0,04 0140 0083 0,034
ERPP
(mm/mm) 042+001 0424001  0,40+0,01 0,400,01 0514 0745 0,244
AE
(mm) 3.40+008 3594008  3,53+0,09 4,010,08 0081 0001 0,001
AE/PC
(mm/kg) 0344026  995:0,27  8,02+0,28 7.87+0,26 0164 038 <0,001
AE/tibia
(cm/mm) 0,88+002 0091002  0,88+0,02 0,92+0,02 0672 0116 0,847
AO
(mm) 343+008 3244008  3,68+0,08 3,710,08 0174 0292 <0,001
AE/AO 1024003  112#003  1,00%0,03 1,05+0,03 0344 0020 0,154
AAE
(cm?) 0213001  020£0,01  0,22+001 0,24+0,01 0051 0615 0,002
AAD
(cm?) 017+001  016£001°  018+0,01°  020:001* 0008 0381 0,01
AAEIAAD 054004 1284004  1,28+0,04 1,23+0,04 0288 0834 0,809
MVE(MO)  49944265* 5203+271° 584.6:27.9% 72234265 0034 0004 <0001
iIMVE
(Mg/kg) 1338462,0  1433+63,6 12654654 1480#620 0350 0017 0,831

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.

DDVE: diametro diastdlico do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; EPP: espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo; ERPP: espessura relativa da parede posterior; AE: atrio esquerdo; AO: tamanho da aorta;
AD: éatrio direito; AAD: area do AD; AAE: area do AE; MVE: massa do ventriculo esquerdo; iMVE: indice de
massa do ventriculo esquerdo.

*: Diferenca significante de C2; *: Diferenca significante de C4; ¥: Diferenca significante de D2;

*: Diferenca significante de D4
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Tabela 4. Estudo funcional realizado através de ecocardiograma dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4
Grupos Valor p

Cc2 D2 C4 D4

(n=20) (n=19) (n=19) (n=20) Interagcdo Dieta Tempo

OndaB(ems)  7683+4,14 70,05+425 84,33:437 76,35:4,14 0231 0498 0571

Onda A (cm/s) 62,41+4,07 6537+4,17 61,89+429 67,20¢407 0778 0,322 0,875
EIA 1324010 1262010 146+011 1262010 0494 0209 0516
TRIV
(ms) 21,83+1,23 22624123 21,08+155 20504120 0601 0935 0,280
TRIVC

48,0042,59 50924259 45474326 44504326 0482 0724 0,109
DSVE
(mm) 2224011 246+011 2574012 3.04+011 0303 0002  <0,001
DSVE/PC
(mm/kg) 5954020 678+0,30 5634030 6,23+029 0708 0018 0,148
DSVE/tibia
(cm/mm) 056+0,03 0624003 0,610,083 0,73+0,03 0285 0002 0,003

0,
Joencurtamento g1 9415 622415 624415  57,94L5 0544 0018 0026

FE 095:0.07 004+007 0,94+007 0924007 0295 0015 0014
FC (bpm) 206.9+104 3085+107 286.6£11,0 28404104 0505 0673 0,106
DC

(mi/min) 76,0456 727457  8L7459 89,0456 0355 0728 0,056
IC(mI/minky) 50594197 10864130 179.6:134 1820127 0817 0962 0,134
VT 506£028 5724029 598:029 603028 0609 0728 0553
Vao (cm/s) 1035$30 1010431  96,8:32  96,5+3,0 0729 0638 0,070
VS (mi) 026002 0243002 028:002 0312002 0170 0760 0,004
VSVE (cm)

0,23+0,00  0,23+0,00  0,25+0,00  0,26+0,00 0,164 0,352 <0,001

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.

TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TRIVc: tempo de relaxamento isovolumétrico normalizado pela
frequiéncia cardiaca; DSVE: diametro sistolico do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; FE: fracdo de ejecao;
FC: frequéncia cardiaca; DC: débito cardiaco; IC: indice cardiaco; VTI: integral tempo velocidade; Vao:
velocidade maxima na aorta; V'S: volume sistolico; VSVE: didametro da via de saida do ventriculo esquerdo.
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Figura 3. Massa do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4, avaliada pelo
ecocardiograma. C2: vitamina D e 2 meses; D2: sem vitamina D e 2 meses; C4: vitamina D e 4 meses;
D4: sem vitamina D e 4 meses. * p<0,05
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Figura 4. Area do atrio direito dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4. C2: vitamina D e 2 meses; D2:
sem vitamina D e 2 meses; C4: vitamina D e 4 meses; D4: sem vitamina D e 4 meses. * p<0,05
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Figura 5. Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo corrigido pela tibia dos animais que receberam
dieta com vitamina D e sem vitamina D. * p<0,05
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Figura 6. Atrio esquerdo dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem vitamina D. * p<0,05
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Figura 7. Diametro sistolico do ventriculo esquerdo corrigido pelo comprimento da tibia dos animais
que receberam dieta com vitamina D e sem vitamina D. * p<0,05
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Figura 8. Porcentagem de encurtamento dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem
vitamina D. * p<0,05
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Figura 9. Fracdo de ejecdo dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem vitamina D. * p<0,05
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Avaliagdo morfométrica

Os dados obtidos na avaliagdo morfométrica dos animais, realizada por meio da
pesagem dos tecidos no momento da eutanasia, estdo apresentados na tabela 5.

A avaliagdo morfométrica mostrou que a interagéo entre a dieta e o tempo de uso da
dieta influenciou as alteragbes encontradas nas variaveis peso VE (Pinteracso= 0,015), peso
VE/tibia (Pinteracao= 0,009; Fig. 10), peso VD (Pinteracao= 0,018), peso VD/tibia (Pinteracao= 0,015; Fig.
11) e teor de agua no atrio (Pinteracao= 0,017).

Nas demais variaveis mostradas na tabela, ndo se verificou esse efeito de interacao,
nem efeito isolado da dieta.

Houve efeito isolado do tempo de uso da dieta quando analisamos o aumento nas
variaveis peso do VE (Prempo= <0,001), peso VE/tibia (prempo= <0,001) e teor de dgua do pulméo
(Prempo= 0,001) e a reducdo nas variaveis peso VE/PC (Piempo= 0,004), peso VD/PC (Prempo=
<0,001) e teor de agua no figado (Prempo= 0,011) nos animais do grupo 4 meses em relacédo aos

animais do grupo 2 meses.
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Tabela 5. Estudo morfométrico realizado através da pesagem de tecidos no momento da eutanasia dos
animais dos grupos C2, D2, C4 e D4

Grupos Valor p

Cc2 D2 C4 D4

(n=20) (n=19) (n=19) (n=20) Interacdo  Dieta ~ Tempo

Peso VE
(mg) 782,5+19,8* 761,4+20,3° 903,4+20,3* 982,4+19,2*" 0,015 0,154 <0,001

Peso VE/PC
(9/kg) 2,0940,04 2,09+0,04 1,96+0,04 2,01+0,04 0,466 0,529 0,004

Peso
VE/tibia

(glem) 0,20+0,01*  0,19+0,01*  0,22+0,01**  0,24+0,01*" 0,009 0,153 <0,001

PesOVD (@) (924001 0224001 0214001  024:001* 0018 0069 0,158
Peso VD/PC
(g/kg) 059:002 059002  046+002  050:002 0289 0191 <0001

Peso
VDitibia 556+0,17* 543:0.18  505:0,18°  579#017° 0015 0,087 0,694
(kg/mm)

Peso atrio
(mg) 340433 325434 331434 40,8+3,3 0138 0433 0331

Peso
atrio/PC
(9/kg)

Peso
atrio/tibia
(kg/mm)

0,9340,32 0,90+0,54 0,71+0,25 0,83+0,29 0,394 0,571 0,077

0,88+0,08 0,82+0,08 0,79+0,08 0,98+0,08 0,116 0,446 0,699

Teor de
?o%aVD 7524038 7584039  756+039 7574038 0549 0419 0,705
Teor de
?O%aat”o 794+1,08  823+1,11 82,0111 79,5+1,08 0,017 0879 0,916
Teor de
Z,%‘)af'gado 67,3+0,48 68,0049  66,9+0,49 65,8+0,48 0081 0571 0,011
Teor de
agua

x 69,9+0,90 72,0+0,92 76,3+0,92 76,1+0,90 0,219 0,274 <0,001
pulmao (%)

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.
VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; PC: peso corporal.

*: Diferenca significante de C2; *: Diferenca significante de C4; ¥: Diferenca significante de D2;
*: Diferenga significante de D4
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Figura 10. Peso do ventriculo esquerdo corrigido pelo comprimento da tibia dos animais dos grupos C2,
D2, C4 e D4, avaliado na eutanasia. C2: vitamina D e 2 meses; D2: sem vitamina D e 2 meses; C4:
vitamina D e 4 meses; D4: sem vitamina D e 4 meses. * p<0,05
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Figura 11. Peso do ventriculo direito corrigido pelo comprimento da tibia dos animais dos grupos C2,
D2, C4 e D4, avaliado na eutanasia. C2: vitamina D e 2 meses; D2: sem vitamina D e 2 meses; C4:

vitamina D e 4 meses; D4: sem vitamina D e 4 meses. * p<0,05
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Avaliacgéo histoldgica

A avaliacdo histol6gica do tecido cardiaco esta apresentada na tabela 6.

A area de midcitos e a fragédo de colageno no tecido cardiaco nédo tiveram influéncia da
interacdo entre dieta e tempo de uso da dieta.

Houve efeito isolado da dieta na fracdo de coldgeno (Grupo com vitamina D:
3,9940,32; Grupo sem vitamina D: 5,11+0,41; pgeta= 0,046; Fig. 12), j& que animais que ndo
receberam vitamina D apresentaram aumento significante do contetdo de colageno em
relacdo aqueles que receberam a vitamina D na dieta.

O tempo de uso da dieta influenciou 0 aumento da area de mioCitos (Pempo = 0,002)
observado nos animais do grupo 4 meses em relagdo aos animais do grupo 2 meses, mas ndo

teve influéncia do tempo de uso da dieta na fracdo de colageno de colageno.
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Tabela 6. Estudo histologico por microscopia éptica dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4

Grupos Valor p
C2 D2 C4 D4 - .
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) Interacéo Dieta Tempo
Area de
m‘lflf;tos 21594157 236,6+14,6 2758+14,6 283,4%157 0,669 0,359 0,002
Fracdo de
(CO/‘;')ageno 414:047 4,92+t047 3,84£044 473:0,69 0,523 0,046 0,038

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.
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Figura 12. Fracdo de colageno dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem vitamina D.
*
p<0,05
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Atividade das metaloproteinases 2 e 9

Os dados relativos a avaliacdo da atividade das metaloproteinases 2 e 9 no tecido
cardiaco estdo apresentados na tabela 8.

N&o houve efeito de interacdo entre a dieta e o tempo de uso da dieta e nem efeito
isolado da dieta sob as relagbes entre as atividades das metaloproteinases 2 e 9 ao
compararmos 0s animais que receberam dieta isenta de vitamina D e aqueles que receberam
vitamina D na dieta.

O tempo de uso da dieta fez com que animais que permaneceram em experimento por
4 meses apresentassem menor valor na relagdo entre a metaloproteinase 2 (ativa e
intermediariamente ativa) e a metaloproteinase 9 (ativa) (Prempo= <0,017) e na relacéo entre a
metaloproteinase 2 (ativa e intermediariamente ativa) e a metaloproteinase 2 (inativa) (Ptempo=

<0,001) em relagdo aos animais que permaneceram por 2 meses em experimento.
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Tabela 8. Atividade das metaloproteinases 2 e 9 dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4

Grupos Valor p
c2 D2 ca D4 - .

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) Interacdo Dieta  Tempo
MMP 2
f\jt,\'xgz;r&eﬁr\g‘;d'ar'a)/ 7344093  525+050 4,55+0,76 4,31+050 0,203 0,114 0,017
MMP 2 (ativa)/ MMP 9
(ativa) 3,24+054  2,56+0,29 2,17+0,44 2004029 0535 0,306 0,061
MMP 2 (ativa)/ MMP 2
(inativa) 2174044 2404024 171036 1834024 0871 0599 0,137
MMP 2 (ativa +
intermediaria))MMP 2. 515,643 483:023 3524035 383023 0351 0981  <0,001
(inativa)
MMP 2 (ativa)/ todas 0,31+0,05  0,35:0,03 0,32+0,04 0,310,038 0599 0,611 0,659
MMP 9 (ativa)/ todas 0124002 014+0,01 015:002 016:001 0837 0247 0,084

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média * erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.
MMP: metaloproteinase
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Metabolismo energético cardiaco

Os dados relativos a avaliagio do metabolismo energético cardiaco estdo
apresentados na tabela 8.

Houve interacdo entre a dieta e o tempo de uso da dieta ao avaliarmos a atividade da
enzima B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (Pinteraczo= <0,001; Fig. 13), sendo que animais do
grupo D2 e D4 apresentaram menor da atividade desta enzima em relagédo aos grupos C2 e D2,
respectivamente. O efeito de interacdo entre os fatores influenciou a atividade da enzima
lactato desidrogenase (Pinteracio= <0,001; Fig. 14), e animais do grupo D4 apresentaram maior
atividade desta enzima em relagédo aos animais do grupo C4.

Houve efeito isolado do tempo de uso da dieta ao analisarmos a atividade da enzima

lactato desidrogenase (Ptempo= <0,001).
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Tabela 9. Metabolismo energético cardiaco dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4
Grupos Valor p

Cc2 D2 C4 D4

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) Interagdo  Dieta Tempo

B-hidroxiacil

coenzima A

dr?rsrzg“ﬁg”ase 9+4,1%" 56341 104,8+4,1*  269+4,1™ <0001 <0001 0442
tecido)

Lactato

desidrogenase

(nmol/mg 194,7+13,7* 195,8+13,7 65,5+13,7**  209,3+13,7* <0,001 <0,001 <0,001
tecido)

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de ragdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.
*. Diferenca significante de C2; *: Diferenca significante de C4; ¥: Diferenca significante de D2;
*: Diferenga significante de D4
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Figura 13. Atividade da enzima B-hidroxiacil-CoA desidrogenase no tecido cardiaco dos animais dos
grupos C2, D2, C4 e D4, avaliado na eutanasia. C2: vitamina D e 2 meses; D2: sem vitamina D e 2
meses; C4: vitamina D e 4 meses; D4: sem vitamina D e 4 meses. * p<0,05

Resultados 74



250

200

150

100

50

LDH (nmol/mg tecido)

4 meses o
(QQ
2D 2meses A%

cem \:'\\a\'“‘“

‘na O
e
D/el.a

Figura 14. Atividade da enzima lactato desidrogenase no tecido cardiaco dos animais dos grupos C2,
D2, C4 e D4, avaliado na eutanasia. C2: vitamina D e 2 meses; D2: sem vitamina D e 2 meses; C4:
vitamina D e 4 meses; D4: sem vitamina D e 4 meses. * p<0,05
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Estresse oxidativo e Nrf-2 cardiacos

Os dados relativos a avaliacdo do estresse oxidativo cardiaco estdo apresentados na
tabela 9.

N&do houve efeito de interacdo entre a dieta e o tempo de uso da dieta sobre as
variaveis estudadas para avaliagao do perfil oxidativo no tecido cardiaco.

Houve efeito isolado da dieta sobre algumas variaveis, uma vez que animais que
receberam dieta isenta de vitamina D apresentaram menor atividade das enzimas glutationa
peroxidase (Grupo com vitamina D: 52,32+2,45; Grupo sem vitamina D: 37,34+2,45; Pgieta=
<0,001; Fig. 15) e catalase (Grupo com vitamina D: 1,48%0,11; Grupo sem vitamina D:
1,06+0,11; pgieta= 0,011; Fig. 16), quando comparados aos animais que receberam dieta
contendo vitamina D.

Além disso, houve efeito isolado da dieta ao analisarmos a maior concentracdo de
hidroperéxido de lipideos (Grupo com vitamina D: 152,12+11,05; Grupo sem vitamina D:
273,41£11,05; pgieta= <0,001; Fig. 17) e da proteina Nrf-2 (Grupo com vitamina D: 0,70+0,05;
Grupo sem vitamina D: 0,9310,05; pgieta= 0,004; Fig. 18) nos animais que receberam dieta
isenta vitamina D em relacdo ao animais que receberam vitamina D na dieta.

O tempo de uso da dieta ndo influenciou as variaveis estudadas quando comparamos

0s animais que permaneceram em experimento por 2 e 4 meses.
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Tabela 10. Estresse oxidativo cardiaco dos animais dos grupos C2, D2, C4 e D4

Grupos Valor p
Cc2 D2 C4 D4 ~ .
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) Interacdo  Dieta Tempo
Glutationa
peroxidase
(nmol/mg 59,13+3,47 37,64+3,47 45,50+3,47 37,05+3,47 0,075 < 0,001 0,054
tecido)
Superoxido
dismutase
(nmol/mg 13,09+1,41 13,25+1,41 11,86+1,41 8,72+1,41 0,255 0,303 0,055
proteina)
Catalase
(pmol/mg 1614015  1,0240,15  135:0,15 11105 0253 0011 0,553
proteina)

Hidroperoéxido

de Lipidios

(nmol/mg 160,7+15,62 289,4+15,6  143,5+156  257,4+15,6 0,642 <0,001 0,131
tecido)

Nrf-2 0,69+0,08 0,87+0,07 0,71+0,07 0,99+0,07 0,514 0,004 0,344

C2: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante dois meses.

D2: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante dois meses.

C4: animais que receberam 1.0001U de vitamina D/kg de racdo durante quatro meses.

D4: animais que receberam dieta isenta de vitamina D durante quatro meses.

Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média. Significancia estatistica para p<0.05.
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Figura 15. Atividade da enzima glutationa peroxidase dos animais que receberam dieta com vitamina D
e sem vitamina D. * p<0,05
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Figura 16. Atividade da enzima catalase dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem
vitamina D. * p<0,05
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Figura 17. Concentracdo de hidroper6xido de lipidios dos animais que receberam dieta com vitamina D
e sem vitamina D. * p<0,05
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Figura 18. Nrf-2 dos animais que receberam dieta com vitamina D e sem vitamina D. * p<0,05
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Adequacéo do modelo proposto
O modelo utilizado neste experimento se mostrou eficiente na inducdo de estado

nutricional caracterizado como deficiéncia de vitamina D *©)

em ratos Wistar. A caracterizacdo
dessa situacdo de deficiéncia foi obtida por meio da dosagem da concentragéo plasmatica de
25[CH]D, e animais que receberam dieta isenta de vitamina D apresentaram menor
concentracdo deste metabolito em relagdo aos animais que receberam vitamina D na dieta.

A funcao classica relacionada a vitamina D é regular o metabolismo de calcio e fosforo
GY. Quando ocorre pequena reducdo da concentragdo sérica de calcio ionizado, as glandulas
da paratiredide aumentam a liberacdo do PTH, que por sua vez, regula a hidroxilagao final da
vitamina D, aumentando a sintese de seu metabdlito fisiologicamente ativo, a 1,25[OH].D (41
Por sua vez, a vitamina D ativa atua em trés tecidos-alvos relevantes para o metabolismo do
calcio. Inicialmente, a vitamina D estimula a desmineralizacdo do tecido 6sseo, promovendo a
liberacdo de célcio e fésforo para o sangue. Além disso, atua nos intestinos, aumentando a
absorcdo do calcio e fésforo ingeridos na dieta, e finalmente, atua no tdbulo renal distal,
ativando a reabsorcao de célcio “.

No sistema cardiovascular, a manuten¢do da homeostase do calcio é importante uma
vez que ele participa do processo de contracdo e relaxamento dos midcitos cardiacos. E, desde
que a 1,25[0H],D é importante fator na regulacdo da homeostase do calcio intracelular no

117)

tecido cardiaco ™7, estudos mostram que a deficiéncia de vitamina D estd associada a

7,92

hipocalcemia e hiperparatireoidismo secundario ™ °?. Assim, desde que tanto o célcio quanto

93, 94 118) que

o PTH podem influenciar diretamente na funcdo cardiaca ®, alguns estudos
utilizam o modelo de dieta deficiente em vitamina D tentam, de alguma forma, manter as
concentracbes de calcio e fosforo dentro dos valores de normalidade. A finalidade é de

prevenir a hipocalcemia e o hiperparatireodismo secundario, e garantir que os efeitos no

sistema cardiovascular sejam decorrentes da deficiéncia de vitamina D.
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Anderson e colaboradores (2007) mostraram que a suplementacéo de 0,4% de calcio na
dieta é suficiente para manter a concentracdo sérica de calcio em ratos mesmo quando a
ingestdo de vitamina D era nula ®. Em estudo piloto realizado em nosso laboratério, por
periodo de 1 més, a dieta utilizada neste estudo mostrou-se eficiente em determinar estado
de deficiéncia de vitamina D, sem altera¢do nos valores das dosagens séricas de calcio e
fésforo. Contudo, apds periodo de 2 e 4 meses de experimento, mesmo com a suplementacdo
de 0,7% de célcio e 0,3% de fésforo, os animais que receberam dieta deficiente em vitamina D
tiveram reducdo na concentracdo sérica de célcio. E importante informar que, mesmo
reduzidos, a concentracdo destes eletrolitos permaneceram dentro da faixa de normalidade
para ratos.

No entanto, mesmo com a reducdo da concentracdo de célcio, as alteracdes
cardiovasculares encontradas no presente estudo ndo foram influenciadas por esse fator. Ao
ajustar as variaveis estudadas pelo calcio, por meio da Andlise de Covariéncia, ndo observamos
a influéncia do calcio. Além disso, camundongos nocauteados para o gene do receptor da
vitamina D e para a enzima 25-hidroxi la-hidroxilase apresentam alteractes cardiacas que

persistem mesmo apés a normalizacio das concentracdes de célcio e fosforo (1% 77 120 121, 122,

123)
Com relacdo aos niveis séricos de fésforo, como previsto em modelo descrito por
Anderson et al., 2007 ¥, e confirmado no estudo piloto, a suplementacdo de 0,3% de fosforo

na dieta foi eficaz em promover a manuten¢do dos niveis de fosforo dentro da faixa de

normalidade.

Pressdo Arterial Sistélica

A hipertensdo arterial € bem caracterizada como fator de risco independente para

(124)

doencas cardiovasculares , € recentes estudos epidemiolégicos e clinicos verificaram

124,125, 126

associacdo entre a hipertensdo arterial e a concentracéo de 25[OH]D ¢ ). Além disso, os
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niveis deste metabdlito sdo inversamente relacionados ao risco de incidéncia de hipertensao

(126,127, 128)

Neste estudo, ndo houve diferenca nas medidas de pressao arterial sistélica entre os
animais que receberam dieta isenta de vitamina D e animais que receberam dieta contendo
vitamina D. Isso mostra que neste modelo experimental, com os tempos de uso da dieta
deficiente utilizados, a deficiéncia de vitamina D ndo esteve associada a hipertensao arterial.
Assim, as alteracBes cardiacas observadas no presente estudo ndo foram decorrentes de

sobrecarga pressorica.

Alteracdes cardiacas

Morfologia e fungdo
A ecocardiografia constitui a técnica diagnostica nao-invasiva que redne as melhores

(129, 130, 131) Focq

qualificacBes para identificar o envolvimento cardiaco em roedores in vivo
metodologia permite identificar e quantificar a hipertrofia ventricular, caracterizar o padrdo
geométrico ventricular, avaliar a funcdo sist6lica e diastdlica ventricular. Assim, é boa
ferramenta para avaliar a remodelacéo cardiaca.

A remodelacdo cardiaca pode ser definida como variagdes moleculares, celulares e
intersticiais cardiacas, que se manifestam clinicamente por alteragdes na arquitetura,

tamanho, massa, geometria e funcdo do coragdo, em resposta a uma determinada injtria ***

133,139 Apesar de 0 processo de remodelacdo ocorrer em situacdes fisioldgicas, como, por
exemplo, o desenvolvimento normal do coragdo até a vida adulta, usualmente esse termo
descreve alteracdes cardiacas patolégicas que ocorrem como conseqiiéncia de diversos

estimulos 39,

Atualmente, prevalece o conceito de que o processo de remodelacdo
ventricular desempenha papel fundamental na fisiopatologia da disfuncdo ventricular. Ao

reagir a determinada injuria, as alteracdes genéticas, estruturais e bioquimicas resultam, em
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longo prazo, na deterioracdo da capacidade funcional do coracdo e no conseqiente
aparecimento dos sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca %1%,

O estudo morfoldgico realizado por meio de ecocardiograma mostrou que animais
deficientes em vitamina D apresentam maior massa do ventriculo esquerdo em rela¢do aos
demais animais. Essa maior massa do VE foi mostrada, também, pela andlise da parede
posterior do VE (EPP) e pela anélise do peso do VE no momento da eutanasia, confirmando,
portanto, a ocorréncia de hipertrofia ventricular esquerda. Houve também aumento do peso
do VD nos animais com deficiéncia de vitamina D, mostrando a ocorréncia de hipertrofia
ventricular direita e esquerda.

Na literatura sdo observados trabalhos experimentais com diversos modelos de
deficiéncia em vitamina D como camundongos nocauteados para o gene do receptor da
vitamina D (VDR) e para a enzima 25-hidroxi la-hidroxilase, ratos mantidos com dieta
deficiente em vitamina D e ratos neonatos nascidos de maes deficientes. Nestes trabalhos foi
observada a presenca de hipertrofia cardiaca "+ 1976 120,121, 138,139,81)

Além da ocorréncia de hipertrofia cardiaca, o ecocardiograma também mostrou que a
deficiéncia de vitamina D esta relacionada ao maior diametro diastélico do VE (DDVE),
diametro sistolico do VE (DSVE), area do atrio direito, e do atrio esquerdo, indicando que a
deficiéncia de vitamina D determina a ocorréncia de aumento das cavidades cardiacas. Assim,
a ocorréncia de hipertrofia, associada ao aumento das cavidades, evidencia o processo de
remodelacdo cardiaca que estd ocorrendo em decorréncia da deficiéncia de vitamina D.

Utilizando como variaveis ecocardiogréaficas o indice de massa e a espessura relativa da
parede do ventriculo esquerdo, é possivel identificar quatro diferentes padrdes de geometria:
normal (indice de massa normal e espessura relativa normal); remodelamento concéntrico
(indice de massa normal e espessura relativa aumentada); hipertrofia concéntrica (indice de

massa aumentado e espessura relativa aumentada); e hipertrofia excéntrica (indice de massa

aumentado e espessura relativa normal). Em relagdo a relevancia dos padrdes de remodelagao

Discussao 86



ventricular, no Jackson Cohort of the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study, o tipo
de hipertrofia foi associado com o tipo de disfuncdo ventricular. Assim, hipertrofia excéntrica
foi associada com disfuncao sistélica, enquanto que hipertrofia concéntrica foi associada com
disfun¢éo diastdlica. Por outro lado, a remodelacdo concéntrica ndo esteve associada com
disfuncdo ventricular 2.

Ao analisarmos a espessura relativa da parede posterior (ERPP), verificamos que apesar
de estar ocorrendo hipertrofia e aumento de cavidades, houve aumento proporcional da EPP e
do DDVE e, portanto, manutencao da geometria cardiaca. E, desde que a relagdo entre a ERPP

10, foi

e a massa do VE permite caracterizar o padrdo geométrico de remodelacéo do VE
possivel caracteriza-lo como sendo do tipo excéntrico, ja que houve aumento da massa do VE,
porém a ERPP permaneceu inalterada.

Em relacdo a andlise da funcdo diastdlica, as variaveis utilizadas foram a velocidade da
onda E e da onda A, relagdo E/A, tempo de relaxamento isovolumétrico e tempo de
relaxamento isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca. A diastole compreende uma
série de eventos que interagem de modo complexo para que haja um enchimento ventricular
adequado. A funcdo diastdlica é determinada pelas propriedades elasticas passivas do VE e
pelo processo de relaxamento ativo. As alteracdes das propriedades elasticas passivas, bem
como aquelas relacionadas ao relaxamento ativo, sdo geralmente causadas pela combinagdo
de aumento da massa do miocérdio e alteracdes da rede de tecido intersticial e colageno **?.

Nao houve alteragdes nas varidveis que avaliam a fun¢éo diastolica no presente estudo.
Este fato pode ter ocorrido devido a alta freqténcia cardiaca do rato, que prejudica a
avaliacdo. Outra justificativa para a auséncia de disfuncdo diastdlica seria a dilatacdo do
ventriculo esquerdo, que poderia levar a maior complacéncia da camara, mudando a forma de
enchimento, ndo permitindo a visualizagéo desta disfungao.

O desempenho sistélico do VE é resultante de complexa interacdo de fatores que podem

influenciar, em diferentes graus, a quantidade de sangue bombeada, sendo
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fundamentalmente: a contratilidade intrinseca do miocardio, as pré e pés-cargas e a
frequiéncia cardiaca **%.
No presente estudo, o valor aumentado do didmetro sistdlico do VE e os valores

diminuidos da fracao de ejecdo e da porcentagem de encurtamento mostram que a deficiéncia

de vitamina D esta relacionada a disfuncéo sistolica.

Fibrose cardiaca

Os midcitos representam apenas 30% do numero total de células miocardicas, sendo
as outras células as musculares lisas dos vasos, as endoteliais e os fibroblastos, entre outras.
Circundando e interligando todas essas estruturas, esta uma complexa e organizada rede de
colageno. As fibras de colageno encontradas no intersticio séo predominantemente dos tipos |
e lll (95% do colageno total), as quais formam a rede fibrilar em volta dos midcitos e das
estruturas vizinhas. As principais funces dessa rede seriam: regular a apoptose, resistir as
deformagdes patoldgicas, manter o alinhamento das estruturas e regular a distensibilidade
cardiaca e a transmissao de forca durante o encurtamento da fibra cardiaca. Portanto, o tecido
colageno é um importante modulador tanto da funcdo cardiaca diastélica como da funcao
sistolica (444149,

As fibras colagenas sdo firmemente justapostas, com fortes ligacbes quimicas e
resistentes a degradacdo causada pela maioria das proteases. Algumas enzimas, entretanto,
tém atividade colagenolitica, entre as quais se destacam as metaloproteinases, responsaveis
pelo remodelamento da matriz extracelular, e pertencentes a familia das enzimas
dependentes de zinco *®,

Essas enzimas encontram-se em formas inativas (pré-enzima latente), podendo ser
ativadas por uma série de estimulos mecanicos, isquémicos, angiotensina Il, fator de necrose

tumoral, interleucina 1, entre outros. A quebra da rede de colageno interfibrilar pode ter

inimeras conseqiiéncias, tanto na arquitetura quanto na fungo ventricular ®*.
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No presente estudo, a deficiéncia de vitamina D esta relacionada ao maior contetido de
colageno da matriz extracelular. O aumento desproporcional da matriz intersticial colagena

1“0 Além disso, o

pode ocasionar disfuncdo diastélica pelo aumento da rigidez miocérdica ¢
crescimento ndo-proporcional da densidade de vasos ocasiona diminuicdo da reserva
coronariana, com potencial deficiéncia de oxigenacao e de nutrientes para o midcito, também
determinando disfuncao ventricular (32132 135.247)

Ja foi mostrado que a ablacdo do sistema de sinalizacdo do receptor de vitamina D (VDR)
resulta em relevantes alteragdes na estrutura cardiaca e que a delecdo do VDR em
camundongos, cria um fendtipo caracterizado por hipertrofia cardiaca e aumento na

148, 149

deposicéo intersticial de colageno ¢ ). Além disso, em modelo utilizando dieta deficiente

em vitamina D, essas alteracdes também sdo observadas ®***,

Alguns estudos que avaliaram a atividade das metaloproteinases 2 e 9 no coragdo de
ratos deficientes em vitamina D e camundongos VDR knockout mostraram que ha aumento da
atividade dessas enzimas *. No entanto, neste estudo nio foram verificadas alteracbes na
ativacdo das metaloproteinases 2 e 9. E possivel que essa ndo concordancia com os dados da
literatura tenha ocorrido devido ao maior tempo de deficiéncia a que os animais deste estudo
foram expostos, uma vez que em outras condi¢bes patoldgicas, como na ocorréncia de fistula
arterio-venosa, as metaloproteinases sdo rapidamente ativadas e permanecem
significativamente elevadas durante aproximadamente cinco dias, retornando as condicBes

basais em quatorze dias **2.

Metabolismo energético cardiaco

O tecido cardiaco é capaz de satisfazer suas necessidades energéticas a partir da
oxidacdo de 4acidos graxos, glicose, lactato e outros substratos oxidaveis. Em situacbes
normais, o coracao utiliza os acidos graxos como principal fonte de energia. Cerca de 60 a 90%

do ATP produzido é proveniente desta fonte e o restante de glicose 2.
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Os acidos graxos sofrem processo de beta-oxidacdo até a formacao de acetil coenzima
A que entrara no ciclo do citrato. Os carboidratos, pelo processo da glicélise, formam lactato,
piruvato e depois acetil coenzima A para o ciclo do citrato. O ciclo do citrato resulta na
formacdo de flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH2) e nicotimamida adenina
dinucleotideo (NADH) que entram em cadeia de transporte de elétrons gerando gradiente
eletroquimico ao longo da membrana mitocondrial, permitindo a sintese de ATP. Este
processo é denominado fosforilagdo oxidativa 5.

A remodelacdo cardiaca patoldgica esta associada a anormalidades no metabolismo

1%5) Em situacdo de estresse cardiaco, os carboidratos passam a ser a principal

energético ¢
fonte de energia, gerando, no entanto, quantidade menor de ATP. Varias enzimas participam
deste processo e suas atividades podem sugerir se uma ou outra via estdo em bom
funcionamento (°%159,

O presente estudo encontrou aumento da atividade da enzima lactato desidrogenase
e reducdo da atividade da B-hidroxiacil coenzima A desidrogenase, mostrando que nos animais
deficientes em vitamina D, a via glicolitica esta mais ativa em relagdo a via de beta oxidacao.
Essa alteracdo do padrdo metabdlico do tecido cardiaco em decorréncia da deficiéncia de

vitamina D é dependente do tempo de uso da dieta, uma vez que essas alteracdes sdo mais

evidentes apds 4 meses de uso da dieta deficiente.

Estresse oxidativo cardiaco

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na indugao de
danos celulares pelos radicais livres é chamado de estresse oxidativo .

O metabolismo aeroébio do oxigénio por oxidacao e reducdo, ocorre a todo 0 momento
no organismo levando a formag¢do de moléculas altamente reativas que incluem os radicais

livres (superdxido, radical hidroxila), que apresentam um ou mais elétrons nédo-pareados.

Outras moléculas como o peroxido de hidrogénio, apesar de ndo serem consideradas radicais
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187,159 Deve haver,

livres, detém grande capacidade de causar toxicidade e dano celular ¢
portanto, equilibrio entre a formacdo de espécies reativas de oxigénio e os sistemas
antioxidantes enziméaticos e ndo-enzimaticos. Os sistemas antioxidantes enziméaticos mais
conhecidos sdo dependentes da a¢do da glutationa peroxidase, catalase e superédxido
dismutase. Estes sistemas enzimaticos, de forma geral, sdo capazes de interceptar as espécies

159 Existem ainda os

reativas ja formadas, neutralizando os compostos oxidantes
antioxidantes ndo-enzimaticos hidrofilicos como proteinas, acido ascorbico, acido Urico,
selénio, manganés, cromo, zinco e lipofilicos como o a-tocoferol. Estes interceptam as espécies
reativas de oxigénio, desativando-as por meio da formacdo de compostos que nao sdo radicais
livres e, portanto, ndo reativos 9.

No presente estudo observamos que os sistemas enzimaticos cardiacos foram afetados
pela deficiéncia de vitamina D, uma vez que houve reducdo na atividade das enzimas

glutationa peroxidase e catalase. Dessa forma, nota-se que a deficiéncia de vitamina D esta

relacionada a maior formacao de radicais livres.

Nrf-2 e estresse oxidativo

Os lipidios da membrana celular sdo particularmente susceptiveis a acdo dos radicais
livres devido a alta concentragédo de acidos graxos poliinsaturados e a associagcdo com sistemas
enzimaticos e ndo-enzimaticos na membrana celular, que sdo capazes de gerar radicais livres
(160) Neste trabalho, observamos que a deficiéncia de vitamina D esta relacionada a maior
peroxidacao lipidica no tecido cardiaco, confirmando o aumento do estresse oxidativo.

Os produtos finais da peroxidacdo lipidica formados durante o estresse oxidativo

1) Tanto o

interagem com residuos de cisteina, histidina, serina e lisina de diversas proteinas
Keap 1 quanto o Nrf-2 contém residuos de serina em seu sitio ativo ®” . Assim, a agdo dos
hidroperdxidos de lipidios pode alterar o sitio de fosforilacdo, promovendo alteracdo

conformacional do Keap 1 e do Nrf-2. Esta modificagdo faz com que o Nrf-2 se libere do Keap 1
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e migre para o nulcleo, onde ira atuar. Assim, em conseqiiéncia do estresse oxidativo foi
observado maior expressdo da proteina Nrf-2 no nucleo dos cardiomidcitos. Este fendmeno
pode ser tentativa das células cardiacas de aumentar o sistema de defesa antioxidante
enzimatico. Uma vez que o Nrf-2 ativa a resposta antioxidante e induz a transcricdo de
diversos genes relacionados ao combate aos efeitos deletérios do estresse oxidativo e a

restauracao da homeostase intracelular.

Influéncia do tempo

A maioria das varidveis estudadas apresentam valores alterados no momento de 2
meses, mostrando que a deficiéncia de vitamina D promove alterac@es cardiacas com o uso da
dieta deficiente por 2 meses, e estas altera¢cdes ndo se intensificam com o decorrer do tempo.
Assim, para a maioria das variaveis, ndo se observa a influéncia do tempo sobre a deficiéncia
de vitamina D, ou seja, o tempo de uso da dieta ndo influencia nas altera¢6es encontradas.

No entanto, a massa do VE no tempo de 4 meses apresentou aumento mais evidente
em relacdo ao tempo de 2 meses, mostrando que o tempo de uso da dieta acentuou as
alteracdes na hipertrofia encontradas. Além disso, esta influéncia do tempo também foi
observada quando analisamos a atividade das enzimas do metabolismo energético cardiaco.

Assim, o0 maior tempo de uso da dieta deficiente em vitamina D acarreta maior

hipertrofia cardiaca e maior alteracdo no metabolismo energético.
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Conclusoes



A deficiéncia de vitamina D esta relacionada a remodelacdo cardiaca do tipo
excéntrica, piora da funcdo sistolica, aumento do contetdo de colageno da matriz extracelular
e alteracdo no metabolismo energético cardiaco.

O estresse oxidativo gerado pela deficiéncia de vitamina D é mecanismo participante
do processo de remodelacao cardiaca.

A maior expressdo da proteina Nrf-2 nuclear pode ser tentativa das células cardiacas
de aumentar o sistema de defesa antioxidante enziméatico nos animais deficientes em vitamina
D.

O maior tempo de uso da dieta deficiente em vitamina D acarreta maior hipertrofia

cardiaca e maior alteragcdo no metabolismo energético.
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