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Resumo

CALLEGARI, M. A. Influéncia do sexo e do tempo sobre a remodelacgéo cardiaca induzida
pela suplementacdo de vitamina D. 2021. 64 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2021.

A deficiéncia de vitamina D (VitD) é considerada problema de satde publica. Por conta disso,
profissionais tém incentivado suplementacdo de VitD. Contudo, VitD possui curva dose-
resposta bifasica na fisiopatologia cardiovascular, sendo que tanto deficiéncias como excessos
podem ser prejudiciais. Estudo conduzido anteriormente por nosso grupo de pesquisa mostrou
que a suplementacdo de doses excessivas ndo hipercalcémicas de VitD por 2 meses em ratos
Wistar machos resultou em processo de agressdo ao coracdo por meio de estresse oxidativo
(EO). O EO pode ativar diferentes vias a depender de sua intensidade e duracdo. Assim, é
necessario definir quais as vias envolvidas no processo, bem como em gque momento ocorrem
0 inicio das alteracdes. Outra importante questdo € se se essas alteracfes também ocorrem no
sexo feminino, visto que o metabolismo da VitD parece ser diferente entre homens e mulheres.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar se a suplementacdo de vitamina D leva a
diferentes alteracGes cardiacas em ratos machos e fémeas e se essas sdo dependentes do tempo.
Para isso, foram utilizados 72 ratos Wistar machos e 72 ratos Wistar fémeas pesando,
aproximadamente, 2509 e 200g, respectivamente. Os animais machos e fémeas foram alocados
para receber racdo padrdo sem e com a suplementacdo de VitD (+10000 Ul/kg de racdo) e
distribuidos em grupos de acordo com o tempo de duracéo da suplementacédo (20, 40 e 60 dias).
Desta maneira, foram formados 12 grupos (n=12). Apos o periodo experimental, os animais
foram eutanasiados e realizada coleta de materiais para analises. A comparagao entre grupos
foi feita por ANOVA de trés vias levando em consideracdo os fatores sexo, suplementacdo e
tempo. Houve diferenca entre os sexos em relacdo ao peso corporal e consumo de racdo que
foram maiores nos animais machos. A avaliacdo bioguimica mostrou que a suplementacao de
VitD promoveu aumento de célcio sérico de forma tempo dependente, mas que nao caracterizou
hipercalcemia. Os animais suplementados com VitD também apresentaram valores maiores de
heme oxigenase-1 e alteragdo no comportamento das proteinas envolvidas na via do NF-kB e
de apoptose celular. Esses dados mostram que a suplementacdo de vitamina D em doses
excessivas leva a alteragcdes bioquimicas e moleculares no coracdo provavelmente por EO de
média intensidade e que o tempo de suplementacéo é fator importante para a observacéo dessas
alteracdes.

Palavras-chave: remodelagéo cardiaca; nutrigdo; rato; NF-kB.



Abstract

CALLEGARI, M. A. Influence of sex and time on cardiac remodeling induced by vitamin
D supplementation. 2021. 64 f. Dissertation (Masters) - Faculty of Medicine of Botucatu, S&o
Paulo State University, Botucatu, 2021.

Vitamin D (VitD) deficiency is considered a public health problem. As a consequence, health
professionals have encouraged the supplementation of VitD. However, VitD has a biphasic
dose-response curve in cardiovascular pathophysiology, and deficiencies and excesses can be
harmful. A previous study conducted by our research group showed that VitD supplementation
in excessive doses for 2 months in male Wistar rats resulted in a process that is aggressive to
the heart through oxidative stress (OS). OS can activate different pathways depending on their
intensity and duration. Thus, it is necessary to define which paths are involved in the process,
as well as when the changes start. Another important question is whether these changes also
occur in females, as the metabolism of VitD appears to be different between both sexes. The
present work aimed to evaluate whether vitamin D supplementation leads to different cardiac
changes in male and female rats and whether these are time-dependent. For this, 72 male Wistar
rats and 72 female Wistar rats weighing approximately 250g and 200g, respectively, were used.
The animals were allocated to receive standard chow without and with VitD supplementation
(+10000 Ul / kg of feed) and distributed into groups according to the duration of
supplementation (20, 40, and 60 days). Therefore, 12 groups were formed (n = 12). After the
experimental period, the animals were euthanized and the material was collected for analysis.
The comparison between groups was made by three-factor ANOVA, taking into account the
factors sex, supplementation, and time. There were differences between the sexes for body
weight and feed intake which were higher in male animals. The biochemical evaluation showed
that VitD supplementation promoted a time-dependent increase in serum calcium, but that it
did not characterize hypercalcemia. In addition, the animals also presented higher values of
heme oxygenase-1 and alteration in the behavior of proteins involved in the NF-kB pathway
and cellular apoptosis. These data show that vitamin D supplementation in excessive doses
leads to biochemical and molecular changes in the heart, probably due to medium OS intensity
and that the supplementation time is an important factor for the observation of these changes.

Keywords: cardiac remodeling; nutrition; mouse; NF-kB.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos grande énfase tem sido dada ao estudo da vitamina D (VitD). Embora
apresente esse nome, a VitD pode ser melhor classificada como pré-horménio, porque possuli
estrutura esterdide lipossoltvel que Ihe permite desempenhar a¢6es enddcrinas, paracrinas e
autocrinas. Além disso, sua obtencdo pode ocorrer por meio de sintese endégena ou ingestao
de alimentos, diferentemente das demais vitaminas, que, por definicdo, s6 podem ser obtidas
por meio da alimentag&o®.

A VitD apresenta duas formas quimicas principais: colecalciferol (Vitamina Ds), obtida
por meio da exposicdo da pele de animais aos raios solares; e ergocalciferol (Vitamina D>),
produzido somente por plantas e leveduras. A sintese cutanea representa a maior fonte de VitD
em individuos saudaveis suprindo, aproximadamente, 80% da necessidade diaria, sendo o
restante obtido pelo consumo de alimentos fontes de origem animal e vegetal. Entre os
principais alimentos fontes de VitD podemos destacar peixes gordurosos (salmao, atum,
sardinha), ovos, cogumelos e alimentos fortificados?.

A producdo do colecalciferol nos animais acontece por meio da desestabilizacdo de
moléculas de 7-dehidrocolestreol (7-DHC) presentes na epiderme por raios ultravioletas
(UVB), produzindo substancia denominada pré-colecalciferol. Em seguida, por meio de
isomerizacdo resultante da acdo da temperatura, a mesma € convertida em colecalciferol.
Porém, o colecalciferol ndo representa a forma ativa da VitD, sendo que, para desempenhar
suas acBes no organismo, € necessario que ocorram processos de ativacdo por meio de
hidroxilagdes por enzimas. Para isso, a VitD é transportada na corrente sanguinea por meio da
proteina transportadora de VitD (D-binding protein - DBP) até o figado, onde é hidroxilada
pela enzima 25-hidroxilase, produzindo o 25-hidroxicolecalciferol (25(OH)D3). A segunda
etapa de ativacdo consiste em nova hidroxilacdo pela enzima 1-alfa-hidroxilase, que € expressa
por ampla gama de tecidos e tipos celulares, como rim, cardiomiécitos e macrofagos, formando
1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH)D3), 0 metabdlito ativo da VitD3*.

Ap0s esse processo de sintese/ingestao e ativacdo, a 1,25(0OH)Ds circula pela corrente
sanguinea também ligada a DBP e atua sobre células alvo por meio do receptor da vitamina D
(VDR). Apos o reconhecimento da VitD pelo VDR, ocorre a ligacdo e internalizacdo do mesmo
para dentro da célula que é reconhecido pelo receptor rexindide (RXR) formando dimero, o que
permite acdes sobre a transcrigdo génica no nucleo celular por meio de acoplamento a elementos

de resposta a vitamina D (vitamin D response element — VDRE)®. A ativacdo do VDRE parece
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regular a expressdo de grande nimero de genes o que coloca a VitD como importante regulador
de diversas agdes bioldgicas®’.

As acdes da VitD podem ser definidas em classicas e ndo classicas. As acdes classicas
dizem respeito ao metabolismo do calcio e fosforo e suas comorbidades, como osteoporose e
osteomalécia®®, sendo essas as primeiras atividades descritas da VitD no organismo. De forma
mais recente, descobriu-se que quase todos os tipos celulares possuem VDR, sendo possiveis
alvos de acOes biologicas da VitD definidas como néo-classicas. Entre as acdes ndo-classicas
de VitD podemos destacar seu papel sobre o sistema imunoldgico atuando na resposta
inflamatdria, multiplicacéo e diferenciagdo celular e na regulacio da funcio cardiaca®.

Ao mesmo tempo em que tais descobertas se mostram animadoras, estudos
epidemioldgicos observaram alta prevaléncia de deficiéncia de VitD na populacdo, sendo
considerada problema de satde publical®. Até pouco tempo pensava-se que a deficiéncia de
VitD estaria concentrada em paises com baixa exposi¢do a raios UVB, mas atualmente sabe-se
que a deficiéncia de VitD também é relacionada a outros fatores de ordem comportamental e
clinica, entre eles 0 aumento da idade, pigmentacdo da pele, obesidade e problemas nos
processos de absorgao e metabolizagio da vitamina'3, A partir dessas constatacdes iniciou-se
intenso debate sobre quais sdo os valores séricos ideais de VitD e o quanto é necessario de
vitamina para atingir tal necessidade.

A recomendacdo diéria de VitD varia conforme a idade, sendo que o Institute of
Medicine (IOM) recomenda 600Ul para adultos saudaveis e 800Ul para pessoas com mais de
70 anos, o que, segundo o IOM, é suficiente para manter os valores séricos de VitD dentro da
concentracdo desejavel de 20 ng/ml**. Porém, essa recomendacio tem sido questionada por
outras entidades tendo em vista que a maioria dos estudos apontam que concentragdes mais
altas de VitD, entre 30-50 ng/ml, parecem oferecer maior beneficio para a saide, sendo
necessarias quantidades maiores de VitD ao dia'®'’. Diante desse cenario de alta prevaléncia
de deficiéncia/insuficiéncia e dos multiplos beneficios da VitD houve aumento da procura por
suplementos desse nutriente, tanto por meio de automedica¢do como também pela prescricao
de profissionais de salde para prevencdo e tratamento de doencas. Porém, ndo é incomum
observarmos prescri¢cOes de doses acima da quantidade de ingestdo maxima toleravel diaria
(UL), atualmente fixada em 4000 Ul/dia'*. Isso se mostra preocupante, pois, embora possua
papel primordial no funcionamento e desenvolvimento cardiaco, a VitD parece possuir dose-

resposta bifasica na fisiopatologia cardiovascular, sendo que, tanto a deficiéncia como doses
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excessivas, podem causar alteragdes cardiovasculares prejudiciais’®®®. Contudo, o0s
mecanismos envolvidos nesses processos ainda ndo sao totalmente estabelecidos.

Nosso laboratorio tem se dedicado ao estudo da influéncia da VitD no processo de
remodelacdo cardiaca. A remodelacéo cardiaca diz respeito a alteracfes no tamanho, geometria,
funcdo e massa do coragdo como resultado de variagdes moleculares, celulares e intersticiais
no tecido cardiaco em resposta a uma determinada agressdo que, ao longo do tempo, podem
culminar em disfuncio cardiaca?®. Em estudo desenvolvido por Santos (2016)?! foi observado
que a suplementacéo excessiva de VitD, porém em doses ndo hipercalcémicas, por 2 meses em
ratos Wistar machos provocou aumento do estresse oxidativo no tecido cardiaco por meio da
diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx-1), bem como aumento de hidroperdxido de lipidio (HL), além de aumento de
mediadores inflamatorios (fator de necrose tumoral-a, interferon-y, interleucina-10 e molécula
de adesdo intercelular-1) e da expressio da proteina pré apoptdtica caspase-3-clivada®t. Em um
segundo momento de avaliacdo aos 4 meses, 0s animais evoluiram com hipertrofia cardiaca e
disfunco diastolica?l. Esses resultados mostram que a suplementagio de doses excessivas de
VitD parece desempenhar processo de agressdo continuo no tecido cardiaco por meio de
estresse oxidativo, acarretando remodelacéo cardiaca. Contudo, ainda restam dividas sobre em
qual momento se iniciam as alteracbes, pois essas podem ter iniciado em periodos mais
precoces, bem como se ha participacdo de outras vias metabdlicas no processo fisiopatoldgico.

O sistema antioxidante celular é finamente regulado e dependente de uma série de
fatores, como duracdo, intensidade e tipo de agente indutor que ativam de forma gradual
diferentes vias antioxidantes®. Por exemplo, em condi¢Oes de estresse oxidativo de baixa
intensidade ocorre a ativacdo do sistema antioxidante Kelch-like ECH-associated Protein 1
(Keap-1)/Fator Nuclear Eritroide (Nrf-2) que atua como fator de transcricdo de enzimas
antioxidantes, como glutationa peroxidase, heme-oxigenase e tiorexodina redutase?. Ja em
situacdes de estresse oxidativo de média intensidade ocorre a ativacdo da via do Fator Nuclear-
kB (NF-kB) que também possui a¢des a nivel nuclear e participa da transcricdo de enzimas
antioxidantes e proteinas inflamatdrias, como ciclooxigenase-2 e citocinas. Quando o estresse
é de alta intensidade o sistema antioxidante é suprimido e ha abertura de canais mitocondriais
e estimulo de proteinas pro-apoptoticas, como caspase-3 e fator indutor de apoptose (AIF)?223,
Levando em consideracao que a agressdo provocada por altas doses de VitD parece ser processo

de agressdo continuo, é possivel que o tempo de suplementacéo seja fator determinante sobre
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quais vias serdo ativadas na remodelacdo cardiaca, em que quanto maior o tempo de
suplementacdo maior o estresse oxidativo.

Outra importante divida € se essas alteracdes também ocorrem no sexo feminino, pois
estudos clinicos ttm mostrado que o metabolismo da VitD parece ser diferente entre 0s sexos.
E descrito que mulheres apresentam menores valores séricos de VitD?*, maiores concentragfes
de DBP? e menor variagdo sazonal das concentragGes desta vitamina em relagio aos homens?®.
Ainda ndo se sabe ao certo o porqué dessa diferenca no metabolismo entre 0s sexos, mas as
principais hipoteses dizem respeito a diferencas hormonais e na quantidade de tecido adiposo.
Em relacdo aos hormonios, enquanto homens apresentam maiores quantidades de hormonios
androgenos, como a testosterona, as mulheres possuem maiores concentracdes de estrégeno e
progesterona. A VitD parece regular positivamente a producdo desses horménios nos dois
sexos, mas tem sido especulado que o estrégeno possa participar da conversao de 25(0OH)D3
em 1,25(0H)D3 permitindo uma resposta amplificada da VitD pelo organismo?’. Quanto ao
tecido adiposo esse serve como reservatdrio de VitD devido ao carater lipossoluvel da vitamina
que pode ser sequestrada pelos adipécitos?. E sabido que a quantidade e distribuicdo dos
depdsitos de gordura sdo diferentes entre os sexos, sendo que mulheres apresentam maior
quantidade de tecido adiposo e com concentracdo na regido subcutdnea enquanto homens
possuem menor quantidade de tecido adiposo com maior concentragdo na regido visceral®.
Essas diferencas no tecido adiposo entre os sexos podem ser decisivas no sequestramento de
VitD e, consequentemente, no desempenho da vitamina no organismo. Sendo assim, é
necessario verificar se as repercussdes causadas pela suplementacdo de doses excessivas de
VitD também ocorrem no sexo feminino e se essa é diferente da apresentada por animais

machos.

2. HIPOTESES

Diante do apresentado, levantamos duas hipoteses de pesquisa:
i) A suplementacdo com dose excessiva ndo hipercalcémica de VitD acarreta em agressao de
baixa, média e alta intensidade ao coracdo com diferentes respostas bioquimicas e moleculares
em diferentes tempos;
i) Animais do sexo feminino suplementadas com dose excessiva nao hipercalcémica de VitD

apresentam respostas bioquimicas e moleculares diferentes de animais do sexo masculino.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € avaliar se a suplementacdo de vitamina D leva a diferentes
alteracdes cardiacas em ratos machos e fémeas e se essas alteracdes sdo dependentes do sexo e

do tempo de suplementacéo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento Experimental

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) (Projeto n® 1296/2019).

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos e 72 ratos Wistar fémeas com peso aproximado
de 250g e 2009, respectivamente. Os animais foram acondicionados no Biotério da Unidade de
Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina — UNESP, Botucatu.

Os animais foram alocados para receber racdo padrdo sem e com a suplementacao de
VitD (10000 Ul/kg de racéo) e distribuidos em grupos de acordo com o tempo de duracao da
suplementacdo (20, 40 e 60 dias) e sexo (machos e fémeas). Aqueles que ndo receberam
suplementacdo foram denominados como controles (C) e os que receberam suplementacdo de
VitD foram denominados como Vitamina D (VD). Desta maneira, foram formados 12 grupos
(n=12): C20M, C20F, C40M, C40F, C60M, C60F, VD20M, VD20F, VD40M, VD40F,
VD60M e VD60OF (onde M = ratos machos; F = ratas fémeas; C = racdo padrdo sem
suplementacéo de vitamina D; VD = racdo padrdo com suplementacdo de vitamina D; 20, 40 e
60 = tempo de duracdo da suplementacdo em dias).

Os animais foram colocados em gaiolas individuais com livre acesso a agua e expostos
a ciclo claro-escuro de 12h, a temperatura ambiente de 22 + 2°C. A ingestdo alimentar foi
monitorada trés vezes por semana, sendo que todos os animais receberam a mesma quantidade
de racdo, e o peso corporal (PC) medido semanalmente. Foi realizado enriquecimento ambiental
utilizando as técnicas de Gozzer et al. (2018)%, que sdo uso de objetos como bolas, canos de
PVC, rolhas, chocalhos e objetos de plastico. Apds o periodo determinado, os animais foram

eutanasiados e realizada coleta de material bioldgico para anélises.
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Figura 1 - Delineamento experimental
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4.2. Preparo das racoes

A racdo utilizada para o grupo controle e para a fabricagdo da ragdo suplementada com
colecalciferol foi a ragdo comercial para ratos a base de cereais da Nuvilab® CR1 Nuvital
Nutrientes S/A, Brazil. A composicao aproximada por kg de racdo foi de 220g de proteina, 40g
de gordura, 100g de mineral, 80g de fibra, e 1800 Ul de VitD. Para o preparo da ragdo
suplementada, primeiramente o colecalciferol (Sigma-Aldrich, MO, USA) foi diluido em 6leo
de milho (10 ml/kg de racéo), e posteriormente adicionado a racdo triturada. Em seguida, a
racdo foi misturada, peletizada e colocada para secar a temperatura ambiente. ApGs processo
de secagem foi armazenada em freezer (-14°C). A racéo para o grupo controle foi preparada da

mesma forma, sendo adicionado apenas o 6leo (10ml/kg ragéo).

4.3. Doses de vitamina D utilizadas

O Institute of Medicine (IOM) realizou uma revisdo para identificar as Dietary
Reference Intakes (DRIs) para VitD em seres humanos. Nas DRIs foi definida que a
necessidade média estimada (EAR) de VitD € de 400 Ul/dia e que o limite superior toleravel
(valor acima do qual podem ocorrer efeitos deletérios - UL) é dez vezes maior (4.000 Ul/dia)®!.
Porém, informacdes sobre as necessidades de VitD em ratos séo limitadas. O National Research
Council (NRC) recomenda a quantidade de 1.000Ul de VitD por kg de racdo para ratos®2.
Entretanto, nédo foi definido concentragdo maxima de tolerancia de ingestao de VitD em ratos.
Com base nisso, as doses de VitD utilizadas em nosso experimento foram definidas a partir do
estudo de Santos (2016)2%, que suplementou valores 10 vezes maiores dos estabelecidos pela

NRC (10.000 Ul/kg de racédo). Neste estudo os ratos do sexo masculino consumiram, em media,
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25¢g de ragdo?l. Assim, sabendo que cada grama de racdo fornece 1,8 Ul de VitD; a racéo
ofereceu 45 Ul e a suplementacao na racdo ofertou 250 Ul/dia, totalizando 295 Ul/dia de VitD.
Contudo, animais do sexo feminino consomem valores menores de racdo diariamente. Na
experiéncia de nossa institui¢do, animais Wistar do sexo feminino consomem em meédia 179 de
racdo ao dia. A diferenga de consumo meédio diério de racdo entre machos e fémeas é de 8g,
entdo a diferenca de consumo diéario de VitD entre os sexos é de 14 Ul. Dessa forma, a
suplementacédo na racdo dos animais do sexo feminino foi de 264,4 Ul/dia (250 Ul + 14 Ul de
VitD). A correcdo da quantidade de VitD teve o intuito de assegurar que ambos 0S grupos
suplementados consumissem a mesma quantidade de VitD (295 Ul).

Shepard & Deluca®® mostraram que ratos suplementados com doses acima de 1.000U1I
de VitD por dia (~40.000Ul/kg de racdo) apresentaram sinais de toxicidade, tais como:
irritabilidade, diarreia, perda de apetite diminuicdo do ganho de peso. Além disso, 0s rins
apresentaram manchas de cor branco-acinzentada, indicativas de calcificagdo. As doses usadas
em nosso estudo ndo atingiram a dose de 1.000Ul/dia considerada toxica por Shepard &
DelLuca (1980)3. Além disso, estudo anterior realizado em nosso laboratrio mostrou que essas
doses de VitD ndo causaram hipercalcemia*. Portanto, as doses usadas no presente estudo sio

consideradas excessivas, porem nédo hipercalcémicas.

4.4. Coleta de material bioldgico

Os animais foram eutanasiados com dose excessiva de tiopental sodico (180 mg/kg) por
via intraperitoneal e posteriormente decapitados. Foram entéo coletados o sangue em tubo sem
heparina, totalizando 3 ml de soro. Posteriormente, o térax dos animais foi aberto e o coracdo
coletado integralmente e dissecado em ventriculos e atrios.

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 20 min a 4°C. O soro obtido foi congelado a
-80°C para dosagem de calcio, fosforo e 25 (OH) Ds.

O coracdo foi dissecado em éatrios (A), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo
(VE) e pesados (dados morfométricos). O VE foi seccionado em anéis, colocado em nitrogénio

liquido e armazenado em freezer a -80°C para analises posteriores.
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4.5. Determinacao sérica de Célcio e Fosforo séricos

A dosagem de célcio foi realizada por método colorimétrico. O calcio foi dosado no
soro por meio da reacdo com arsenazo Ill, em pH neutro, formando um complexo cuja
intensidade da cor é proporcional a quantidade de célcio na amostra (teste kit Laborlab,
Laborlab Produtos para Laboratério, SP, Brasil). A cor obtida foi medida a 600-650 nm em
espectrofotbmetro.

A dosagem de fosforo inorganico foi realizada por método colorimétrico (teste Kit
Laborlab, Laborlab Produtos para Laboratoério, SP, Brasil). O fosfato inorganico presente no
soro reage em meio acido com molibdato e obtém-se o complexo fosfomolibdato, que é
reduzido pelo &cido ascérbico a azul de molibdeno, desenvolvendo-se a cor em meio
arsenito/citrato. O arsenito/citrato combina-se com o excesso de molibdato impedindo sua
reacdo posterior com o fosfato liberado dos estéreis labeis. A cor obtida foi medida entre 620 e
650 nm.

4.6. Atividade de tiorredoxina

A atividade da Trx foi realizada por meio de ensaio de redugdo de insulina®.
Inicialmente, 60 mg do ventriculo esquerdo foi homogeneizado com 500ul de tampédo de
extracdo contendo 20nmol/l de Hepes (ph=7,9), 300 mmol/I NaCl, 100 mmol/lI KCI, 10mmol/Il
de EDTA, 0,01% de Triton (v/v) e 1% de inibidor de protease (v/v) (P2714, Sigma- Aldrich).
As amostras foram homogeneizadas em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic,
Wilmongton USA). A seguir, as amostras foram centrifugadas por 20 min, a 12.000 rpm e a 4°
C. A concentracdo de proteina total foi analisada pelo método de Bradford utilizando curva de
BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrio®®.

Para determinacdo da atividade da Trx, cada amostra, 20 g de proteina total, em um
volume de 5 pl, foi pipetada em duplicata em placa de Elisa de 96 pocos. Todas as amostras
foram incubadas com 1 pl de tampéo de ativagdo (50 mM de HEPES; 1mM EDTA; 1 mg/ml
de BSA; 1,75 mM DTT) a 37°C durante 15 min. Posteriormente, as amostras foram misturadas
com 16,5 pl de solugdo com insulina (660 mM de NADPH; 3 mM de EDTA; 0,3 mM de
insulina). Em seguida, foi pipetado em um conjunto de amostras 2,5 pul de HEPES e no segundo
conjunto de amostras 2,5 pl de TrxR. Todas as amostras foram incubadas a 37°C por 30

minutos. Apds esse periodo, foi adicionada solucdo de guanidina/DTNB e realizada leitura em
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espectrofotdmetro a 412 nm. A atividade TrxR foi quantificada pela diferenga da absorbéancia

entre o pogo contendo Trx e 0 poco controle.

4.7. Determinacéo do malondialdeido (MDA)

Para a quantificacdo do MDA no tecido cardiaco, 100 mg do VE foi homogeneizado
com 1 ml de tampéo salina fosfato (PBS) em 2 séries de 120 segundos em banho de gelo e
posteriormente centrifugadas por 5 min a 10.000 rpm a 4° C. Posteriormente, 250 uL de
sobrenadante foram adicionados a 750 pL de &cido tricloroacético a 10% para precipitacao de
proteinas. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm, durante 5 minutos;
Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburgo, Alemanha) e o sobrenadante retirado. Foi
adicionado acido tiobarbiturico (TBA) na proporcao de 0,67% (1:1) e as amostras foram
aquecidas por 60 minutos a 100°C. O MDA reage com TBA na proporgéo 1:2 (MDA:TBA).
Apos o resfriamento, foi realizada leitura a 535nm no leitor de microplacas Spectra Max 190
(Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, EUA). A concentracio de MDA foi obtida pelo
coeficiente de extingdo molar (1,56 x 105 M-1-cm-1) e a absorcdo das amostras e o resultado

final relatado em nmol/g de proteina®”%,

4.8. Determinacéo da expressao proteica por Western blot

Western blot foi realizado para determinacao da expressao protéica da via antioxidante
Keap-1/Nrf-2 (expressdo do Keap-1, Nrf-2, glutationa peroxidase-1 (GPx-1) e heme oxigenase-
1 (HO-1)) e do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (IxB e subunidade p65 do NF-«kB); para

avaliacdo das vias de apoptose (expressdo da BAX, Bcl-2 e do AlF).

a) Extracdo e fracionamento subcelular.

Amostras do VE foram homogeneizados com tampdo A contendo 20 mM HEPES-
KOH, pH 7,5, 10 mM de KCI, 1,5 mM MgClz, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 10 mM de
benzamidina, 1 mM de ditiotreitol, 250 mM de sacarose, aléem de protease e inibidores de
fosfatase, em aparelho Polytron (Ika Ultra TurraxTM T25 Basic, Wilmongton USA) e
posteriormente fracionadas por centrifugacdo diferencial. Resumidamente, o homogenato foi

centrifugado duas vezes a 500 g durante 5 min a 4°C, e o pellet (considerada a fragdo nuclear)
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foi ressuspendido em tampdo A, sonicado 2 vezes de 10s, e armazenado a -80°C. O
sobrenadante foi novamente centrifugado, a 10.000 g por 30 min a 4°C. O pellet (considerado
a fracdo mitocondrial) foi ressuspendido em tampdo A, sonicado, e armazenada a -80°C. O
sobrenadante sera novamente centrifugado a 100.000 g durante 1 h a 4°C. O sobrenadante
resultante sera considerado a fracéo citoplasmatica e armazenada a -80°C *°. A concentragéo de
proteina total foi analisada pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrio®.

b) Eletroforese em gel

Apds a quantificacdo da concentracdo de proteina, as amostras foram diluidas em
tampdo Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul debromofenol 0,02% e
[-mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 min. Posteriormente, as amostras
(contendo 50 pg de proteina total) foram separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-
Protean 3 ElectrophoresisCell (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 resolugéo (Tris - HCL 240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS
e Temed) a 4°C.

A concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragdo do gel de
resolucdo variou de 10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina determinada. No
primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained
Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos pogos seguintes os grupos foram pipetados de
maneira alternada. A corrida eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e 2 horas a 120 V
(Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25M,
glicina 192 mM e SDS 1%).
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c) Transferéncia e Bloqueio

Ap0s a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em
sistema Mini - TransBlot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando-se tampéao de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligacdo
do anticorpo priméario a membrana foram blogueados mediante incubacdo com solucdo de 5%
de leite em po desnatado, dissolvido em solucdo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e

detergente Tween 20) por 120 min a temperatura ambiente sob constante agitacao.

d) Incubacdo com os Anticorpos primario e secundario

Apbs o bloqueio, as membranas foram incubadas com o0s anticorpos primarios
especificos para cada proteina analisada, diluidos em solugdo basal. As membranas
permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante agitagdo. Apds a
incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas em solucéo basal pH 8,0 e
incubadas com os anticorpos secundarios especificos, diluidos também em solucdo basal. As
membranas permaneceram incubadas por 90 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo
constante. Posteriormente a membrana foi lavada em solucdo basal pH 8,0 e a imunodeteccao
realizada por meio do método de quimioluminescéncia utilizando o Kit Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, USA. As imagens foram fotografadas no
analisador de imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA). A
expressdo de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela expressdo da proteina
constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). A anélise das imagens
foi realizada no programa de analise de imagens Image Pro—plus (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA).

Os anticorpos primarios utilizados foram: Keapl, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe, sc 515432); Nrf-2, rabbit polyclonal 1gG (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe, sc 722); Heme Oxygenase 1, mouse monoclonal 1gG1 (Abcam,
Cambridge, MA, USA, 13248); Glutathione Peroxidase 1, mouse monoclonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe, sc 133160); p-IkB-o, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe, sc 101713); IkB total, mouse monoclonal IgG1l (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe, sc 1643); Ser 536 p-p65 NF-kB, rabbit polyclonal 1gG (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe, sc 33020); NF-xB total, rabbit polyclonal 1gG (Santa Cruz
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Biotechnology, Inc, Europe, sc 7151); Bax, mouse monoclonal IgG (Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA, 6A7); Bcl-2, rabbit monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
492); AIF mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 13116);
GAPDH, mouse monoclonal 1gG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 32233).

Os Anticorpos secundarios utilizados foram: Goat anti-mouselgG-HRP (Santa Cruz
Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005); Goat anti-rabbitlgG-HRP (Santa Cruz
Biotechnology,Inc, Europe, sc 2004).

4.9. Analise estatistica

Os valores obtidos sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os resultados de cada
variavel foram submetidos a verificacdo da normalidade e de igualdade de variancia. No caso
de a variavel ndo ter passado a normalidade ou a igualdade de variancia, estas foram submetidas
a melhor transformagdo matematica. Como nosso estudo leva em consideragdo a influéncia de
trés fatores (suplementacéo, sexo e tempo) e de suas interacdes sobre os parametros avaliados,

optou-se pela utilizacdo de Anova de 3 vias.

O teste Anova de trés vias avaliou os efeitos de cada fator sobre as variaveis estudadas,
independentemente do efeito do outro fator, bem como a interacdo de cada dois fatores
(suplementacdo x sexo; suplementacdo x tempo e sexo X tempo) e a interacdo entre os trés
fatores (suplementacéo, sexo e tempo). Quando ocorre interagdo significativa entre os fatores
(p<0,05), torna-se importante identificar os grupos que apresentam diferenca entre si. Para
tanto, utilizou-se o teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. No caso de interacdo entre
os fatores, os dados foram representados em graficos de barra tridimensionais, de modo a
permitir a visualizacdo dos seis grupos (quando a interacdo de cada dois fatores) e dos doze
grupos (quando a interacdo for dos trés fatores), em que cores diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos. Ja em caso de diferenca significativa levando em consideracéo
apenas o fator suplementacdo os dados foram apresentados em graficos de barras

bidimensional.
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5. RESULTADOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar se a suplementacédo de vitamina D em
doses excessivas leva a diferentes alteracdes cardiacas em ratos machos e fémeas e se essas sdo
dependentes do tempo. Sendo assim, as comparag0es relacionadas somente ao sexo dos animais
e tempo ndo respondem ao objetivo do trabalho, visto que essas dizem respeito a diferencas
fisioldgicas e estruturais entre os animais. Assim, sera dada énfase aos dados relacionados a
influéncia da suplementacéo de VitD e de suas interacbes com os demais fatores. Quando 0s
fatores sexo e tempo forem determinantes para o entendimento da influéncia da suplementacgéo

de VitD sobre as variaveis, esses serdo descritos e posteriormente discutidos.

5.1. Peso corporal dos animais, consumo diério de racéo, célcio sérico e fosforo sérico

Os dados de peso corporal final, consumo diario de racao, célcio sérico e fosforo sérico
séo apresentados na Tabela 1. Houve interagéo entre os fatores sexo e tempo para peso corporal
final (p<0,001). Quanto a relagéo do tempo, observou-se que o peso corporal final de ambos os
sexos aumentou com o passar do tempo, sendo que entre os machos o peso corporal diferiu em
todos 0s tempos, ao passo que entre as fémeas ndo houve diferenca nos tempos 40 e 60 dias
(Figura 2). Em relacdo as diferencas dos sexos, 0s animais machos apresentaram valores de
peso superiores em relagéo a animais fémeas em todos os tempos (Figura 3).

Foi observada diferenca entre os sexos em relacdo ao consumo de racdo (Tabela 1). Esse
resultado era previsto, pois, fisiologicamente, animais fémeas consomem menos alimento em
relagdo aos animais machos. Os resultados mostram que 0s machos consumiram,
aproximadamente, 259 de racdo e as fémeas 17g (Figura 4). Esses achados se mostram
importantes, pois o0s ajustes das doses de suplementacdo de VitD na racdo foram realizadas
tendo como base as mesmas médias de consumo.

Em relacdo a analise bioquimica, nossos dados mostram interacdo entre os fatores
suplementacéo e tempo para a variavel calcio sérico (Tabela 1). Primeiramente, observa-se que
os animais VD no tempo 20 dias exibiram valores maiores de célcio sérico em relacdo aos
animais suplementados nos demais tempos, ndo sendo esse padréo observado entre os controles
(Figura 5). Além disso, animais VD no tempo 20 dias apresentam valores maiores de calcio
sérico em relacdo aos animais do grupo controle do respectivo tempo (Figura 6). Dessa maneira,

a suplementacdo de VitD alterou o comportamento do célcio sérico, ocorrendo aumento no
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periodo inicial da suplementacdo (20 dias) e posterior queda e estabilizagdo para valores
similares ao do grupo controle nos outros tempos (40 e 60 dias). Esse comportamento ndo se
repetiu na avaliacdo de fosforo sérico, sendo observada apenas diferenca nos valores exibidos

entre 0s sexos, portanto, apenas diferenca fisioldgica (p<0,001).
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Tabela 1. Peso corporal dos animais, consumo diério de racéo e parametros bioquimicos.

Variavel Peso final (g) Consumo de Célcio sérico Fosforo sérico
racdo (g/dia) (mg/dl) (mg/dl)

C20M 320+20 25,1+0,9 11,1+0,5 7,76+0,67

C40M 398+21 26,0+2,2 10,9+0,6 7,28+1,18

C60M 420£23 25,7+1,2 11,0+0,5 7,32+0,65

VD20M 327423 25,3+1,3 11,5+1,0 7,70+0,76

VD40M 393+25 25,7+2,2 11,3+0,4 7,07+0,61

VD60M 424+34 25,7+1,5 10,9+0,4 7,31+0,68

C20F 235£13 16,7+1,1 10,8+0,8 6,28+0,78

C40F 259116 17,1+1,1 10,7+1,0 6,58+1,17

C60F 265+14 17,7+1,0 11,1+0,4 6,22+0,71

VD20F 237£15 16,9+1,2 11,4+0,8 5,97+0,79

VD40F 254+11 17,3+0,9 10,6+0,5 6,10+1,23

VD60F 266114 17,1+1,6 10,8+0,3 6,21+0,78

P (sexo) <0,001 <0,001 0,097 <0,001

P (suplementacé&o) 0,813 0,824 0,137 0,242

P (tempo) <0,001 0,081 0,026 0,579

P (sexo x 0,598 0,985 0,409 0,557

suplementacéo)

P (sexo x tempo) <0,001* 0,799 0,255 0,121

P (suplementagéo 0,470 0,664 0,045& 0,663

X tempo)

P (sexo x 0,964 0,619 0,617 0,917

suplementagéo x

tempo)

Dados expressos em média * desvio padrdo, n: nimeros de animais em cada grupo. C20M: grupo controle animais
machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 60 dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 20 dias;
VD40M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais
machos com suplementagdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de
colecalciferol por 40 dias; C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacéo de colecalciferol por 60 dias;
VD20F: grupo de animais fémeas com suplementacéo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais
fémeas com suplementagdo de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacéo
de colecalciferol por 60 dias. * Machos > Fémeas nos tempos 20, 40 e 60 dias; Machos 20 dias < Machos 40 dias
< Machos 60 dias; Fémeas 20 dias < Fémeas 40 dias = Fémeas 60 dias.& C20 < VD20; VD20 > VD40 = VD60;
C20 = C40 = C60.
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Figura 2. Influéncia do sexo sobre peso corporal final (g). Comparacéo de animais machos
e fémeas nos diferentes tempos.
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Tonalidades de cores diferentes indicam diferenga significativa dentro dos tempos em cada sexo. Valores
expressos em média.

Figura 3. Influéncia do sexo sobre peso corporal final (g). Comparacéo entre animais
machos e fémeas nos diferentes tempos.
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Cores diferentes indicam diferenca significativa entre os sexos em cada tempo. Valores expressos em média.



Figura 4. Influéncia do sexo sobre consumo de racéo (g/dia). Comparacao de animais
machos e fémeas.
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Cores diferentes indicam diferenca significativa entre os sexos. Valores expressos em média.

Figura 5. Influéncia da suplementacao de vitamina D sobre calcio sérico nos diferentes

tempos. Comparacao de animais suplementados com vitamina D e animais controle nos
diferentes tempos.
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Tonalidades de cores diferentes indicam diferenca significativa dentro dos tempos no grupo Vitamina D. Valores
expressos em média.
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Figura 6. Influéncia da suplementacéo de vitamina D sobre calcio sérico nos diferentes
tempos. Comparacao entre animais suplementados com vitamina D e animais controle em
cada tempo.
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Cores diferentes indicam diferenca significativa entre grupos Controle e Vitamina D no tempo 20 dias. Valores
expressos em média.
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5.2. Estudo morfométrico do coracéo

N&o foram observadas alteracbes nas varidveis morfométricas do coracdo apds a
suplementacdo de VitD (Tabela 2). As diferencas observadas dizem respeito a influéncia
exercida pelo sexo e tempo. Dessa maneira, as alteracdes observadas sédo apenas de ordem

anatdbmica e de desenvolvimento dos animais.



Tabela 2. VVaridveis morfométricas do coracao
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Variavel VE (9) VE/PC VD (Q) VD/PC A(g) A/PC
(9/kg) (9/kg) (9/kg)
C20M (n=12) 0,72+0,04 | 2,25+0,17 | 0,20+0,02 | 0,63+0,02 | 0,05+0,01 | 0,16+0,03
C40M (n=12) 0,85+0,07 | 2,13+0,11 | 0,23+£0,02 | 0,59+0,06 | 0,08+0,04 | 0,12+0,02
C60M (n=12) 0,85+0,08 | 2,03+0,2 | 0,21+0,03 | 0,50+0,07 | 0,05+0,01 | 0,11+0,02
VD20M(n=12) | 0,72+0,06 | 2,21+0,15 | 0,21+0,03 | 0,64+0,09 | 0,05+0,01 | 0,14+0,02
VD40M (n=12) | 0,80+0,07 | 2,04+0,13 | 0,23+0,04 | 0,59+0,10 | 0,05+0,02 | 0,13+0,03
VD60M (n=12) | 0,86+0,07 | 2,04+0,19 | 0,21+0,02 | 0,49+0,07 | 0,05+0,01 | 0,11+0,03
C20F (n=12) 0,54+0,04 | 2,31+0,11 | 0,14+0,02 | 0,60+0,08 | 0,03+0,01 | 0,14+0,01
C40F (n=12) 0,59+0,05 | 2,26+0,12 | 0,14+0,02 | 0,55+0,09 | 0,03+0,01 | 0,12+0,02
C60F (n=12) 0,60+0,03 | 2,27+0,09 | 0,15+0,01 | 0,57+0,04 | 0,03+0,01 | 0,10£0,02
VD20F (n=12) 0,54+0,05 | 2,28+0,16 | 0,13+£0,02 | 0,55+0,07 | 0,04+0,01 | 0,15+0,04
VD40F (n=12) 0,57+0,03 | 2,24+0,14 | 0,14+0,02 | 0,56+0,08 | 0,03+0,01 | 0,13+0,03
VD60F (n=12) 0,61+0,06 | 2,30+0,19 | 0,15+0,01 | 0,56+0,04 | 0,03+0,01 | 0,12+0,03
P (sexo) <0,001 <0,001 <0,001 0,505 <0,001 0,952
P 0,477 0,350 0,621 0,521 0,485 0,457
(suplementac&o)
P (tempo) <0,001 0,001 0,003 <0,001 0,030 <0,001
P (sexo x 0,780 0,542 0,644 0,596 0,158 0,103
suplementacéo)
P (sexo x 0,003 0,013 0,006 <0,001 0,218 0,998
tempo)
P 0,199 0,514 0,954 0,689 0,838 0,566
(suplementacéo
X tempo)
P (sexo x 0,755 0,897 0,639 0,651 0,763 0,618
suplementacéo
X tempo)

Dados expressos em média * desvio padrédo, n: nimeros de animais em cada grupo. C20M: grupo controle animais
machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 60 dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias;
VD40M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais
machos com suplementagdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de
colecalciferol por 40 dias; C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacéo de colecalciferol por 60 dias;
VD20F: grupo de animais fémeas com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais
fémeas com suplementacgéo de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacéo
de colecalciferol por 60 dias; VE: peso do ventriculo esquerdo; PC: peso corporal; VD: peso do ventriculo direito;

A: peso dos atrios.
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5.3. Determinacdo do malondialdeido (MDA)

A Tabela 8 mostra os valores obtidos na avaliacdo do malondialdeido (MDA) que se
constitui em importante marcador de estresse oxidativo. Foi observada diferenca entre os sexos,
mas esses ndo foram dependentes da suplementacdo de VitD e do tempo, sendo apenas

diferenca fisioldgica entre os animais.



Tabela 3. Determinacdo do malondialdeido (MDA)

Variavel MDA (nmol/mg de proteina)
C20M (n=10) 3,54+1,08
C40M (n=11) 3,41+0,57
C60M (n=11) 3,60+0,27
VD20M (n=12) 3,29+0,66
VD40M (n=11) 3,20+0,40
VD60M (n=11) 3,44+1,02
C20F (n=10) 3,50+0,89
C40F (n=9) 3,31+0,35
C60F (n=11) 4,14+0,69
VD20F (n=9) 3,91+1,03
VD40F (n=12) 3,64+0,76
VD60F (n=9) 3,83+1,05
P (sexo) 0,027
P (suplementacéo) 0,829
P (tempo) 0,098
P (sexo x suplementacéo) 0,210
P (sexo x tempo) 0,691
P (suplementagéo x tempo) 0,582
P (sexo x suplementagao x tempo) 0,443
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Dados expressos em média + desvio padréo, n: nimeros de animais em cada grupo. C20M: grupo controle animais
machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 60 dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementa¢do de colecalciferol por 20 dias;
VD40M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais
machos com suplementagdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de
colecalciferol por 40 dias; C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de colecalciferol por 60 dias;
VD20F: grupo de animais fémeas com suplementacéo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais
fémeas com suplementacgéo de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacéo

de colecalciferol por 60 dias;
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5.4. Determinacao da atividade da tiorredoxina (Trx)

A Tabela 7 apresenta os dados da determinacdo da atividade da tiorredoxina (Trx).
Houve interacédo dos fatores suplementacéo e tempo (p=0,007). Os animais do grupo controle
mostraram menor atividade de Trx no tempo 40 dias (Figura 7). J& os animais do grupo VD
exibiram comportamento distinto no tempo sem apresentar diferenca na atividade de Trx
(Figura 7). Com isso, foi observada diferenca significativa entre o controle e 0 grupo

suplementado no tempo 40 dias que denota maior atividade de Trx no grupo VD (Figura 8).
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Tabela 4. Determinacdo da atividade da tiorredoxina (Trx).

Variavel Trx (%)
C20M (n=8) 620,10
C40M (n=7) 470,17
C60M (n=8) 76+0,15
VD20M (n=8) 63+0,06
VD40M (n=8) 65+0,09
VD60M (n=7) 670,06
C20F (n=18) 56+0,22
C40F (n=18) 53+0,10
C60F (n=8) 55+0,05
VD20F (n=7) 60+0,08
VD40F (n=8) 62+0,14
VD60F (n=8) 54+0,10
P (sexo) 0,005
P (suplementacé&o) 0,233
P (tempo) 0,108
P (sexo x suplementacéo) 0,832
P (sexo x tempo) 0,006
P (suplementagéo x tempo) 0,007*
P (sexo x suplementagao x tempo) 0,364

Dados expressos em média + desvio padréo, n: nimeros de animais em cada grupo. C20M: grupo controle animais
machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 60 dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias;
VD40M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais
machos com suplementagdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de
colecalciferol por 40 dias; C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de colecalciferol por 60 dias;
VD20F: grupo de animais fémeas com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais
fémeas com suplementagdo de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacdo
de colecalciferol por 60 dias. * C40 > C20 = C60; C40 < VD40; VD20 = VD40 = VD60
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Figura 7. Influéncia da suplementacéo de vitamina D sobre atividade da tiorredoxina nos

diferentes tempos. Comparacédo de animais suplementados com vitamina D e animais
controle nos diferentes tempos.

60 dias

Witamina D 20 dias

Controle

Tonalidades de cores diferentes indicam diferenca significativa dentro dos tempos nos grupos Controle e
Vitamina D. Valores expressos em média.

Figura 8. Influéncia da suplementacdo de vitamina D sobre atividade da tiorredoxina nos

diferentes tempos. Comparagao entre animais suplementados com vitamina D e animais
controle nos diferentes tempos.

Trx (%)

60 dias

Vitamina D

Controle

Cores diferentes indicam diferenca significativa entre Controle e Vitamina D no tempo 40 dias. Valores
expressos em média.
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5.5. Analise de expressao das proteinas da via HO-1, GPx-1 e Keap-1/Nrf-2

A Tabela 5 apresenta dados da andlise de proteinas envolvidas nas vias antioxidantes.
A suplementacdo de VitD alterou de forma significativa o comportamento de HO-1, ocorrendo
aumento de sua expressdo no grupo suplementado (p = 0,015) (Tabela 5 e Figura 9). Também
foi observada interacdo entre os fatores sexo e suplementacdo na variavel GPx-1 (p=0,032).
Contudo, o teste de comparacdes multiplas de Holm-Sidak néo foi capaz de mostrar diferenca
significativa de GPx-1 entre 0s sexos e nos grupos controle e VD. Dessa forma, animais machos
e fémeas possuem tendéncia de alteracdo de GPx-1 com a suplementacdo de VitD, com
aumento nos animais machos e diminuic¢do nas fémeas (Tabela 5). As proteinas do complexo
Keap-1/Nrf-2 ndo foram influenciadas pela suplementacdo de VitD sendo apenas diferencas

fisioldgicas referentes ao sexo e tempo de avaliagdo dos animais (Tabela 5).



Tabela 5. Expresséo das proteinas antioxidantes HO-1, GPx-1, Keap-1 e Nrf-2
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Variavel HO-1 (unidade GPx-1 Keap-1 (unidade Nrf-2 (unidade
arbitréaria) (unidade arbitraria) arbitraria)

C20M (n=8) 0,46+0,25 2,5240,29 1,91+0,44 0,684+0,18

C40M (n=8) 0,30+0,10 2,66+0,21 2,03+0,75 0,511+0,20

C60M (n=8) 0,55+0,22 2,58+0,25 1,80+0,18 0,550+0,22

VD20M (n=9) 0,57+0,20 2,77+0,69 2,02+0,55 0,823+0,27

VD40M (n=8) 0,45+0,30 2,84+0,26 1,92+0,55 0,511+0,32

VD60M (n=9) 0,60+0,40 2,67+0,29 1,67+0,48 0,554+0,20

C20F (n=8) 0,51+0,34 2,51+0,39 2,54+0,68 0,529+0,16

C40F (n=8) 0,77+0,31 2,82+0,71 2,81+0,57 0,670£0,25

C60F (n=8) 1,01+0,18 2,92+0,36 2,51+0,81 0,616+0,29

VD20F (n=8) 0,64+0,21 2,27+0,29 2,26+0,38 0,440+0,26

VD40F (n=8) 0,76+0,23 2,46+0,57 2,77+0,75 0,614+0,20

VD60F (n=9) 1,47+0,54 2,85+0,63 2,37+0,67 0,689+0,39

P (sexo) <0,001 0,685 <0,001 0,442

P (suplementagéo) 0,015* 0,787 0,415 0,449

P (tempo) <0,001 0,093 0,118 0,958

P (sexo x 0,443 0,032% 0,639 0,227

suplementacéo)

P (sexo x tempo) <0,001 0,061 0,405 0,011

P (suplementacéo x 0,448 0,890 0,971 0,972

tempo)

P (sexo x 0,156 0,658 0,692 0,414

suplementacéo x

tempo)

Dados expressos em média + desvio padréo, n: nimeros de animais em cada grupo. C20M: grupo controle animais
machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 60 dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 20 dias;
VD40M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais
machos com suplementagdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de
colecalciferol por 40 dias; C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacéo de colecalciferol por 60 dias;
VD20F: grupo de animais fémeas com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais
fémeas com suplementagdo de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacdo
de colecalciferol por 60 dias; * Controle < VitD; 4VitD machos > Controle machos; VitD fémeas < Controle
fémeas.
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Figura 9. Influéncia da suplementacdo de vitamina D sobre HO-1. Comparacdo de
animais suplementados com vitamina D e animais controle.

08

0 4

L

00 -

Vitarnina O

Cores diferentes indicam diferenca significativa entre grupos Controle e Vitamina D. Valores expressos em
média.
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5.5. Analise de expressao das proteinas da via do Fator Nuclear Kappa B

A Tabela 4 apresenta os dados da analise de expressdo de proteinas da via do Fator
Nuclear Kappa B (NF-kB). A suplementacdo de VitD influenciou o comportamento das
proteinas NF-kB total e 1xB total. Em relacdo ao NF-xB total, houve interacdo entre os fatores
suplementacéo e tempo (p<0,001). Enquanto os animais do grupo controle mostraram aumento
gradual de NF-xB total nos diferentes tempos, o grupo suplementado exibiu aumento da
proteina no tempo 20 dias, seguida de queda aos 40 dias e novo aumento no tempo 60 dias
(Figura 10). O comportamento distinto do NF-«xB total pela suplementacao de VitD refletiu em
diferencas significativas entre os grupos controle e VitD nos tempos 20 e 40 dias, com valores
maiores e menores nos animais suplementados, respectivamente (Figura 11). Em relacdo a
fracdo fosforilada do NF-kB (p-NF-«B), também foi observada interagdo entre os fatores
suplementacéo e tempo (p = 0,033). Embora ndo tenham sido observadas diferencas temporais
de p-NF-kB nos grupos controle e suplementacdo (Figura 12), os animais VitD aos 20 dias
apresentaram menos p-NF-kB em comparagéo ao controle (Figura 13). A analise da razdo entre
as fracBes fosforilada e total do NF-xkB também mostrou interacdo suplementacdo e tempo
(p<0,001). Os animais controle do tempo 20 dias apresentaram valores maiores da razéo p-NF-
kB/NF-xB em comparagéo aos demais tempos enquanto animais VitD exibiram aumento da
razdo no tempo 40 dias. Na comparacdo entre grupos controle e VitD houve diferenca
significativa nos tempos 20 e 40 dias com valores menores e maiores, respectivamente, nos
animais VitD (Figuras 14 e 15).

Também participante da via do NF-kB, os dados da anélise de expressdo da Proteina
Inibidora do kB (IxB) sdo apresentados na Tabela 7. A proteina IxB total também exibiu
interacdo entre os fatores suplementagéo e tempo. Em relagdo ao tempo, o grupo suplementado
com VitD mostrou aumento gradual de IxB total ao longo do tempo em oposi¢do ao grupo
controle que ndo mostrou diferenca entre os tempos 40 e 60 dias (Figura 16). Nas comparacdes
entre grupos controle e VD houve diferenca significativa no tempo 40 dias, sendo o valor de
IxB total menor nos animais VD (Figura 17). A fracdo fosforilada do 1kB (p- 1xB) ndo exibiu
alteracdo com a suplementacgéo de VitD. Quando realizada a razéo entre fracdes fosforilada e
total (p- I1xB/ 1xB total) foi observado que os animais suplementados tiveram valores maiores

em relagéo aos controles (Figura 18).



Tabela 6. Expressao proteica da via antioxidante do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB)
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NF-kB total NF-kB-p Razéo p-NF-xB /
Variavel (unidade (unidade NF-kB total

arbitraria) arbitraria) (unidade

arbitraria)

C20M (n=8) 0,49+0,27 0,53+0,25 1,10+0,68
C40M (n=8) 0,87+0,29 0,39+0,23 0,59+0,57
C60M (n=8) 1,00+0,30 0,38+0,16 0,44+0,29
VD20M (n=9) 0,83+0,25 0,28+0,09 0,37+0,17
VD40M (n=8) 0,54+0,30 0,47+0,16 1,06+0,56
VD60M (n=9) 0,84+0,37 0,39+0,10 0,58+0,35
C20F (n=8) 1,00+0,34 0,76+0,22 0,94+0,74
C40F (n=8) 1,72+0,34 0,54+0,17 0,33+0,14
C60F (n=8) 1,29+0,23 0,99+0,57 0,74+0,42
VD20F (n=8) 1,43+0,42 0,54+0,18 0,42+0,21
VD40F (n=8) 1,05+0,16 0,52+0,15 0,50+0,16
VD60F (n=9) 1,76+0,51 0,79+0,33 0,49+0,27
P (sexo) <0,001 <0,001 0,098
P (suplementacéo) 0,589 0,098 0,121
P (tempo) 0,002 0,361 0,288
P (sexo x 0,565 0,748 0,505
suplementacéo)
P (sexo x tempo) 0,446 0,038 0,053
P (suplementacéo <0,001* 0,033% <0,001
X tempo)
P (sexo x 0,079 0,522 0,105
suplementagéao x
tempo)

Dados expressos em média + desvio padrdo, n: nimeros de animais em cada grupo. C: animais sem suplementagao
de colecalciferol. VitD: animais suplementados com colecalciferol. C20M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem suplementagdo de
colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 60
dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; VD40M: grupo de
animais machos com suplementagdo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais machos com
suplementacdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem suplementagdo de
colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementagdo de colecalciferol por 40 dias;
C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de colecalciferol por 60 dias; VD20F: grupo de animais
fémeas com suplementacgdo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais fémeas com suplementacéo
de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacgéo de colecalciferol por 60 dias;
* C20 < VD20; C40 > VD40; C20 < C40 < C60; VD 20 = VD 60 > VD 40; 4VD20 < C20 ® C40 > VDA40; C20
< C40 = C60; VD20 < VD40 < VD60.
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Tabela 7. Expressao proteica das proteinas de inibicdo B (IxB)

kB total IkB-p Razéo 1kB-p/
Variavel (unidade (unidade IxB total
arbitraria) arbitraria) (unidade
arbitraria)
C20M (n=8) 0,27+0,11 0,67+0,19 2,40+0,85
C40M (n=8) 0,56+0,13 0,84+053 1,53+0,96
C60M (n=8) 0,99+0,05 0,84%0,17 0,85+0,17
VD20M (n=9) 0,35+0,17 1,09+0,51 3,4411,24
VD40M (n=8) 0,34+0,11 0,72+0,36 2,19+1,18
VD60M (n=9) 0,67+0,11 0,79+0,07 1,2240,24
C20F (n=8) 0,26+0,09 0,86+0,56 3,10+1,26
C40F (n=8) 1,02+0,38 1,20£0,34 1,58+0,93
C60F (n=8) 0,54+0,18 1,1610,44 2,36+1,03
VD20F (n=8) 0,21+0,04 0,90+0,41 4,22+1,77
VD40F (n=8) 0,39+0,05 0,97+0,32 2,55+0,89
VD60F (n=9) 0,55+0,36 0,96+0,22 2,18+0,46
P (sexo) 0,124 0,027 <0,001
P (suplementacéo) <0,001 0,960 <0,001
P (tempo) <0,001 0,448 <0,001
P (sexo x 0,361 0,336 0,612
suplementacéo)
P (sexo x tempo) <0,001 0,136 0,009
P (suplementacéo <0,001°® 0,083 0,379
X tempo)
P (sexo x 0,071 0,903 0,434
suplementagao x
tempo)

Dados expressos em média * desvio padrdo, n: nimeros de animais em cada grupo. C: animais sem suplementacéo
de colecalciferol. VitD: animais suplementados com colecalciferol. C20M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 60
dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; VD40M: grupo de
animais machos com suplementagdo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais machos com
suplementacdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de
colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementac&o de colecalciferol por 40 dias;
C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacéo de colecalciferol por 60 dias; VD20F: grupo de animais
fémeas com suplementagdo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais fémeas com suplementacéo
de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementagéo de colecalciferol por 60 dias;
* C20 < VD20; C40 > VD40; C20 < C40 < C60; VD 20 = VD 60 > VD 40; VD20 < C20 * C40 > VD40; C20
< C40 = C60; VD20 < VD40 < VD60.
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Figura 10. Influéncia da suplementacdo de vitamina D sobre NF-xB total nos diferentes
tempos. Comparagéo de animais suplementados com vitamina D e animais controle nos
diferentes tempos.

Tonalidades de cores diferentes indicam diferenca significativa dentro dos tempos nos grupos Controle e
Vitamina D. Valores expressos em média.

Figura 11. Influéncia da suplementagéo de vitamina D sobre NF-kB total nos diferentes
tempos. Comparacdo entre animais suplementados com vitamina D e animais controle
nos diferentes tempos.

NF+B (UA)

Cores diferentes indicam diferenca significativa entre grupos Controle e Vitamina D nos tempos 20 dias e 40
dias. Valores expressos em média.
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Figura 12. Influéncia da suplementacdo de vitamina D sobre p-NF-kB nos diferentes

tempos. Comparagéo de animais suplementados com vitamina D e animais controle nos
diferentes tempos.
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Né&o foram observadas diferencas significativas dentro dos tempos nos grupos Controle e Vitamina d. Valores
expressos em média.

Figura 13. Influéncia da suplementacéo de vitamina D sobre p-NF-xB nos diferentes

tempos. Comparacdo entre animais suplementados com vitamina D e animais controle
nos diferentes tempos

Cores diferentes indicam diferenca significativa entre grupos Controle e Vitamina D no tempo 20 dias. Valores
expressos em média.
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Figura 14. Influéncia da suplementacéo de vitamina D sobre razdo p-NF-xB/ NF-kB total

nos diferentes tempos. Comparagédo de animais suplementados com vitamina D e animais
controle nos diferentes tempos.
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Tonalidades de cores diferentes indicam diferenca significativa dentro dos tempos nos grupos Controle e
Vitamina D. Valores expressos em média.

Figura 15. Influéncia da suplementacéo de vitamina D sobre razdo p-NF-xB/ NF-kB total

nos diferentes tempos. Comparacdo entre animais suplementados com vitamina D e
animais controle nos diferentes tempos
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Cores diferentes indicam diferenca significativa entre grupos Controle e Vitamina D nos tempos 20 dias e 40
dias. Valores expressos em média.
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Figura 16. Influéncia da suplementacédo de vitamina D sobre IkB total nos diferentes

tempos. Comparacao de animais suplementados com vitamina D e animais controle nos
diferentes tempos.

//

Tonalidades de cores diferentes indicam diferenca significativa dentro dos tempos nos grupos Controle e
Vitamina D. Valores expressos em média.

Figura 17. Influéncia da suplementacéo de vitamina D sobre 1xB total nos diferentes

tempos. Comparacéo entre animais suplementados com vitamina D e animais controle
nos diferentes tempos.
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Cores diferentes indicam diferenca significativa entre Controle e Vitamina D no tempo 40 dias. Valores
expressos em média.
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Figura 18. Influéncia da suplementacdo de vitamina D sobre razdo p- 1kB/ IkB total.
Comparacéao de animais suplementados com vitamina D e animais controle.
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Cores diferentes indicam diferenca significativa entre Controle e Vitamina D. Valores expressos em média.
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5.6. Analise de expressao de proteinas das vias apoptéticas BAX, Bcl-2 e AIF

Os dados da avaliacdo das vias de apoptose séo apresentados na Tabela 8. Foi observada
interacdo entre os trés fatores de interesse (sexo, suplementacdo e tempo) na avaliacdo da
proteina BAX (p=0,002). Isso indica que o efeito de um fator ndo é consistente em todas as
combinagBes dos outros dois fatores. Contudo, a interpretacdo da Bax isoladamente ndo é
representativa sendo necessaria interpretacdo conjunta com a proteina Bcl-2. Quando realizada
analise da razdo Bax/Bcl-2 foi observada interacdo entre os fatores sexo e suplementacdo
(p=0,012). Quando realizadas comparacdes entre animais controle e VD, essas ndo se
mostraram significativas em ambos os sexos. Porém, a comparacdo entre machos e fémeas
mostrou existir diferenca entre 0s sexos nos animais controle, mas que essa diferenca ndo
ocorreu em animais VD (Figura 19).

Ja a expressao da proteina AIF ndo sofreu influéncia pela suplementacéo de VitD sendo

semelhantes nos diferentes sexos e tempos (Tabela 8).
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Tabela 8. Expressao proteica das vias de apoptose BAX, Bcl-2 e AIF.

Variavel BAX Bcl-2 Razéo Bax/Bcl-2 AlF
(unidade (unidade (unidade (unidade

arbitraria) arbitraria) arbitraria) arbitraria)

C20M (n=8) 0,19+0,20 1,67+1,70 0,23+0,33 1,79+0,98

C40M (n=8) 0,13+0,11 1,82+0,93 0,07+0,06 1,90+0,85

C60M (n=8) 0,42+0,31 2,91+1,76 0,17+0,09 1,94+0,77

VD20M (n=9) 0,43+0,18 1,23+0,95 0,56+0,38 1,64+0,70

VD40M (n=8) 0,26+0,22 2,45+1,90 0,22+0,21 1,95+0,96

VD60M (n=9) 0,32+0,25 2,39£1,53 0,16+0,08 1,94+0,84

C20F (n=8) 0,39+0,29 2,51+2,21 0,35+0,31 2,27+1,19

C40F (n=8) 0,91+0,41 4,85+2,71 0,45+0,31 2,22+0,93

C60F (n=8) 0,74+0,47 4,10+1,90 0,32+0,32 2,10+0,22

VD20F (n=8) 0,35+0,09 5,96+1,69 0,10+0,06 1,96+1,01

VD40F (n=8) 0,29+0,20 3,87+2,49 0,11+0,07 2,56+1,03

VD60F (n=9) 1,04+0,39 5,81+3,09 0,39+0,49 1,90+1,14

P (sexo) <0,001 <0,001 0,425 0,096

P (suplementacéo) 0,518 0,968 0,920 0,817

P (tempo) <0,001 0,010 0,606 0,535

P (sexo x 0,100 0,416 0,012* 0,945

suplementacéo)

P (sexo x tempo) 0,049 0,988 0,144 0,641

P (suplementagao x 0,071 0,709 0,743 0,636

tempo)

P (sexo x suplementacao 0,002 0,337 0,133 0,838

X tempo)

Dados expressos em média * desvio padrédo, n: nimeros de animais em cada grupo. C20M: grupo controle animais
machos, sem suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40M: grupo controle animais machos, sem
suplementacdo de colecalciferol por 40 dias; C60M: grupo controle animais machos, sem suplementacdo de
colecalciferol por 60 dias; VD20M: grupo de animais machos com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias;
VD40M: grupo de animais machos com suplementacéo de colecalciferol por 40 dias; VD60M: grupo de animais
machos com suplementagdo de colecalciferol por 60 dias; C20F: grupo controle animais fémeas, sem
suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; C40F: grupo controle animais fémeas, sem suplementagdo de
colecalciferol por 40 dias; C60F: grupo controle animais fémeas, sem suplementacdo de colecalciferol por 60 dias;
VD20F: grupo de animais fémeas com suplementacdo de colecalciferol por 20 dias; VD40F: grupo de animais
fémeas com suplementagdo de colecalciferol por 40 dias; VD60F: grupo de animais fémeas com suplementacédo
de colecalciferol por 60 dias; * Controle fémeas > Controle machos; VD fémeas = VD machos; Controle fémeas
= VD fémeas; Controle machos = VD machos.
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Figura 19. Influéncia da suplementacdo de Vitamina D sobre a razdo Bax/Bcl-2 nos

diferentes sexos. Comparacéo entre animais suplementados com vitamina D e animais
controle nos diferentes sexos.

2
S el
2

Macho

Cores diferentes indicam diferenca significativa entre 0s sexos nos grupos Controle e Vitamina D. Valores
expressos em média.
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6. DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a suplementacao de ratos Wistar com doses excessivas de VitD
produz mudancas bioquimicas e na expressao de proteinas envolvidas em vias antioxidantes,
inflamatorias e de apoptose no tecido cardiaco. Algumas dessas alterages sdo dependentes do
tempo de suplementacdo e sexo dos animais. Sendo assim, 0 tempo e 0 sexo parecem ser fatores

decisivos na avaliagdo da remodelacdo cardiaca induzida por doses excessivas de VitD.
Peso corporal, consumo de racao e parametros bioquimicos

A evolucdo de ganho de peso dos animais de ambos os sexos nédo foi afetada pela
suplementacdo de VitD. Assim como em grande parte dos mamiferos, um dos principais
dimorfismos sexuais entre ratos machos e fémeas € o peso corporal*®. Em geral, ratos machos
e fémeas possuem peso ao nascer muito proximos e ganho de peso similar ao longo das
primeiras 4 semanas de vida dos animais®. Porém, apds esse periodo o ganho de peso é
significativamente maior e mais prolongado em ratos machos, tornando os animais desse sexo
mais pesados em relagdo a fémeas de mesma idade*. Tais diferencas foram observadas em
nosso trabalho, em que ratos do sexo masculino apresentaram maior peso corporal em relacéo
as fémeas em todos os tempos avaliados. Essa diferenca no desenvolvimento corporal dos
animais também tem reflexos sobre o coracdo. Na avaliagdo morfométrica do coracdo
observamos que animais mais velhos possuem maiores compartimentos quando comparados a
animais mais jovens. Porém, a suplementacao de VitD ndo promoveu altera¢fes nas estruturas
cardiacas de nossos animais. Isso reforga achados anteriores de nosso grupo de pesquisa em
que alteracbes de estrutura e fungdo cardiaca foram observadas somente ap0s 4 meses de
suplementacdo de VitD2:. Dessa forma, as diferencas observadas em nosso trabalho foram

apenas de ordem anatdmica respeitando os diferentes tempos e sexos avaliados.

As diferencas existentes no desenvolvimento dos animais também influenciam
diretamente o consumo diério de alimento. Animais machos tendem a apresentar consumo de
racdo maior que fémeas. Em nosso estudo animais machos e fémeas apresentaram consumo de
racdo proximo a 25g e 17¢, respectivamente. Esse dado é de extrema importancia, pois, assim
como j& apresentado, as doses de VitD utilizadas levaram em consideracdo a diferenca de
consumo de racédo entre machos e fémeas. Assim sendo, os grupos suplementados de ambos 0s

sexos consumiram a mesma quantidade de VitD ao dia (295 Ul/dia).
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A VitD exerce importante papel na homeostase dos ions célcio e fosforo. Em relacéo ao
calcio, a VitD promove absorcao ativa de célcio a nivel intestinal por meio de estimulo a
expressdo de proteinas responsaveis pela captacdo e transporte intracelular de calcio®. A
absorcéo calcio e sua manutencdo sérica sdo feitas pelo sistema Vitamina D - Paratormonio
(PTH). A liberacdo de PTH é regulada pelas concentracGes séricas de célcio, que em situacoes
de diminuigéo tém sua producdo aumentada pela glandula paratireoide e estimula a converséo
de 25(0OH)Dsem 1,25(0OH)D3 a nivel renal. Por sua vez, o 1,25(OH)D3 favorece o aumento de
calcio sérico por meio de maior absorcao intestinal, aumento da reabsorcdo de ions no tubulo
renal e mobilizagdo de calcio dos ossos*!. Ja em situacOes de elevacéo de célcio sérico ocorre
processo contrario, com queda na producdo de PTH e diminui¢do nos processos de absor¢do
intestinal e reabsorgdo Ossea de calcio®. O tecido cardiaco é suscetivel a alteragbes induzidas
por hipercalcemia, sendo as mais importantes 0 aumento da contratilidade cardiaca,
vasoconstricdo, arritmias e hipertensdo*?*. Em nosso trabalho observamos aumento nas
concentracdes de calcio sérico nos VD durante o periodo de 20 dias quando comparado aos
animais VD nos demais tempos e ao respectivo controle (Controle 20 dias). Porém, essa
elevacdo de calcio sérico ndo se configura como hipercalcemia, pois se encontra dentro dos

valores considerados normais em ratos®e,

Em relacdo ao fdsforo sérico, sua regulacdo possui similaridades com a do célcio e
quantidades elevadas desse mineral (hiperfosfatemia) também acarretam prejuizos ao
organismo, como calcificagdo vascular, rigidez arterial periférica e hiperplasia da tiredide**°.
A VitD promove absorcdo intestinal do mineral no lumen instestinal e reabsorcdo de ions
fosforo no tbulo renal*®. Assim como no metabolismo do célcio, o PTH também desempenha
importante papel no controle do fésforo por promover a conversdo de VitD em 1,25(0OH)Ds3.
Contudo, em situacdes de aumento de concentracdes séricas de fosforo ocorre liberacéo do fator
de crescimento de fibroblasto-23 (FGF-23) pelos ostedcitos que atua como regulador negativo
de PTH diminuindo a conversio de 1,25(0OH)D3 e aumentando a excrecao urinaria de fosforo?®.
Nossos resultados mostram que fosforo sérico ndo apresentou oscilages ap6s suplementacdo
de VitD em todos os tempos de avaliacao e que também ndo houve diferenca entre os diferentes
sexos. Sendo assim, a dose de VitD administrada ndo promove mudancas no fésforo sérico no

tempo estudado, ndo tendo influéncia sobre as demais variaveis analisadas.
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Estresse oxidativo

Nosso trabalho tem como premissa que a suplementacdo de doses excessivas de VitD
provoca agressao ao coragdo por meio de estresse oxidativo. O estresse oxidativo (EO) consiste
no desequilibrio de produtos oxidativos, e de defesas antioxidantes. O aumento de produtos
oxidativos, como espécies reativas de oxigénio (ROS), promovem danos oxidativos por meio
de reacdo com componentes celulares*’. O organismo conta com sistema antioxidante que
neutraliza a a¢do das ROS impedindo o dano oxidativo celular. O sistema antioxidante é
subdivido em enzimatico e ndo enzimatico. O sistema enzimatico ¢ de carater end6geno e tem
sua resposta influenciada pela duracdo e intensidade do EO. Por exemplo, em situacfes de
estresse oxidativo de baixa intensidade ha ativacdo do complexo Keapl/Nrf-2 que regula a
transcricdo de enzimas que neutralizam ROS. Ja em situacGes de estresse oxidativo de média e

alta intensidade hé ativacdo da via do NF-kB e de apoptose celular, respectivamente?,

O MDA é considerado importante marcador de dano oxidativo sendo produto
secundario da peroxidacdo lipidica de acidos graxos poli-insaturados, principalmente de
membranas celulares*®. Nossos dados mostram que a VitD ndo produz alteracdes nas
concentracdes de MDA no tecido cardiaco. Porém, a avaliacdo de dano oxidativo ndo se
restringe somente ao MDA. Outros marcadores, como hidroperdxido de lipidio (HL) e proteina
carbonil, também sdo amplamente utilizados na literatura®® e ndo é incomum que sejam
observadas alteracdes desses marcadores isoladamente®. Estudos anteriores de nosso grupo
com mesmo modelo experimental observaram presenca de EO pelo aumento de HL?*%!, Dessa
maneira, HL parece ser 0 melhor marcador de EO em modelos de agressao semelhantes aos

nossos e sua realizacdo é importante para avaliacdo mais real de EO.

A determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes também é de extrema
importancia para avaliagdo de EO. Um dos principais sistemas de enzimas antioxidantes € a
tiorredoxina (Trx). O sistema Trx é o maior sistema do tipo tiol-dissulfeto e é composto pelas
proteinas Trx e Trx redutase que atuam na catalisacdo de reducdes de produtos oxidativos e
também na regeneracéo de outras enzimas antioxidantes®. Quanto a catalisagéo de produtos
oxidativos, Trx pode atuar diretamente sobre ROS doando equivalentes redutores para
neutraliza-las como também pode modular indiretamente sinais de transducio de ROS®2. Ja em
relacdo a regeneracdo de enzimas antioxidantes a Trx realiza essa funcdo por meio da doagdo
de equivalentes redutores que permite a manutencéo do trabalho antioxidante dessas proteinas,

entre elas GPx-1 e SOD®*%* Em ambas as situacdes a Trx torna-se oxidada. Para voltar a
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exercer suas funcles, a Trx oxidada é reduzida pela Trx redutase utilizando NADPH como
doador de hidrogénio®2. A maior ativagio de Trx no tempo 40 dias observada em nosso trabalho
mostra haver desequilibrio do processo oxidativo nos animais VD de forma temporal. Santos
(2016)2t também avaliou a atividade de Trx e observou processo contrario com diminuicéo da
atividade de Trx. Os autores atribuem essa reducdo a regulacdo positiva de VitD sobre a
proteina de interacdo com a tiorredoxina (TXNIP) a qual € regulada positivamente pela VitD
por meio do gene vitamin D-up regulated (VDUP-1)2t. Poréem, Santos (2016)2* utilizou outra
metodologia de avaliagdo da atividade de Trx. Dessa forma, os resultados devem ser

interpretados com cautela e levando em consideracao diferencas entre os métodos.

Via antioxidante de estresse oxidativo de baixa intensidade (sistema Keap-1/Nrf-2, HO-1 e
Gpx-1)

O sistema Keap-1/Nrf-2 é um dos principais reguladores da resposta antioxidante e é
ativado por EO de baixa intensidade. Em situages de equilibrio oxidativo a proteina Nrf-2
encontra-se no citoplasma ligada as proteinas Keap-1 e Cullin 3°°. O Keap-1 serve como
adaptador de substrato permitindo a ubiquitinagcdo do Nrf-2 pela Cullin 3%. O aumento de
espécies reativas de oxigénio promove mudangas de grupamentos de cisteina de Keap-1 que
altera o sistema de ubiquitinago ao Nrf-2°°. Com isso, o Nrf-2 fica livre e migra para o nicleo
celular, onde se heterodimeriza com fatores de transcricdo de proteinas antioxidantes, como
GPx-1 e HO-1. A suplementacdo de VitD ndo promoveu mudancas na expressdo das proteinas
Keap-1, Nrf-2 e GPx-1 em nossos animais que esta de acordo com os dados de Santos (2016)%
que também ndo observou alteracbes de expressdo dessas proteinas apos 60 dias de
suplementacdo de VitD. Curiosamente, nossos animais VD apresentaram valores maiores de
HO-1. Assim sendo, a expressdo de HO-1 nos animais VD parece ser estimulada por outras

vias independentes de Keap-1/Nrf-2.
Via antioxidante de estresse oxidativo de média intensidade (via NF-xB)

O NF-«B é reconhecido como um dos principais reguladores da resposta inflamatoria
do organismo e possui cinco subunidades, sendo p65 (RelA) a mais bem caracterizada®®. O NF-
kB encontra-se sequestrado no citoplasma celular associado a proteinas inibitérias kB (IxB)
por meio de heterodimerizagéo, sendo sua principal representante a lkBo®®. Para que NF-xB
seja ativado é necessario que IkB seja fosforilado por meio do complexo de proteinas quinase

IKK responsivo a estimulos como estresse oxidativo de meédia intensidade e citocinas pro-



52

inflamatorias®. A fosforilagio de IxB desfaz sua ligagdo com NF-kB, deixando o livre. Assim,
0 NF-kB migra para o nucleo celular, onde se torna ativo apds fosforilagdo em dominios
especificos, e interage com fatores de transcricdo de proteinas envolvidas no processo
inflamatorio®. Nossos dados mostram que a suplementagdo de VitD promoveu aumento da
relacdo p- IxB/ IkB em todos os tempos avaliados. Essa relagéo sugere maior degradacdo de
IxB e, consequentemente, maior disponibilidade de NF-«B livre na célula. Além disso, a
relagdo p- NF-xB/ NF-xB também foi alterada e se mostrou associada ao tempo de
suplementacdo empregado com menor relagdo no tempo 20 dias e maior no tempo 40 dias.
Dessa maneira, a VitD influencia NF-«xB de forma variavel ao longo do tempo de

suplementacao.

As alteractes de NF-xB podem explicar o aumento de HO-1 nos animais VD, pois a
expressao de HO-1 também pode ser aumentada por agressdes de média e alta intensidade,
como na inflamagdo e hipoxia®®*°. A HO-1 pertence ao grupo de heme oxigenases
evolutivamente conservadas presentes na maioria dos tipos celulares e possui baixa expressao
em condicbes de equilibrio®. Na vigéncia de agentes estressores a expressdo de HO-1 é
aumentada e atua no processo de desintoxicacao celular por meio da degradacao do grupamento
heme da hemoglobina formando biliverdina, mondxido de carbono (CO) e ferro férrico. A
biliverdina atua na supressao de espécies reativas de oxigénio, neutralizando a peroxidacdo
lipidica, e CO possui propriedades anti-inflamatorias, anti-apoptoticas e vasorelaxantes®®6t, O
aumento de HO-1 nos animais pode ser resultante de tentativa de neutralizacdo da agressao a

fim de manter a integridade celular.
Via antioxidante de estresse oxidativo de alta intensidade (vias de apoptose celular)

A suplementacdo de VitD também parece influenciar o processo de apoptose celular. A
apoptose € processo bioldgico essencial que permite a remocao de células indesejadas, seja em
processos patoldgicos como também para manutencdo da homeostase tecidual®?. Em situacdes
de estresse oxidativo de alta intensidade os sistemas antioxidantes sdo oprimidos e a abertura
de canais mitocondriais é estimulada, e ira induzir a apoptose®. O processo de apoptose é
altamente regulado e ocorre por meio da interacdo de fatores pré e anti-apoptoticos. Um dos
principais sistemas de regulacdo ocorre pela interacdo das proteinas BAX (pro-apoptoética) e
Bcl-2 (anti-apoptdtica) localizadas na membrana mitocondrial. Na auséncia de estimulos pré
apoptdticos, a BAX permanece inativada por meio de dimerizagdo a Bcl-2 que mantém a

integridade da membrana mitocondrial. Quando h& estimulos de fatores pro-apoptéticos a Bax
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se desliga de Bcl-2 e formam dimeros Bax-Bax que criam poros na membrana mitocondrial
favorecendo apoptose mediada por citocromo C%. Dessa maneira, a interpretacdo do processo
apoptotico intermediado por BAX e Bcl-2 deve ser analisado com base na relacdo das duas
proteinas®*. Foi observada interacdo entre os fatores suplementagdo e sexo na raziao BAX/Bcl-
2 na qual a suplementacdo de VitD promoveu alteracdo na relagdo existente entre animais
machos e fémeas. Quando realizadas comparacdes entre machos e fémeas do grupo controle foi
observado que as fémeas possuiam maior razdo Bax/Bcl-2 em relacdo aos machos, mostrando
existir diferenca fisiologica entre os sexos. Contudo, essa diferenca ndo foi observada entre
machos e fémeas que receberam VitD. A comparacgdo entre animais controle e VD dentro de
cada sexo também ndo mostrou diferenca significativa. Esses resultados sdo intrigantes, e
mostram que VitD altera a relacdo Bax/Bcl-2 entre machos e fémeas por fatores inerentes ao

sexo dos animais.
Limitagdes do estudo

A maior limitacdo de nosso trabalho é o desenho complexo envolvendo diversos fatores
e que por isso exige andlise estatistica robusta. Mesmo utilizando de teste estatistico adequado
algumas variaveis apresentaram perda de poder estatistico. Em um primeiro momento, foi
levantada a possibilidade de outro desenho experimental apenas com animais machos nos
diferentes tempos. Porém, como o metabolismo da VitD parece ser diferente entre 0s sexos a
inclusdo do fator sexo foi imperativa. Historicamente ha subutilizacdo de animais do sexo
feminino em estudos experimentais e a ndo consideracéo de diferencas entre 0s sexos prejudica

0 norteamento de estudos clinicos utilizando as mesmas intervengdes®>.

Outra importante limitacdo é que a suplementacdo de VitD foi avaliada tendo como base
apenas o0 consumo da vitamina na ra¢do. Devido a limitacGes técnicas ndo foi possivel realizar
a determinacédo plasmatica de 25(OH)D3s. Em tempo oportuno sera realizada essa analise para

compor os dados para publicacgéo.
Consideragdes finais

Nossos dados mostram que a suplementagdo com doses excessivas de VitD acarreta
agressdo de média intensidade e modula respostas antioxidantes aparentemente mediadas pela
via do NF-xB. Isso pode ser observado pela mudanca de comportamento das diferentes
proteinas envolvidas na via NF-kB. Porém, ndo é possivel dizer em qual momento avaliado a

agressdo € mais presente devido ao comportamento distinto de suas proteinas nos diferentes



54

tempos. Um dos principais exemplos é a razdo p-NF-kB/ NF-xB em que animais VD tiveram
valores menores e maiores comparados aos controles nos tempos 20 e 40 dias, respectivamente.
Em contrapartida a relagéo p-1xB/ 1B total foi maior nos animais VD de forma geral mostrando
maior liberacio de NF-kxB. E necessario ressaltar que a via NF-B possui grande complexidade
e nosso estudo ndo compreendeu todos 0s seus componentes. Assim, uma avaliagdo mais
aprofundada da via NF-xB é necesséria a fim de esclarecer como ela influenciada por nosso
modelo experimental nos diferentes tempos.

Nossa hipdtese de que animais machos e fémeas apresentariam respostas bioquimicas e
moleculares diferentes ndo foi totalmente sustentada. Embora Gpx-1 tenha apresentado
interacdo entre os fatores suplementacdo e sexo ndo foi observada diferencas no teste de
comparacGes maltiplas. Outra variavel que mostrou interacdo entre suplementacéo e sexo foi a
razdo Bax/Bcl-2. Nossos dados mostram que a relacdo é maior em animais controle do sexo
feminino em comparacgéo aos animais controle masculinos, mas que essa diferenca ndo ocorre
nos animais VD machos e fémeas. Curiosamente, a comparacdo entre animais controle e VD
dentro dos sexos ndo mostrou diferenca significativa. Assim, por ora ndo nos parece prudente
afirmar que VitD possa alterar processos de apoptose celular em nossos animais. Esta resposta
pode ser algum mecanismo fisioldgico existente.

Em relacdo a trabalhos futuros, um dos nossos principais interesses é verificar se a
suplementacédo de doses excessivas de VitD em ratas gestantes pode afetar o desenvolvimento
cardiaco da prole. A constatacdo de que doses excessivas de VitD acarretam alteracfes de
proteinas responsivas a agressdes de média intensidade levantam a suspeita que 0 uso
indiscriminado de VitD durante a gestacdo possa produzir efeitos deletérios nos descendentes

por meio de alteracdes epigenéticas.
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7. CONCLUSAO

A suplementacdo de doses excessivas de VitD produz alteracdes biogquimicas e
moleculares nas vias envolvidas nos mecanismos de oxidagdo/antioxidacdo de media
intensidade mediada pela via do NF-xB. O tempo de suplementacdo é fator importante na

observacao dessas alteragdes.
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