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RESUMO

Viciana, ACB. Estudo da deficiéncia de vitamina D no modelo de
isquemia/reperfusdo renal em ratos. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo; 2014.

A deficiéncia de vitamina D (dVD) aumenta o risco de morte em pacientes
hospitalizados. A injaria de isquemia/reperfusdo renal (Isq) ativa vias de necrose e/ou
apoptose e proliferacdo celular. A injdria renal aguda (IRA) induz a ativacdo de
inibidores do ciclo celular, incluindo a p21, uma inibidora de kinase dependente de
ciclina, a qual possui efeito protetor na IRA. A p21 é um alvo genémico da 25-
hidroxivitamina D [25 (OH) D], a qual, atuando através de receptores de vitamina D
(VDRs), possui efeitos imunomoduladores potentes e antiproliferativos, sugerindo a
participacdo deste hormdénio na fisiopatologia da doenca renal. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi verificar a participacdo da deficiéncia de vitamina D no modelo de
isquemia/reperfusdo renal em ratos. Foram utilizados ratos Wistar que foram divididos
em quatro grupos: controle (C), animais que receberam dieta padrdo por 30 dias; dVD,
animais que receberam dieta livre de vitamina D por 30 dias; Isq, animais que
receberam dieta padrdo por 30 dias e no 28° dia foram submetidos ao insulto de
isquemia/reperfusdo em ambos os rins por 45 minutos; e dVD+Isg, animais que
receberam dieta livre de vitamina D por 30 dias e no 28° dia foram submetidos ao
insulto de isquemia/reperfusédo em ambos o0s rins por 45 minutos. Ao final dos 30 dias e
apos 48 horas da realizacdo da isquemia/reperfusdo, os animais foram submetidos a
eutanasia e amostras de sangue, urina e tecido renal foram coletados para o estudo dos
mecanismos de lesdo renal. A injdria renal aguda associada a deficiéncia de vitamina D
levou a uma queda da filtragdo glomerular e aumento da proteindria; aumento da
relacdo peso renal/peso corporal, sugerindo maior proliferacdo e hipertrofia; induziu
uma diminuicdo na ativacdo dos receptores de vitamina D e da expressdo da proteina
p21 e aumento da expressdo de caspase-3; observou-se déficit de concentracdo urinéria
com diminuicdo da expressdo da AQP2; e um maior dano morfoldgico caracterizado
pela analise da area intersticial e presenca de necrose tubular. Nossos dados mostraram
que alterando os niveis da p21 na IRA isquémica, a vitamina D, via VDRs, controla a

inflamacéo renal, a proliferacdo e a lesdo celular.



Descritores: Lesédo renal aguda, deficiéncia de vitamina D, receptores de vitamina D,
inibidor de quinase dependente de ciclina p21, ratos Wistar.



SUMMARY

Viciana, ACB. Study of Vitamin D deficiency in rats submitted to renal
ischemia/reperfusion [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2014.

Vitamin D deficiency (VDD) increases the risk of death in hospitalized patients.
Ischemia/reperfusion injury activates pathways of necrosis and/or apoptosis and cell
proliferation. Acute kidney injury (AKI) induces the activation of cell cycle inhibitors,
including p21, an inhibitor of cyclin-dependent kinase, which has a protective effect on
the IRA. The p21 is a genomic target of 25-hydroxyvitamin D [ 25 (OH) D], which,
acting through vitamin D receptors (VDRs), has potent antiproliferative and
immunomodulatory effects, suggesting the involvement of this hormone in the
pathophysiology of renal disease. Thus, the aim of this study was to assess the role of
vitamin D deficiency in rats submitted to renal ischemia/reperfusion. Wistar rats were
divided into four groups: control (C), animals that received a standard diet for 30 days;
VDD, animals that received vitamin D-free diet for 30 days; IRI, animals that received
standard diet for 30 days and on day 28 were subjected to the ischemia/reperfusion
insult (IR1) in both kidneys for 45 minutes; and VDD+IRI, animals that received
vitamin D-free diet for 30 days and on day 28 were subjected to the IR in both kidneys
for 45 minutes. At the end of 30 days and 48 hours after the IRI insult, the animals were
euthanized and samples of blood, urine and kidney tissue were collected to study the
mechanisms of renal injury. Acute kidney injury associated with vitamin D deficiency
led to a decrease in glomerular filtration rate and increased proteinuria; increased
relative kidney weight/body weight, suggesting greater proliferation and hypertrophy;
induced a decrease in the activation of vitamin D receptors and the p2l protein
expression and, increased caspase-3 expression; renal concentration impairment with
decreased AQP2 expression, as well as greater morphological damage characterized by
interstitial area analysis and presence of tubular necrosis. Our data showed that altering
the levels of p21 in ischemic-AKI, vitamin D via VDRs, controls kidney inflammation,
proliferation and cell injury.



Descriptors: Acute kidney injury, vitamin D deficiency, vitamin D receptors, cyclin-
dependent kinase inhibitor p21, Wistar rats.



1. INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) é caracterizada pelo aumento reversivel da
concentracdo de creatinina e de residuos de produtos nitrogenados no sangue e pela
inabilidade do rim em regular fluidos e eletrolitos adequadamente [1,2]. A IRA tem sido
tradicionalmente descrita como uma rapida diminuicdo da funcdo renal ou mais
precisamente definida como uma redugdo “abrupta” da fungdo renal diagnosticada pelo
aumento da creatinina plasmatica através de exame laboratorial [3].

As taxas de mortalidade entre pacientes com IRA continuam inaceitavelmente
altas e a incidéncia da IRA esté relacionada com as condi¢des socioecondmicas e com a
distribuicdo geografica da populacdo mundial [4]. A lesdo de isquemia/reperfusdo renal
(I/R) ainda ¢ a maior causa de IRA [5]. A isquemia leva a interrupcdo do fluxo
sanguineo para as células resultando em hipdxia ou andxia que imediatamente reduz os
citocromos mitocondriais e interrompe a fosforilacdo oxidativa. Durante o0 processo
isquémico, a falta de oxigénio leva a degeneracdo e morte celular como a degradacao e
diminuicdo dos niveis de adenosina trifosfato (ATP), levando a um prejuizo da funcédo
normal celular e interferindo nos processos de recuperacdo. Nos rins, as células
epiteliais edemaciadas contribuem para a obstrucdo da luz tubular [6,7]. Além da
disfuncdo mitocondrial também pode ocorrer diretamente acimulo intracelular de sodio,
calcio e de espécies reativas de oxigénio. Indiretamente, pode ocorrer ativacdo de
maltiplas enzimas incluindo proteases, sintese de Oxido nitrico (NO), fosfolipases e
endonucleases a qual resulta em ruptura e desorganizacdo do citoesqueleto associado
com perda da polaridade, dano a membrana celular e ao DNA podendo levar a morte
celular [8].

Durante a injuria de isquemia/reperfusdo renal (I/R) ocorre uma intensa e
persistente vasoconstri¢cdo renal que reduz cerca de 50% do fluxo sanguineo normal
para 0 6rgdo. Os mecanismos que estdo envolvidos com as alteracbes hemodinamicas
incluem modificagdes do endotélio celular com alteragcdes de substancias vasoativas,
como o aumento de vasoconstrictores e diminuicdo de vasodilatadores, e também o

envolvimento do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) [2,8].



A injaria de I/R também esta associada com distdrbios de concentragdo renal
com uma marcante reducdo da expressao de proteinas denominadas aquaporinas (AQPs)
[8].

As mudancas fisiopatologicas que sdo responsaveis pela lesdo pos-isquémica
renal e que afetam as func@es renais na IRA continuam pouco conhecidas. E sabido que
a IRA é causada por um processo multifatorial, e que a prevencdo e o tratamento

precoce continuam sendo a melhor escolha terapéutica [5].

1.2. IRAep21

Na IRA ocorre ativacdo de vias de necrose, apoptose e proliferacdo celular. Em
modelos experimentais de IRA, o aparecimento de necrose é uma caracteristica
marcante e é observada predominantemente no segmento S3 do tGbulo proximal; a
apoptose também ocorre, mas na minoria das células, especialmente na porcdo do
néfron distal [2,9]. Menos do que 1% das células do tdbulo renal estdo em diviséo; a
grande maioria estd quiescente, isto é, ndo estdo se dividindo. Em geral, estdo na fase
GO do ciclo celular. Em resposta a injdria, é sabido que muitas células renais normais
quiescentes entram no ciclo celular. Esse processo se inicia logo apds a injdria.
Entretanto, ha ativacdo de genes, como p21 e 14-3-3 sigma, que tentam inibir tanto em
G1 quanto em G2, respectivamente, a entrada da célula no ciclo [2,9].

Esta claro que, o dano causado na célula que resultou em morte celular também
pode resultar em proliferacdo celular. Estes eventos ocorrem por causa do estresse e/ou
morte celular, mas ndo se sabe o tamanho da contribuicdo para a lesdo ou para a
recuperacdo [10].

A divisdo celular é uma sequéncia sincronizada de eventos na qual o DNA
genémico é replicado formando duas células similares. Ap6s muitos anos de estudos,
concluiu-se que a divisdo do ciclo celular é composta por quatro fases: G1, S (sintese do
DNA), G2, e M (mitose) [9,10].

Para que a progressao do ciclo celular seja ordenada, ou seja, entre em uma fase
para outra, varias proteinas efetoras respondem a danos no DNA, e a sintese incompleta
do DNA; e assim pode-se concluir com éxito a mitose. Essas proteinas efetoras ou

“checkpoint effectors” (proteinas de checagem do ciclo celular) como foram



denominadas, atualmente s&o conhecidas como inibidoras de quinases dependentes de
ciclinas, e sdo responséveis principalmente pelo controle da entrada da célula nas fases
S e M, ambas inibindo ou estimulando as ciclinas [10]. Nos humanos e nos vertebrados
existem duas familias dessas proteinas inibidoras de quinase dependente de ciclina. A
primeira proteina caracterizada dessas familias foi a p21, uma proteina de 21 KDa que
constitutivamente é expressa em baixos niveis, e também conhecida como WAF1 ou
CIP1 [10,11]. A proteina p21 esta muito expressa antes da diferenciacdo terminal e em
cultura de células senescentes. E ainda, o gene p21 é induzido apos lesdo do DNA via
p53, uma proteina que regula a transcricdo de genes envolvidos na parada do ciclo
celular e na apoptose, assim como participa da regulacdo da senescéncia celular. A
inducdo do gene p21 e a super expressdo da proteina p21 estdo associadas com a
interrupcao do ciclo celular e a parada da fase G1. A proteina p21 tem sido responsavel
pela inibicdo de uma ou mais ciclinas ativadas por kinases. A proteina também pode se
ligar e inibir o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), especialmente na
replicacéo ou reparacdo do DNA [11].

Quando células renais sdo lesadas e entram no ciclo celular, rapidamente ha
inducdo da p21, e isso ja foi demonstrado em varios modelos de IRA, incluindo
trabalhos com cisplatina, I/R e obstrucéo ureteral [12]. A proteina p21 foi localizada nas
células do tabulo renal tanto na porcdo distal como na proximal através da técnica de

imunohistoquimica [10].

1.3. Vitamina D

A vitamina D é um hormodnio circulante no organismo e estd envolvido na
regulacao de varias fungdes fisioldgicas essenciais como a osteogénese e a manutencao
da homeostase mineral. A sintese da vitamina D é um processo ja bem conhecido que
comeca na pele e continua através do figado e do rim até produzir a forma
biologicamente ativa, a 1,25 di-hidroxivitamina D (1,25 (OH), D) [13].

A expressao “vitamina D” ¢ empregada para designar varios compostos, entre
eles, o colecalciferol (vitamina D3) e o ergocalciferol (vitamina D2). O colecalciferol é
produzido pelas células da pele chamadas queratindcitos a partir de um produto residual

do colesterol, o 7-di-hidroxicolesterol (precursor do colesterol), em resposta aos raios



solares UVB. O ergocalciferol é derivado de um esterdide vegetal e a molécula
resultante apresenta pequenas diferencgas estruturais em relagdo ao colecalciferol. No
entanto, nenhuma dessas moléculas tem qualquer atividade no organismo. Assim, cada
molécula precisa ser modificada por uma série de enzimas através de um processo
denominado hidroxilagdo, que acrescenta dois tercos de agua a molécula a fim de gerar
25-hidroxivitamina D (25 (OH) D). Esse processo ocorre no figado, onde tanto a
vitamina D, quanto a vitamina D3 sdo entregues por intermédio de proteinas especificas
(DBP D - vitamin D binding protein) e se transformam em 25 (OH) D, ou seja, a forma
circulante no organismo. A producdo da 25 (OH) D no figado, aléem de réapida, sofre
pouca regulacdo. Deste modo, seus niveis plasmaticos refletem a reserva corporal de
vitamina D. A conversédo final, ou seja, a forma biologicamente ativa ocorre nos rins,
nas mitocondrias dos tubulos contornados proximais do rim, onde a 25 (OH) D é
novamente hidroxilada pela acdo da enzima 1-a-hidroxilase, presente também em outros
tecidos, se transformando em 1,25 di-hidroxivitamina D (1,25 (OH), D) ou calcitriol.
Essa passagem renal, ao contrdrio da hepatica, é estreitamente regulada por varios
fatores. Entre eles destacam-se o paratorménio (PTH), o fdésforo e o fator de
crescimento de fibroblasto-23 (FGF-23) [14].

A elevacdo plasmatica do PTH e a diminuigdo do fosfato estimulam a atividade
da 1-a-hidroxilase. A 1,25 (OH), D retro-regula sua producéo, inibindo a atividade da
1-a-hidroxilase, 0 mesmo ocorrendo com a redugdo do PTH e a elevagdo do fosfato. A
sintese renal é responsavel por gerar boa parte do estoque de 1,25 (OH), D circulante no
organismo [13,15,16,17]. O fator de crescimento de fibroblasto 23 (FGF-23) é um
hormbnio secretado pelos ostedcitos que suprime a transcricdo da enzima 1-a-

hidroxilase, e estimula a fosfatlria, reduzindo a sintese de 1,25 (OH), D [16,18].

1.4. Vitamina D e o receptor de vitamina D

A vitamina D vem recebendo atencdo cada vez maior do meio cientifico nas
ultimas décadas. Além do seu conhecido papel na homeostase do calcio e do fosforo, e a
mineralizacdo dssea, sabe-se que a 1,25 (OH), D atua em Vvarios sistemas biologicos do
organismo. Para exercer suas funcodes, o calcitriol precisa se ligar a um receptor nuclear,

0 receptor de vitamina D (VDR). Para chegar ao nucleo, o calcitriol inicialmente



penetra na célula por difusdo simples através da membrana, pois € um hormonio
lipossollvel, e/ou por ligacdo a receptores na membrana. Em seguida, o calcitriol liga-se
ao VDR presente no citoplasma ou ndcleo celular [19,20]. Além disso, o calcitriol junto
com o VDR pode combinar-se com o receptor retindide X (RXR), para formar um
heterodimero, VDR-RXR. O complexo formado se conecta a uma regido especifica do
DNA que induz o mecanismo celular a iniciar a transcricio génica (via gendmica). E
importante ressaltar que a 25 (OH) D também é um ativador de VDR em células que
ndo expressam a 1-a-hidroxilase, pois esta molécula pode diretamente se ligar e ativar o
VDR. Embora sua afinidade pelo VDR seja de 100-200 vezes menor que a do calcitriol,
a concentracdo da 25 (OH) D no organismo é da ordem de ng/ml, enquanto que a do
calcitriol sérico é da ordem de pg/ml. E ainda, a 25 (OH) D induz uma a¢do répida
denominada via ndo genémica, a qual ndo envolve acao “direta” sobre o nucleo celular.
Com relacdo a via ndo genémica, acredita-se que tanto o calcitriol como a 25 (OH) D
podem se ligar a um receptor de membrana com propriedades diferentes das
encontradas nos receptores nucleares e citosolicos, e sinalizar a abertura de canais de
calcio, ativando a sintese de mensageiros intracelulares, como o AMP ciclico. Sendo
assim, podem rapidamente modular o transporte de calcio no intestino, os niveis de
calcio intracelular e/ou a fosforilacdo, e a localizacdo e atividade de proteinas via VDR
[20,21].

O receptor ou proteina VDR é encontrado em varios tecidos do organismo,
assim como em ceélulas imunoldgicas circulantes, indicando que a forma ativa da
vitamina D tem a funcdo de regular a atividade génica de varios tecidos, como do
cerebro, 0ss0s, intestino, rins, figado, pancreas, entre outros [13,22].

Atualmente, sabe-se que 0 VDR esta presente nas células do tabulo proximal no
rim, onde a 1,25 (OH), D via VDR atua no transporte de fosfato através do co-
transportador sodio/fosfato (NaPi). Também ja esta bem descrito na literatura que a 1,25
(OH), D regula a reabsorc¢éo de calcio no tabulo distal e ductos coletores na presenca do
VDR nestes segmentos do néfron. O VDR também ja foi identificado nas células da
macula densa e nos poddcitos, sugerindo que o calcitriol tem um efeito direto nestas
celulas em condig¢des normais [22,23].

A ativagdo do VDR pelo calcitriol, tanto pela forma circulante produzida em sua
maior parte no rim (tabulo proximal), como pelo produzido localmente pelos inimeros

tipos de células, modula a expressdo de genes que previnem ou diminuem o



desenvolvimento do hiperparatiroidismo secundério, as doengas 6sseas, os disturbios da
homeostase do célcio e do fosforo que predispbe a calcificacdes ectdpicas e, aos danos

cardiovasculares, levando a uma diminuicdo das taxas de morbidade e mortalidade [24].

1.5. Klotho e FGF-23

O Kilotho foi originalmente identificado como um gene de supresséo da idade
com funcdes pleiotropicas. O Klotho é expresso no rim onde age como um co-receptor
para 0 FGF-23 e desempenha um importante papel no metabolismo do fosfato. A
proteina Klotho possui maultiplas funcdes distintas, incluindo a regulacdo de varios
canais de ions e do estresse oxidativo. Estudos recentes demonstraram que o Klotho
pode estar envolvido na renoprotecdo de glomerulonefrite cronica. Dados sobre Klotho
na injuria renal aguda sdo limitados. Entretanto, ja foi mostrado que o0 mRNA e a
proteina Klotho no rim estdo diminuidas um dia apds o insulto de isquemia/reperfusdo
renal [25].

A via de sinalizacdo Klotho-FGF-23 estimula a proliferacéo e previne a vitamina
D de induzir apoptose, além disso, participam da homeostase mineral. No camundongo,
a deficiéncia de Klotho causa disturbios na via de transducdo de sinal entre Klotho e
FGF-23 resultando num aumento da producdo de 1,25 (OH), D, podendo promover uma
absorcdo de fosfato e célcio do intestino, induzindo ndo apenas hiperfosfatemia, mas
também hipercalcemia. A deficiéncia de Klotho leva também ao aumento do estresse
oxidativo. Na auséncia de Klotho, a funcdo do FGF-23 é abolida [26].

O Klotho também pode influenciar na via de sinaliza¢do do p53/p21. De acordo
com Oliveira, ap6s a lesdo no DNA, a diminuicdo do Klotho pode induzir
envelhecimento precoce em células de fibroblastos humanos primarios e em células

endoteliais vasculares umbilicais humanas através da via p53/p21 [27].

1.6. Deficiéncia de Vitamina D

A maioria dos seres humanos depende da exposi¢do a luz solar para atender as

necessidades de vitamina D de que o organismo precisa. Estacdes do ano, latitude, hora



do dia, idade, pigmentacdo da pele e uso de protetores solares, entre outros fatores,
interferem na producédo de vitamina D3 pela pele [28]. Na auséncia de exposic¢ao ao sol,
recomenda-se a ingestdo de vitamina D através de fontes exdgenas, como peixes
gordurosos (arenque, cavala, salmao, sardinha, atum), 6leo de figado de peixes, como 0
de bacalhau, figado, ovos, carne de vitela, cogumelos, manteiga, alimentos fortificados
(leite de vaca, leite de soja, suco de laranja e cereais) e suplementagfes. A
suplementacdo dessa vitamina cresceu consideravelmente nos ultimos anos e vem sendo
cada vez mais recomendada, em particular durante os meses de inverno em que a
exposicao ao sol é reduzida [29].

A deficiéncia de vitamina D atinge niveis epidémicos nos Estados Unidos
(EUA), assim como em Vvarios outros paises do mundo. Na Europa, ela é maior nos
paises mais ensolarados da regido do mediterraneo do que nos paises escandinavos.
Assim, em paises ensolarados como o Brasil também ocorre deficiéncia dessa vitamina
[28]. Esse paradoxo parece ser resultado do uso de métodos de prevencdo contra a
exposicdo aos raios UV.

Os principais indicadores das reservas corporais de vitamina D sdo 0s niveis
plasmaticos de 25 (OH) D, entretanto, as concentracGes plasmaticas ideais desse
horménio para a manutencdo das funcbes fisiol6gicas normais ainda sdo motivo de
discussdo na literatura. Os resultados de varios estudos sugerem que a concentracdo
sérica 6tima da 25 (OH) D seria em torno de 75 nmol/L, onde a deficiéncia de vitamina
D é definida entre 20-25 nmol/L ou menos e a insuficiéncia assume concentracdes entre
25 e 75 nmol/L de 25 (OH) D [28].

A deficiéncia de vitamina D em pacientes internados em unidades de tratamento
intensivo (UTIs) raramente é levada em consideracdo, assim como seu tratamento.
Entretanto, varios sdo 0s casos que tem sido reportado e apontado que a deficiéncia de
vitamina D é um potente precursor para o desenvolvimento de varias complicagdes
agudas [30,31,32]. Um estudo realizado pelo Departamento de endocrinologia do
Hospital de St. Vincent's (Sidney-EUA) entre janeiro de 2007 a janeiro de 2008
mostrou que a prevaléncia de pacientes com hipovitaminose D € alta, onde dos 42
pacientes internados na UTI, 55% apresentava os niveis da 25 (OH) D insuficientes,
38% deficientes, e 17% foi considerado ndo detectavel. E ainda, esses dados vieram
acompanhados com uma alta taxa de mortalidade dos pacientes internados, permitindo

associar a deficiéncia de vitamina ao aumento da mortalidade. A causa da



hipovitaminose D provavelmente é multifatorial, mas a pouca exposi¢do a luz solar
durante a doenca renal é um fator importante, que altera o metabolismo da vitamina D e
da paratireoide, devendo ser monitorada [32].

O papel classico da vitamina D é o de manter a homeostase do célcio no
organismo. A hipocalcemia é comum ocorrer em pacientes hospitalizados e esta
presente entre 15-88% dos adultos nas UTIs. O célcio é importante em varios processos
fisioldgicos, e ndo € surpresa que a hipocalcemia pode estar associada a varias doencas,
e consequentemente com as elevadas taxas de mortalidade [33].

Um quadro de hipocalcemia severa € dificil ocorrer em pacientes ndo-criticos,
devido a presenca de um multiplo mecanismo de compensacdo envolvendo o
paratorménio (PTH) e a vitamina D para manter o calcio em niveis normais. Os
receptores sensiveis ao calcio presentes nas glandulas da paratiredide sdo sensiveis as
mudancas na concentracdo de calcio plasmatico. Assim, baixas concentracdes de calcio
plasmético levam a um aumento da absorcdo de célcio no intestino, reabsorcao de calcio
no rim e liberagdo de célcio do esqueleto 6sseo, mediada pela 1,25 (OH), D [33].

A caréncia de vitamina D em criancas com doenca renal coloca este grupo de
pacientes em alto risco de ter o metabolismo de calcio e fésforo comprometidos, assim
como seu desenvolvimento 6sseo. Com a taxa de filtracdo glomerular comprometida, a
conversdo da 25 (OH) D para 1,25 (OH), D fica reduzida e a concentracdo de fosforo
plasmatico se eleva em resposta a diminuicdo do clearance renal, levando a uma queda
do célcio plasméatico em consequéncia do quadro de hiperparatiroidismo. A producéo
elevada do PTH ¢é devida ao prejuizo da fungdo renal, mas o alto nivel de PTH no

organismo também pode ser devido a deficiéncia de vitamina D [34].

Desta forma, ha um interesse crescente do meio cientifico em investigar a
fisiopatologia e os mecanismos pelo qual a vitamina D ou a falta desta podem estar

envolvidas nos eventos agudos ou na progressdo e na instalagdo da doenga renal.



2. OBJETIVOS

Obijetivos gerais:

- Estudar o efeito da deficiéncia de vitamina D no modelo de

isquemia/reperfuséo renal em ratos.

Obijetivos especificos:

a- Estabelecer o modelo de deficiéncia de vitamina D em ratos;
b- Estudar se a deficiéncia de vitamina D potencializa a leséo renal de
iIsquemia/reperfuséo;
c- Se a deficiéncia de vitamina D agravar a lesdo renal induzida pela
isquemia/reperfusdo, estudar os possiveis mecanismos envolvidos:
- inibig&o ou ativacao de vias de proliferacdo celular: p21, PCNA,;
- inflamacado: infiltracdo de macrdfagos e monaocitos;
- metabolismo do fosforo e do calcio;

- vias de necrose/apoptose: escore de lesdo tubular e caspase total.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com o peso em torno
de 180-200 g. Os animais foram mantidos em nosso biotério e receberam dieta normal e
dieta livre de vitamina D (0,4% Ca e 0,4 % P) da marca MP Biomedicals (Irvine, CA,
EUA) por um periodo de 30 dias. Para avaliacdo da quantidade de dieta consumida, 0s
grupos de animais foram colocados em gaiolas individuais onde receberam dieta, com
livre acesso a &gua. Foi efetuado, quinzenalmente, o balanco da ingestdo de dieta e
agua. O peso dos animais foi verificado semanalmente e ap6s a inducdo da isquemia
renal.

O procedimento experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (CEP-FMUSP n°
133/10).

3.1. Inducéo da Isquemia/Reperfusédo em ratos — inducédo da IRA

Foram estudados quatro grupos de animais:

1) Controle (C): recebeu dieta normal por 30 dias e o clearance de inulina foi
realizado ao final deste periodo (n=7).

2) lIsquemia/reperfusado renal (Isq): recebeu dieta normal por 30 dias e no 28° dia
foi feita a isquemia/reperfuséo renal e o clearance de inulina foi realizado 48 h
apoés a isquemia (n=7).

3) Deficiéncia de vitamina D e Isquemia/reperfuséo renal (dVD+lsq): recebeu
dieta livre de vitamina D por 30 dias e no 28° dia foi feita a isquemia/reperfuséo
renal e o clearance de inulina foi realizado 48 h apds a isquemia (n=8).

4) Deficiéncia de vitamina D (dVD): recebeu dieta livre de vitamina D por 30 dias

e o clearance de inulina foi realizado 48 h apds o insulto cirargico (n=8).

No 28° dia apos o inicio dos tratamentos, os ratos foram anestesiados com
tribromoetanol 2,5% (1 mL/100 g de rato) e uma incisdo abdominal foi feita para a

realizacdo da cirurgia de isquemia/reperfuséo renal. A isquemia renal foi realizada
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clampeando-se as artérias de ambos os rins por 45 minutos, seguido de uma reperfusao.

O clearance de inulina foi feito ap6s 48 h da isquemia/reperfusdo renal.

3.2. Delineamento esquematico do protocolo de estudo

Administrac&o de dieta convencional c
Administracao de dieta livre de vitamina D dVvD
0 30dias
Administracdo de dieta convencional Isq
Administracéo de dieta livre de vitamina D dVD+lsq
0 28 30 dias
Isquemia 45

3.3. Estudo de gaiola metabdlica

Os animais foram colocados em gaiola metabdlica com livre acesso a agua um
dia antes do experimento de clearance de inulina para a coleta da urina de 24 horas.
Foram analisadas nas amostras de urina as concentracdes de calcio, fésforo e proteinas
utilizando sistema colorimétrico através de kits comerciais (LabTest, MG, Brasil). As
fracOes de excrecdo de célcio (FECa) e fdsforo (FEP), assim como a excrecdo de
proteinas foram determinadas. A osmolalidade foi verificada através da analise de ponto
de congelamento (The Advanced ™OSMOMETHER 3D3). Ao final do experimento

foram avaliados o volume urinério e a ingestao de agua.
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3.4. Determinacdo da taxa de filtracdo glomerular, fluxo sanguineo renal e

pressao arterial média

Para a determinacdo da filtracdo glomerular, fluxo sanguineo renal e presséo
arterial média foram realizados o0s seguintes experimentos: o0s animais foram
anestesiados com tiopental sodico (50 mg/Kg). A traquéia foi canulada com cateter PE-
240, e a respiracdo foi mantida espontaneamente. A veia jugular foi canulada com
cateter PE-60 para a infuséo de inulina e de fluidos. Para o controle da pressdo arterial
média (PAM) e para a coleta de amostras de sangue, a artéria carotida foi cateterizada
com cateter de PE-50. Para a coleta de amostras de urina, foi feita uma inciséo
abdominal e a bexiga do animal foi canulada com cateter de PE-240. Apds o
procedimento cirdrgico, uma dose Unica de inulina (100 mg/kg diluida em 1 mL de
solugéo salina a 0,9%) foi administrada pela veia jugular. Em seguida, uma infuséo
constante de inulina foi mantida (10 mg/kg em solucéo salina a 0,9%) a 0,04 mL/min do
inicio ao fim do experimento. Foram coletadas trés amostras de urinas a cada 30
minutos e amostras de sangue no inicio e no fim do experimento.

Os valores do clearance de inulina representam a média de trés periodos de
experimento. As concentracdes de inulina no sangue e na urina foram determinadas pelo
método da Antrona.

Para a avaliacdo do fluxo sanguineo renal (FSR) foi feita uma incisdo mediana
abdominal, o pediculo renal esquerdo foi dissecado e a artéria renal isolada.
Cuidadosamente, uma sonda de fluxo ultrassdnico foi acoplada na artéria renal e
obteve-se a mensuracdo do fluxo sanguineo renal em mL/min (T110; Transonic
Systems, Bethesda, MD, EUA). A resisténcia vascular renal foi calculada dividindo-se a
PAM pelo FSR e o resultado foi expresso em mmHg/mL/min.

Ao final do experimento de clearance, o sangue total dos animais foi colhido
para as seguintes andlises no plasma: calcio idnico (ABL800 Flex, Radiometer —
eletrodo sensivel), fésforo (COBAS C111, Roche® - sistema colorimétrico), 25-
hidroxivitamina D (25 (OH) D) (Kit DiaSorin® - RIA), e PTH (Kit Comercial Elisa
Immutopics, San Clemente, CA, EUA). Apds a coleta do sangue, os rins foram
perfundidos com solugdo de tampéo fosfato salino (PBS, NaCl 0,15 M, tampé&o fosfato
0,01 M, pH 7,4). Em seguida, o rim direito foi removido, congelado em nitrogénio
liquido e estocado a -80° C para analises da expressdo de proteinas pela técnica de



13

Western blotting ou por gPCR (reacdo em cadeia da polimerase quantitativa). O rim
esquerdo foi pesado e em seguida fixado em formalina tamponada 10% ou solugéo de
methacarn e mantido nestes mesmos fixadores por um periodo de 24 horas. Apds esse
periodo, os fixadores foram substituidos por alcool 70% e o tecido foi embebido em

parafina e cortado em secg¢des de 4 um para estudos de imuno-histoquimica.

3.5. Extracdo da proteina e Western Blotting

Para a realizacdo da técnica de Western blotting foram utilizadas as amostras de
tecido renal dos animais tratados com dieta normal e dos animais tratados com dieta
livre de vitamina D, previamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a —80°C.

A extracdo da proteina seguiu o protocolo descrito por Burnette [35], com
pequenas modificacbes. As amostras dos tecidos renais foram homogeneizadas
(Polytron PT 10-35) em solucdo K-Hepes (20 mM Mannitol; 80 mM Hepes; 41 KOH,
pH 7,5) com coquetel de inibidores de protease (Cocktail Protease Inhibitor, Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, EUA). Em seguida, foram centrifugadas a 4.000 g
por 15 minutos a 4°C para remover nucleo, mitocondrias e debris celulares. As
proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (Reagente de Bradford,
Bioagency Laboratérios, SP, Brasil). As amostras foram separadas de acordo com o
peso molecular em minigéis SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) em
tampéo de corrida (Tris/Glicina/SDS 10%, pH 8,3) e a transferéncia para membrana de
nitrocelulose (PVDF, GE Healthcare Limited, Little Chanfont, UK) foi feita com
tampdo de transferéncia (Tris/Glicina/metanol 20%). A membrana foi bloqueada com
5% de leite em p6 desnatado (Molico) em TBS-T (24,29 Tris base, 29,2g NaCl, 3,369
EDTAJL, e 0,1% de Tween-20, pH 7,4) por 1 hora. A incubagéo priméria foi feita com
anticorpo anti-Aquaporina 2, anti-Actina, anti-p21, anti-VDR e anti-Klotho (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, EUA), e anti-caspase-3 (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, EUA) em solugdo de TBS-T, overnight a 4°C. A incubagdo secundaria
foi realizada com anticorpo anti-cabra ou anti-coelho (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
EUA) também em solucdo de TBS-T com 0,1% de leite desnatado. O procedimento de

deteccdo foi baseado em quimioluminescéncia (ECL, GE Healthcare Limited, Little
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Chanfont, UK). A semi-quantificacdo das proteinas foi feita pelo software Scion Image
for Windows (Scion Corporation — NIH Image).

3.6. Analise histomorfométrica

As amostras de tecidos renais foram desidratadas, diafanizadas e incluidas em
parafina. Apos inclusdo em parafina, obtiveram-se cortes de 4 um, que foram corados
pela reacdo de hematoxilina-eosina (HE) ou tricromio de Masson para avaliacdo da area
intersticial relativa (AIR) e lesGes renais.

Para avaliagdo da extensdo das areas acometidas por lesdes renais, entre 40 a 60
campos medindo 0,245 mm? foram sequencialmente analisados. Cada campo foi
avaliado através de escores que variavam de 0 a 4, de acordo com o seguinte critério: 0,
menos do que 5% da area apresentando edema celular, degeneragdo vacuolar, dilatagdo
tubular, necrose e descamacéo; I, entre 5-25% da area com comprometimento; I, 25-
50% da area apresentando lesdes renais; Ill, alteracBes envolvendo entre 50-75% do
campo analisado; 1V, mais do que 75% da area analisada apresentando lesdes renais.

Em seguida, um escore médio para cada rato foi calculado [36].

3.6.1. Area intersticial relativa (AIR)

Cortes de 4 um de espessura de tecido renal dos animais foram submetidas a
analise do comprometimento tabulo-intersticial. Na avaliacdo histomorfométrica
para avaliacdo da area intersticial relativa, as imagens obtidas pela microscopia Gtica
foram captadas por meio de video-cAmera de luz conectada a um analisador de
imagens (Axiovision, Carl Zeiss, Eching, Alemanha). Analisaram-se 30 campos de
0,087 mm? no cortex de cada rim. As éreas intersticiais foram demarcadas
manualmente e em seguida medidas de forma percentual em relacdo ao campo

optico, excluindo-se os glomérulos [37].
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3.6.2. Analise imuno-histoquimica

3.6.2.1. Anticorpos:

Os seguintes anticorpos foram utilizados: anticorpo monoclonal contra antigeno
citoplasmatico presente em mondcitos e macréfagos (ED1) (AbD Serotec, Oxford,
Reino Unido) na concentracdo 1:100, overnight a 4°C; anticorpo monoclonal contra
antigeno nuclear de células em proliferacdo (PCNA) (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
EUA) na concentracdo 1:500, 60 minutos em temperatura ambiente; anticorpo
monoclonal contra linfocitos T (CD3) (DAKO, Glostrup, Dinamarca) na concentracdo
1:100, 60 minutos em temperatura ambiente; e anticorpo policlonal contra p21 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) na concentracdo 1:40, 60 minutos em

temperatura ambiente.

3.6.4.2. Imuno-histoquimica:

Cortes de tecido renais foram submetidas a reacdo de imuno-histoquimica de
acordo com cada protocolo desenvolvido para cada anticorpo primario. O produto dessa
reacdo foi detectado pelo complexo avidina-biotina-peroxidase e a cor desenvolvida
com 3,3’-diaminobenzidina na presencga de agua oxigenada. A contracoloragéo foi feita
com hematoxilina de Harris. As ligacdes inespecificas foram bloqueadas pelas dilui¢des
dos anticorpos primario e secundario em solucdo de PBS contendo albumina bovina
1%. Os cortes foram examinados sob microscopia de luz. Para os anticorpos ED1,
PCNA e CD3 foram analisados entre 30 a 50 campos do coértex renal. A avaliagdo
quantitativa dos resultados da imunorreacao foi feita através da contagem do nimero de
células positivas por campo (0,087 mm?) para determinado anticorpo e em seguida foi
determinado o nimero médio de células/campo de cada bidpsia analisada. Para
avaliacdo da imunorreagdo para p21, as propor¢Oes de volume de éareas positivas no
tecido renal, determinadas pelo limite de cor, foram obtidas pela analise de imagem
usando o software Image-Pro® Plus 4.1 para Windows® (Media Cybernetics,

Silverspring, MD, EUA) em um computador compativel ligado a uma camera digital
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acoplada a um microscopio (Carl Zeiss Axioskop 40, Eching, Alemanha). A proporcao
de volume é expressa como a &rea positiva (um?) para p21 dividida pela érea total do

campo analisado (um?). Os resultados foram expressos como porcentagens [38].

3.7. Andlise da expressdo génica: reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa

3.7.1. Extragéo de RNA

Em tubos plésticos de 50 ml, foram adicionados 50 mg de tecido renal para 1 ml
de reagente TRIzol® (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) que foram
homogeneizados com auxilio de um Polytron. Em seguida, foi adicionado 200 pl de
cloroférmio ao homogenato. Apos centrifugacdo e separacdo das fases, o RNA foi
transferido para tubos plasticos de 2 ml para precipitacdo, lavagem e ressuspensdo. As
concentragOes de RNA de cada amostra foram determinadas por Nanodrop®.

3.7.2. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa - gPCR

Fitas Unicas de cDNA foram sintetizadas a partir das amostras de RNA isolado
utilizando-se o reagente SuperScript® VILO™ MasterMix (Invitrogen by Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), na proporc¢do de 4 ul do reagente para até 2,5 g de
RNA. A reacdo em cadeia da polimerase (QPCR) foi feita por TagMan (Applied
Biosystem, EUA) para as seguintes moléculas: renina sonda Rn00561847 ml,
angiotensinogénio (AGT) sonda Rn00593114 _m1, enzima conversora de angiotensina
(ECA) sonda Rn00561094 m1, receptor AT1 da angiotensina Il tipo a (AT1a) sonda
Rn02758772_s1, VDR sonda Rn00690616-m1, klotho sonda Rn00580123-m1. A
sonda para GAPDH Rn01775763_g1 foi utilizada como controle. Todas as reacgdes de
gPCR foram conduzidas em duplicata, utilizando-se o equipamento Step One Plus
(Applied Biosystems, CA, EUA). Controles negativos sem amostras de cDNA foram
feitos para cada sonda. As condicGes de ciclagem foram as seguintes: 2 min a 50°C

seguidos de 10 min a 95°C; posteriormente, as amostras foram submetidas a 40 ciclos
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de 15 segundos a 95°C seguido de 1 minuto a 60°C. Os valores de Ct (ciclo limiar) do
gene alvo foram normalizados pelos valores de Ct do gene de referéncia (ACt=Ctgyo-
Ctrererancia). Pelo fato do Ct do gene de referéncia permanecer constante, a alteracdo no
valor de ACt corresponde a uma variagdo na expressao do gene alvo. Pela comparagao
do valor de ACt de amostras desconhecidas com o ACt de uma amostra controle, o valor
de AACt ¢ obtido. Assim, a expressdo génica relativa ¢ calculada aplicando-se a

-AACt
2

equacao para quantificar a expressao de genes [39].

3.8. Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados dos grupos estudados foi o de variancia ANOVA
(one-way analysis of variance), seguido pelo teste de Newman-Keuls. Todas as anélises
foram realizadas através do programa de estatistica GraphPad Prism e foram expressos

em média + erro padrdo da média. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

Os niveis plasméticos da 25 (OH) D (ng/mL), a forma circulante da vitamina D, foi
menor nos grupos dVD e dVD+Isq (4,10+0,79 e 3,84+0,23) quando comparados aos
grupos C e Isq (14,79+0,88 e 12,98+1,04), demonstrado na tabela 2, figura 1.

25 (OH) D
201
154 - d
. .
1S
S, 10-
<
a
5- o a.9
0 | |

c dVvD Isq dVD+Isq

Figura 1 — Concentracdo plasmatica de 25 (OH) D de ratos controles (C), deficientes em vitamina D
(dvD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de
isquemia/reperfusio renal (dVD+1sq). Valores expressos em médiat EPM. °p < 0,001 vs. C; %p < 0,001
vs. dVD; % < 0,001 vs. Isq.

O clearance de inulina (mL/min/100g) do grupo dVvD (0,76+0,03) foi
estatisticamente menor do que aquele apresentado pelo grupo C (0,93+0,05). Os animais
do grupo Isq também apresentaram uma reducdo significativa da funcdo renal
(0,43+0,04) em relacdo aos grupos C e dVD. Os animais do grupo dVD+Isq tiveram
uma reducdo ainda mais evidente do clearance de inulina (0,29+0,03), apresentando

diferenga estatistica em relacdo aos demais grupos, demonstrado na tabela 1, figura 2.
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Clearance de Inulina
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Figura 2 - Taxa de filtragdo glomerular (TFG) avaliada pelo clearance de inulina de ratos controles (C),
deficientes em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D
submetidos ao insulto de isquemia/reperfusdo renal (dVD+lsq). Valores expressos em médiatx EPM.
< 0,001 vs. C; °p < 0,01 vs. C; %p < 0,001 vs. dVD; 'p < 0,05 vs. Isq.

O peso (g) dos animais dos grupos Isq e dVD+Isq (320,4+4,41 e 337,4+7,0) foi
estatisticamente menor quando comparados aos grupos C e dVD (389,4+9,4 e 396+9,4),

demonstrado na tabela 1.

A relacdo peso renal/peso corp6reo apresentou aumento significativo, sugerindo
hipertrofia renal nos grupos Isq e dvD+Isq (0,52+0,01 e 0,58+0,02) em relacdo aos
grupos C e dVvD (0,40+0,02 e 0,41+0,01). No grupo dVD+lsq, o aumento dessa relacédo
estava ainda mais evidente quando comparado ao grupo Isg, demonstrado na tabela 1,

figura 3.
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Figura 3 — Relacdo entre peso renal/peso corpéreo de ratos controles (C), deficientes em vitamina D

(dvD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de

isquemia/reperfusio renal (dVD+lsq). Valores expressos em médi +EPM. 2p < 0,001 vs. C; °p < 0,01 vs.

C; % < 0,001 vs. dVD; ®p < 0,01 vs. dVD; e 'p < 0,05 vs. Isq .

Tabela 1. Peso renal, parametros funcionais e hemodinamicos

Parémetros Controle dvD Isq dVvD+lIsq
Cin (ml/min/100 g) 0,93 + 0,05 0,76 £0,03°  043+0,04* 0,29 +0,03*
Peso (g) 389,7+9,4 396,4+9,40 320,1+4,41*¢ 337,4+7,0%°
Peso renal/peso corpéreo 0,40+0,02 0,41+0,01 0,52+0,01°¢ 0,58+0,02%%
PAM (mmHg) 118,9+4,2 13443 4° 136,5+4,3" 139+4,2°
RVR (mmHg/ml/min) 21,040,7 23,8620,6° 24,49+0,7° 24,5620,7°

Os dados s&o expressos com média+EPM. ?p < 0,001 vs. C, °p < 0,01 vs. C, e °p < 0,05 vs. C, % < 0,001

vs. dVD, °p < 0,01 vs. dVD, 'p < 0,05 vs. Isq. Cy,, clearance de inulina; PAM, pressio arterial média;

RVR, resisténcia vascular renal.
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O numero de células PCNA positivas estava aumentado nos grupos Isq e dVD+lsq
(29,415,122 e 33,1745,88) quando comparados aos grupos C e dVvD (0,21+0,06 e
1,20+0,14), demonstrado na tabela 4, figura 4.
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Figura 4 — Imunolocalizagdo de células PCNA positivas no cértex renal de ratos — Controle (A),
deficiente em vitamina D (B), isquemia/reperfuséo renal (C) e deficiente em vitamina D submetido ao

insulto de isquemia/reperfusdo renal (D). Notar que o nimero de células positivas € maior em C e D.

A pressdo arterial média (PAM, mmHg) dos grupos dVD, Isq e dVD+Isq (134+3,4,
136,5+4,3 e 139+4,2) apresentou aumento significativo quando comparada ao grupo C,

demonstrado na tabela 1.

No intuito de estudarmos as alteracbes observadas na pressdo arterial média, a
expressdo génica dos componentes do SRAA foi avaliada. N&o houve diferencas
significativas do SRAA entre 0s grupos estudados, entretanto verificamos uma

tendéncia ao aumento do grupo dVD quando comparado ao grupo C. Os grupos Isq e
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dVD+Isq apresentaram uma diminuicdo dos genes que codificam a renina, AGT e ATla
quando comparados aos grupos C e dVD. Com relagdo ao gene que codifica a ECA, 0s
grupos Isq e dVD+Isq apresentaram uma tendéncia ao aumento quando comparados ao
grupo C, e uma diminui¢do quando comparados ao grupo dVD, demostrado na tabela 5,

figura 5.

Renina AGT ECA ATla

c dVb Isq dVD+Isqg c dvD  Isq dVD+Isq c dvD Isq dVD+Isq c dVD  Isq dVD+Isq

Figura 5 — Expressdo génica dos componentes do SRAA realizados pela técnica de qPCR de ratos
controles (C), deficientes em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em
vitamina D submetidos ao insulto de isquemia/reperfusdo renal (dVD+lsq). Valores expressos em
médiat EPM.

A resisténcia vascular renal (RVR, mmHg/mL/min) dos grupos dVD, Isq e
dVvD+Isq (23,86%0,6, 24,49+0,7 e 24,56+0,7) apresentou aumento significativo quando

comparada ao grupo C, demonstrado na tabela 1.

A proteindria (mg/24h) do grupo dVD+lIsq (48,00+6,53) apresentou aumento
significativo em relacdo aos grupos C, dVD e Isq (20,93+1,15, 33,20+2,15 e 33,33+6,09

respectivamente), demonstrado na tabela 2, figura 6.
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Proteindria
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Figura 6 — Proteindria de ratos controles (C), deficientes em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusao renal
(Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de isquemia/reperfusdo renal (dVD+Isq).
Valores expressos em médiat EPM. °p < 0,01 vs. C.

A ingestdo de agua (mL/24h) dos animais dos grupos dVD, Isq e dVD+lsq
(24,1+1,8, 26,8+2,5 e 25,92+1,5, respectivamente) apresentou aumento significativo
em relagcdo ao grupo C (10,5+1,3), demonstrado na tabela 2, figura 7B. Essa alteracédo
também foi acompanhada pelo aumento significativo do volume urinario (mL/24h) dos
grupos dVD, Isq e dVD+Isq (23,25+1,6, 29,92+2,6 e 27,31+2,2) em relagdo ao grupo C
(12,79+1,2), demonstrado na tabela 2, figura 7A. Os resultados referentes ao volume
urinario foram acompanhados de uma diminui¢do da osmolalidade urindria (mOsm/Kg
H,0) nos grupos dVD, Isq e dVD+Isq (895,6+74,0, 516,6+39,1 e 608,9+37,5) quando
comparados ao grupo C (1231+98,33). E ainda, os grupos Isq e dVD+Isq apresentaram
uma osmolalidade ainda mais reduzida em relacdo ao grupo dVD, demonstrado na

tabela 2, figura 8.
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Figura 7 — Volume urinério (A) e ingestdo de &gua (B) de 24h de ratos controles (C), deficientes em
vitamina D (dVD), isquemia/reperfuséo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de
isquemia/reperfusdo renal (dVD+Isq). Valores expressos em médiax EPM. ®p < 0,001 vs. C.
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Figura 8 — Osmolalidade urindria de ratos controles (C), deficientes em vitamina D (dVD),
isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de isquemia/reperfusdo
renal (dVD+lsq). Valores expressos em média+ EPM. °p < 0,001 vs. C; °p < 0,01 vs. C; %p < 0,001 vs.
dVvD; e °p < 0,01 vs. dVD.



Tabela 2. Parametros bioquimicos

25

Parémetros Controle dvD Isq dVvD+lsq
25(OH)D plasmatica (ng/mL) 14,79 £ 0,88 4,10 +0,79° 12,98 +1,04° 3,84 +0,23%9
PTH plasmético (pg/mL) 187,3+34,72 585,3+95,91 399,2+133,6 680,6+152,7
Pca (Mmol/L) 1,12 +0,01 0,92 +0,02° 1,35+0,01* 0,92 +0,05*
Pp (Mg/dL) 9,37 +0,39 6,49 + 0,26 6,95 + 0,36 6,96 + 0,43
Ingestéo de agua (mL/24h) 10,5+1,3 24,1+1,8° 26,8+2,5° 25,92+1,5°
Volume urinério (mL/24h) 12,79+1,2 23,25+1,6° 29,9242 6° 27,3142,2°
Uosm (MOsm/kg) 1231+98,33  8956+74,0° 516,6+39,1*  608,9+37,5*
ProteinGria (mg/24h) 20,93+ 1,15 33,20+2,15 33,33+ 6,09 48,00 + 6,53
FECa (%) 0,72+0,03 0,27+0,03 1,61+0,13%¢ 0,74+0,07%9
FEP (%) 7,68 +0,76 12,22+1,41  2717+598*" 26,69 + 4,31

Os dados sdo expressos com médiaxEPM. ?p < 0,001 vs. C, °p < 0,01 vs. C, %p < 0,001 vs. dVD, °p < 0,01

vs. dVD, fp < 0,05 vs. dVD, % < 0,001 vs. Isq e 'p < 0,05 vs. Isq. PTH, paratormdnio plasmatico; Pc,,

calcio idnico plasmatico; Pp, fésforo plasmatico; Ugsm, 0smolalidade urindria; FECa, fracdo de excre¢do

de célcio; FEP, fracdo de excrecéo de fésforo.

Corroborando os resultados da diminuicdo da osmolalidade urinéria, a expressao da
AQP2 (%) dos grupos dVD, Isqg e dVD+Isq (26,2+0,6, 49,0+1,0 e 25,2+0,8,

respectivamente) estava diminuida em relacdo ao grupo C. Além disso, a expressdo da

AQP2 estava mais reduzida nos grupos dVD e dVD+lIsq quando comparados ao grupo

Isq, demonstrado na tabela 3, figura 9.
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Figura 9 — Avaliacdo semiquantitativa da expressdo da proteina AQP2 de ratos controles (C), deficientes
em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto
de isquemia/reperfusio renal (dVD+lsq). Valores expressos em média+ EPM. %p < 0,001 vs. C; % <

0,001 vs. dVD; % < 0,001 vs. Isq.

Os niveis plasmaticos de PTH (pg/mL) ndo apresentaram diferenca estatistica entre

0s grupos estudos, demonstrado na tabela 2, figura 10.
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Figura 10 — Concentracdo plasmética do PTH de ratos controles (C), deficientes em vitamina D (dVD),

isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de isquemia/reperfuséo

renal (dVD+l1sq). Valores expressos em médiat EPM.

Os niveis plasmaticos de calcio i6bnico (mmol/L) dos grupos dVD e dVD+lsq
(0,92+0,02 e 0,92+0,05) apresentaram queda significativa em relacdo aos grupos C e Isq
(1,12+0,01 e 1,35+0,01). Além disso, o grupo Isq apresentou um aumento significativo
do calcio ibnico em relacdo ao grupo C, demonstrado na tabela 2, figura 11A. A FECa
(%) foi maior nos grupos Isq e dvD+Isq (1,61+0,13 e 0,74+0,07) quando comparados
aos grupos C e dVvD (0,72+0,03 e 0,27+0,03), demonstrado na tabela 2, figura 12A.

Outros resultados interessantes encontrados na execucdo desse trabalho foram as
concentracdes plasmaticas de fosforo e sua respectiva fracdo de excrecdo. O fdsforo
plasmatico (mg/dL) dos grupos dVD, Isq e dVD+Isq (6,49+0,26; 6,95+0,36 e 6,96+0,43
respectivamente) estava reduzido significativamente quando comparado ao grupo C
(9,37+0,39), demonstrado na tabela 2, figura 11B. Acompanhando tais resultados,
houve aumento significativo da FEP (%) nos grupos de animais submetidos ao
experimento de isquemia/reperfuséo (27,17+5,98 e 26,69+4,31), demonstrado na tabela
2, figura 12B.
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Figura 11 — Concentragdo plasmatica de calcio idnico (A) e fosforo (B) de ratos controles (C), deficientes
em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto
de isquemia/reperfuséo renal (dVD+Isq). Valores expressos em médiax EPM. °p < 0,001 vs. C; °p <
0,01 vs. C; dp < 0,001 vs. dVD; % < 0,001 vs. Isq.
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Figura 12 — Fracdo de excreg¢do de calcio (A) e fésforo (B) de ratos controles (C), deficientes em vitamina
D (dvD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto de
isquemia/reperfusdo renal (dVD+1sq). Valores expressos em médiat EPM. p < 0,001 vs. C; °p < 0,01
vs. C; %p < 0,001 vs. dVD; p < 0,05 vs. dVD. % < 0,001 vs. Isq;
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Em nosso estudo, a expressdo da proteina p21 apresentou aumento significativo no
grupo Isq (290+4,8 %) quando comparado aos grupos C, dvD e dVD+lIsq (99,0£6,0,
100,0+£27,0 e 182,0£2,9 %, respectivamente). Além disso, a expressdo da p21 do grupo
dVD+Isq foi estatisticamente maior quando comparado aos grupos C e dVD,

demonstrado na tabela 3, figura 13.
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Figura 13 — Avaliacdo semiquantitativa da expressdo da proteina p21 de ratos controles (C), deficientes
em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto
de isquemia/reperfusdo renal (dVD+lsq). Valores expressos em médiat EPM. *p < 0,001 vs. C; °p < 0,05
vs. C; %p<0,001 vs. dVD; 'p < 0,01 vs. dVD; "p < 0,01 vs. Isg.
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As alteracdes da expressdo da proteina p21 foram acompanhadas pelo ensaio de
imuno-histoquimica no tecido renal onde também constatamos aumento significativo da
marcacdo para p21 no grupo Isqg (3,9+0,11 %) quando comparado aos grupos C, dVD e
dVvD+lsq (0,5+0,09, 0,48+0,09 e 3,1+0,57 %, respectivamente). Além disso, a marcacao
da p21 do grupo dVD+lIsq foi estatisticamente maior quando comparado aos grupos C e
dVD, demonstrado na tabela 4, figura 14.

Figura 14 - Imunolocalizagéo de células p21 positivas do cértex renal de ratos - Controle (A), deficiente

em vitamina D (B), isquemia/reperfusdo renal (C) e deficiente em vitamina D submetido ao insulto de

isquemia/reperfusdo renal (D). Notar que a imunorreagdo é mais intensa em C do que em D.
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A expressdao da proteina VDR (receptor para vitamina D) apresentou aumento
significativo no grupo Isq (198+0,7 %) quando comparado aos grupos C, dVD e
dVD+Isq (99,5+0,5, 57,5+8,5 e 172+10,9 %, respectivamente). Além disso, a expressao
do VDR do grupo dVD+lsq foi estatisticamente maior quando comparado aos grupos C

e dVD, demonstrado na tabela 3, figura 15.
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Figura 15 — Avaliacdo semiquantitativa da expressdo da proteina VDR de ratos controles (C), deficientes
em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D submetidos ao insulto
de isquemia/reperfusdo renal (dVD+lsq). Valores expressos em média+ EPM. %p < 0,001 vs. C; °p < 0,05

vs. C; %p<0,001 vs. dVD; 'p < 0,05 vs. Isq.

A expressdo génica do VDR ndo apresentou diferenca estatistica, entretanto
apresentou uma tendéncia ao aumento nos grupos Isq e dvVD+Isq quando comparados

aos grupos C e dVD, demonstrado na tabela 5.
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O nudmero de células ED1 positivas estava aumentado nos grupos dVD, Isq e
dvD+Isq (5,80+0,73, 9,98+0,68 e 10,38+0,75) quando comparados ao grupo C
(2,35+0,12). Essa alteracdo foi mais evidente nos grupos Isq e dVD+lsq, 0os quais
apresentaram aumento significativo em relagdo ao grupo dvD, demonstrado na tabela 4,

figura 16 .

Figura 16 - Imunolocalizagdo de células ED1 positivas do cértex renal de ratos - Controle (A), deficiente

em vitamina D (B), isquemia/reperfusdo renal (C) e deficiente em vitamina D submetido ao insulto de

isquemia/reperfusdo renal (D). Notar que o nimero de células ED1 positivas é maior em C e D.
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Também avaliamos a presenca de linfocitos T no tecido renal. O ndmero de células
positivas para linfocito T (CD3) estava aumentado nos grupos Isq e dVD+lIsq (21,5£3,5
e 30,9+1,9) quando comparada aos grupos C e dVD (8,91+1,4 e 14,51+1,4). Além
disso, 0 grupo dVD+Isq apresentou um aumento significativo quando comparado ao

grupo Isq, demonstrado na tabela 4, figura 17 .

Figura 17 - Imunolocalizacdo de células CD3 positivas do cortex renal de ratos - Controle (A), deficiente

em vitamina D (B), isquemia/reperfuséo renal (C) e deficiente em vitamina D submetido ao insulto de
isquemia/reperfusdo renal (D). Notar que o nimero de células CD3 positivas é maior em C e mais ainda

emD.
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A area intersticial relativa (%) estava aumentada no grupo dVD (14,04+1,02)
quando comparada ao grupo C (7,5+0,42). Os grupos isquémicos apresentaram uma
AIR maior que os grupos C e dVD. Além disso, o grupo dVD+lIsq (19,00+0,49)
apresentou uma AIR maior ainda do que o grupo Isq (16,70£0,70), demonstrado na
tabela 4, figura 18.

O escore de lesdo tubular estava aumentado no grupo Isq (1,44+0,12) quando
comparado aos grupos C e dvD (0,06£0,01 e 0,10£0,01). Tal alteracdo foi mais
evidente no grupo dVD+Isq (1,72+0,09), que apresentou um escore de lesdo tubular
ainda maior quando comparado aos grupos C, dVD e Isq, demonstrado na tabela 4,
figura 18.

Figura 18 - Fotomicrografias do cortex renal de ratos - Controle (A), deficiente em vitamina D (B),
isquemia/reperfusdo renal (C) e deficiente em vitamina D submetido ao o insulto de isquemia/reperfuséo
renal (D) coradas com Hematoxilina/Eosina. Notar que as &reas de leséo tubular sdo mais extensas nos
animais dos grupos isquémicos (C e D).
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Para avaliar o indicativo de apoptose no modelo estudado, verificou-se a expressao
da proteina caspase-3. A expressdo da proteina caspase-3 foi maior nos grupos Isq e
dVD+Isq (218,2+5,83 e 243,5+10,24 %) quando comparada aos grupos C e dVD
(99,5+0,64 e 105,8+1,53). Este aumento foi ainda mais evidente no grupo dVD+lsq

quando comparado ao grupo Isq, demonstrado na tabela 3, figura 19.
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Figura 19 — Avaliacdo semiquantitativa da expressdo da proteina caspase-3 de ratos controles (C),
deficientes em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D
submetidos ao insulto de isquemia/reperfuséo renal (dVD+Isg). Valores expressos em médiat EPM. p

< 0,001 vs. C; dp<0,001 vs. dVD; ip <0,05vs. Isq.



36

A expressdo da proteina Klotho apresentou diminuigdo significativa nos grupos Isq
e dVD+lIsq (22+6,0 e 16,7+2,4 %) quando comparados aos grupos C e dVD (98+1,2 e
76x2,4 %). Além disso, o grupo dVD apresentou reducdo significativa em relacdo ao

grupo C, demonstrado na tabela 3, figura 20.
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Figura 20 — Avaliacdo semiquantitativa da expressdo da proteina Klotho de ratos controles (C),
deficientes em vitamina D (dVD), isquemia/reperfusdo renal (Isq) e deficientes em vitamina D
submetidos ao insulto de isquemia/reperfusdo renal (dVD+Isq). Valores expressos em médiat EPM. “p

< 0,001 vs. C; °p < 0,01 vs. C; “p<0,001 vs. dVD.

A expressdo génica do klotho ndo apresentou diferencga significativa, entretanto
apresentou uma tendéncia a diminuicdo nos grupos dVD, Isq e dVD+Isq quando

comparado ao grupo C, demonstrado na tabela 5.
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Tabela 3. Expressdo de proteinas do tecido renal

Parametros Controle dvD Isq dVvD+lIsq
AQP2 (%) 99+1,0 26,2+0,6° 49,0+1,0* 25,2+0,829
p21 (%) 99+6,0 100+27 290+4,82¢ 182+2,9%"
VDR (%) 99,5+0,5 57,5+8,5° 198+0,72¢ 172+10,9*%
Caspase-3 (%) 99,5+0,6 105,8+1,5 218,2+5,8%¢ 243,5+10,2%%
Klotho (%) 98+1,2 76+2,4° 22+6,0%¢ 16,7+2,43¢

Os dados s&o expressos com média+EPM. %p < 0,001 vs. C, °p < 0,01 vs. C, p < 0,05 vs. C, %p < 0,001 vs.
dVvD, 'p < 0,05 vs. dVD, 9 < 0,001 vs. Isg; "p < 0,01 vs. Isqg, e 'p < 0,05 vs. Isq.

Tabela 4. Imuno-histoquimica e histomorfometria do tecido renal

Parémetros Controle dvD Isq dVvD+lIsq
PCNA (cels+) 0,21%0,06 1,2040,14 29,41+5,12%¢ 33,17+5,88%¢
p21 (%) 0,5+0,09 0,48+0,09 3,9+0,11*¢ 3,1+0,57%¢
ED1 (cels+) 2,35+0,12 5,80+0,73" 9,98+0,68%¢ 10,38+0,75*¢
CD3 (cels+) 8,9+14 14,5+1,4 21,5+3,5% 30,9+1,9%¢"
AIR (%) 7,5+0,42 14,04+1,02° 16,70+0,70' 19,00+0,49*%!
Escore de lesdo tubular ~ 0,0640,01 0,10+0,01 1,44+0,12*¢ 1,72+0,09%%

Os dados sdo0 expressos com médiaxEPM. ?p < 0,001 vs. C, °p < 0,01 vs. C, %p < 0,001 vs. dVD, 'p < 0,05

vs. dVD; "p < 0,01 vs. Isq, e 'p < 0,05 vs. Isq. AIR, area intersticial relativa.



Tabela 5. Expressao génica do tecido renal
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Parémetros Controle dvD Isq dVvD+lIsq
renina (AACt) 1,04+0,55 1,49+0,60 0,78+0,18 0,61+0,25
AGT (AACY) 0,97+0,49 2,23+0,76 0,12+0,02 0,33+0,13
ECA (AACY) 0,90+0,36 2,42+1,11 1,74+0,42 2,14+0,76
ATla (AACY) 1,05+0,17 1,18+0,07 0,91+0,11 1,00+0,09
VDR (AACY) 0,7040,15 0,59+0,10 1,15+0,27 0,83+0,17
klotho (AACt) 1,85+0,78 0,90+0,29 0,40+0,05 0,47+0,13

Os dados sdo expressos com médiatEPM. AGT, angiotensinogénio; ECA, enzima de conversdo da

angiotensina I; AT1a, receptor AT1 da Angiotensina Il isoforma a.
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5. DISCUSSAO

Os resultados dos niveis plasmaéticos da 25 (OH) D, a forma circulante da
vitamina D, mostram que a dieta livre de vitamina D oferecida aos animais foi efetiva
na obtencao do modelo experimental de deficiéncia em vitamina D. O nivel sérico da 25
(OH) D reflete a vitamina D ingerida através dos alimentos e suplementos assim como a
sintese cutanea [40]. Vale a pena ressaltar que nossos animais foram mantidos sem a
presenca de luz solar.

O clearance de inulina reflete a funcdo renal dos animais estudados e esse
resultado evidenciou um efeito deletério da deficiéncia de vitamina D, contribuindo para
a potencializacdo da IRA induzida pela isquemia/reperfusdo. As mudancas
fisiopatolégicas que sdo responsaveis pela lesdo pds-isquémica renal e que afetam as
funcBes renais na IRA permanecem pouco conhecidas. E sabido que a IRA é causada
por um processo multifatorial e que a prevencdo e o tratamento precoce continuam
sendo a melhor escolha terapéutica [5]. A fisiopatologia da lesdo renal aguda envolve
uma interacdo complexa entre fatores vasculares, tubulares e inflamatorios seguidos por
um processo de reparacdo que pode restaurar a funcdo e a diferenciagdo epitelial ou
resultar em doenca renal crénica com aparecimento progressivo de fibrose [41,42].
Entretanto, a disponibilidade de informacdes na literatura envolvendo a deficiéncia de
vitamina D e queda da taxa de filtracdo glomerular em modelo experimental agudo de
injuria renal € muito escassa, porém, varios sdo os trabalhos clinicos que associam 0s
baixos niveis de vitamina D como sendo um fator de risco para o desenvolvimento da
IRA em pacientes criticos [30,31,43]. Recentemente, de Boer e cols. relataram em um
estudo clinico que a insuficiéncia de vitamina D no organismo pode ser um fator de
risco para a perda de funcdo renal e terminam por dizer que a suplementacdo deste
hormonio previne o desenvolvimento e a progressdo da doenca renal crénica [44]. Por
outro lado, temos que levar em consideracdo o SRAA, onde estudos clinicos e estudos
experimentais plausiveis mostram que a deficiéncia de vitamina D contribui para uma
inapropriada ativagdo do SRAA como um mecanismo de progressdo da doenca renal
crbnica [45,46,47].

O peso dos animais dos grupos Isq e dVD+lsq foi estatisticamente menor

quando comparados aos grupos C e dVD. Esses dados foram obtidos dois dias ap0s o
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insulto isquémico, ou seja, 0 processo pos-operatorio associado a IRA ja estabelecida
nos levam a entender a perda de peso encontrada.

A relacdo peso renal/peso corpéreo é uma medida indireta da hipertrofia e
proliferacdo celular e mostrou aumento significativo, evidenciando hipertrofia renal nos
grupos Isq e dvVD+Isq em relacdo aos grupos C e dVD. A hipertrofia renal é uma
alteragdo cléssica observada nos modelos de isquemia/reperfusdo renal [48]. Com
relacdo a vitamina D, sabe-se que uma vez formada, a 1,25 (OH) D pode inibir a
proliferacdo celular, induzir maturacdo celular, inibir a angiogénese e levar a apoptose
na tentativa de prevenir dano celular [49]. Desta forma, nossos dados mostram que a
deficiéncia de vitamina D associada ao insulto isquémico levou ao aumento ainda mais
acentuado da relacdo peso renal/peso corpéreo contribuindo para o dano celular.
Corroborando com estes dados, a expressdo de células positivas para PCNA foi
analisada, uma vez que a expressdao de PCNA pode ser considerada um marcador de
proliferacdo celular [36]. Desta forma, a anélise da expressdo da PCNA apresentou-se
maior nos animais que sofreram o insulto isquémico e uma tendéncia a elevar-se nos
animais dVD+lsq.

A pressao arterial média e a resisténcia vascular renal dos grupos dVD, Isq e
dVD+Isq foram estatisticamente maior quando comparados ao grupo C. A resposta
natural de autorregulacdo para alterar a pressdo arterial renal tem importantes
implicacdes na oxigenacdo renal. A autorregulacdo do fluxo sanguineo renal é
principalmente mediada pela resisténcia vascular glomerular, impulsionado pela
resposta miogénica, feedback tubulo-glomerular, e talvez por mecanismos adicionais.
As mudancas na resisténcia da arteriola eferente, principalmente dependente dos niveis
de liberacdo de renina vinda do aparelho justaglomerular da arteriola aferente sdo
responsaveis pela regulacdo do ritmo de filtracdo glomerular [50,51]. De acordo com
nossos resultados, a isquemia promoveu um aumento da resisténcia vascular renal, ou
seja, uma constricdo para tentar aumentar a presséo arterial renal e reestabelecer o ritmo
de filtracdo glomerular. A deficiéncia de vitamina D, de acordo com a literatura, pode
levar ao aparecimento de hipertensdo arterial sistémica com o envolvimento do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, do endotélio e de alteracbes na musculatura lisa
vascular. Camundongos deficientes para a 1-a-hidroxilase, a enzima que converte a
vitamina D na sua forma ativa, a 1,25 (OH) D, desenvolve hipertensdo arterial e

hipertrofia do ventriculo direito. Além disso, diretamente, a vitamina D suprime a
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expressdo de renina [46,47,52]. Estudos mais recentes usando artérias renais de
pacientes hipertensos relataram que o calcitriol reduziu a expressdo do receptor para
angiotensina (AT1) em ceélulas endoteliais [53]. Assim, nossos dados mostraram que a
deficiéncia de vitamina D levou ao aumento da pressao arterial média e ao aumento da
resisténcia vascular renal. Entretanto, o insulto isquémico associado a deficiéncia de
vitamina D ndo potencializou este fendbmeno (aumento da pressdo arterial media e
resisténcia vascular renal). Estes dados foram acompanhados pela analise da expressao
génica dos componentes do SRAA (renina, AGT, ECA e AT1a). Embora os dados ndo
tenham sido significativos, foi observada uma tendéncia a ativacdo do SRAA dos
grupos que receberam a dieta deficiente em vitamina D.

Nos resultados da proteindria nota-se que tanto o insulto da isquemia/reperfuséo
como a propria deficiéncia de vitamina D isolada ja interferem com a excrecdo urinéria
de proteinas. A associacdo das duas intervenc@es culminou em um aumento expressivo
da proteindria. Estudos tém demonstrado que a insuficiéncia e/ou deficiéncia de
vitamina D esta associada ao aumento da prevaléncia da proteinudria na populacao adulta
em geral [54,55]. Entretanto, os mecanismos pelos quais a proteindria leva a reducgéo
dos niveis de vitamina D no organismo ou vice-versa ndo estdo totalmente esclarecidos
[55]. E sabido que niveis baixos de vitamina D podem desencadear proteindria por
fatores diretos e indiretos. Diretamente, baixos niveis de vitamina D induzem a perda de
poddcitos e desenvolvimento de glomeruloesclerose através de efeitos celulares diretos,
prejudicando a integridade da membrana de filtracdo glomerular [56]. Indiretamente, a
vitamina D suprime a transcricdo de renina contribuindo para a reducdo da proteindria
através de efeitos hemodinamicos [57].

Os resultados referentes a ingestdo de agua e a diurese dos grupos de animais
dVD, Isq e dVD+Isq foram acompanhados de uma diminuicdo da osmolalidade urinaria
quando comparados ao grupo C. Corroborando os resultados da diminuicdo da
osmolalidade urinéria, a expressdo da AQP2 dos grupos dVD, Isq e dVD+lIsq estava
diminuida em relagdo ao grupo C. Tal alteragdo foi observada principalmente naqueles
grupos de animais que sdo deficientes em vitamina D, mostrando que o déficit desse
hormdnio contribui para a perda da habilidade renal em concentrar a urina. O insulto de
isquemia/reperfusdo abriga complexas condi¢des que incluem o inicio de um processo
inflamatorio, que esta associado ao prejuizo da habilidade renal de concentracéo

urinaria e transporte de solutos [58]. A isquemia/reperfusdo renal esta associada a uma
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marcante reducdo na expressao protéica de aquaporinas renais, principalmente AQP1,
AQP2 e AQP3 [59]. Contudo, a influéncia da deficiéncia da vitamina D na queda da
expressao protéica da aquaporina 2, como observado em nossos resultados, permanece
desconhecida e praticamente sem informacdes na literatura cientifica.

Os niveis plasmaticos de PTH, embora ndo tenham apresentado diferenca
estatistica entre os grupos de animais estudados, é um parametro que devemos levar em
consideracdo. A diminuicdo do célcio idnico estimula a liberacdo do PTH, o qual
mantém a homeostase do calcio, liberando calcio e fosforo através do aumento da
dissolucdo mineral 6ssea, aumentando a reabsor¢do renal de calcio e excrecdo renal de
fésforo, e ainda aumentando a absorcdo gastrointestinal de célcio e fosforo
indiretamente atraves dos seus efeitos via sintese da 1,25 (OH) D (calcitriol). O
calcitriol, além de regular a absorcdo intestinal de célcio e fésforo, também atua
inibindo a sintese do PTH da glandula paratiredide [17]. Assim, de acordo com nossos
dados, a deficiéncia de vitamina D culminou por alterar sim, mesmo sem diferencas
estatisticas, a liberacdo do PTH, e consequentemente também a homeostase do calcio e
do fosforo.

Os niveis plasmaticos de célcio ibnico, assim como a FECa dos grupos de
animais que receberam dieta deficiente de vitamina D apresentaram queda significativa
em relacdo aos animais que receberam dieta padrdo. Essa alteracdo ja era esperada uma
vez que a dieta livre de vitamina D consumida pelos animais também apresentava teores
reduzidos de célcio. Além disso, a propria deficiéncia de vitamina D e o PTH elevado
terminam por interferir com o balango de célcio do organismo [17].

Outros resultados interessantes encontrados na execucao desse trabalho foram as
concentracdes plasmaticas de fosforo e sua respectiva fracdo de excrecdo. Observamos
reducdo dos niveis de fosforo plasmatico em todos os grupos em relacdo ao controle, o
que é esperado nos animais deficientes de vitamina D (com ou sem isquemia).
Observamos também hipofosfatemia no grupo isquémico. Os animais submetidos a
cirurgia foram colocados em gaiola metabdlica e, portanto, devem diminuir a ingesta de
comida o que pode justificar esta queda nos niveis plasmaticos de fosforo. A
hipofosfatemia pode ocorrer quando ha diminuicdo da ingestdo de fosforo (diminuicdo
da absorcéo intestinal ou aumento da perda gastrointestinal), ou excesso da perda renal
por disturbios tubulares renais ou hiperparatiroidismo [17]. Observamos que houve um

aumento da FEP (embora ndo significativo) no grupo deficiente de vitamina D em
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relacdo ao controle. Sabemos que a vitamina D € responsavel pela absorcdo intestinal de
fosforo [17]. Além disso, como ha diminuicdo dos niveis séricos de vitamina D, espera-
se gque haja elevacdo dos niveis séricos de PTH [17]. Observamos este evento no nosso
trabalho; o grupo com deficiéncia de vitamina D apresentou elevacdo dos niveis séricos
de PTH, embora, ndo significante. A elevacéo dos niveis séricos de PTH pode justificar
também o aumento da FEP encontrada. Para aumentar a excrec¢ao urinéria de fosforo, o
PTH inibe a reabsorcdo deste ion no tdbulo proximal e liga-se a um receptor na
membrana basolateral das células desse segmento, desencadeando uma série de eventos
que acabam por degradar o co-transportador Na-Pi situado na membrana luminal,
fazendo com que a entrada de fosforo seja diminuida [20]. Além disso, substancias
denominadas fosfatoninas, onde a mais conhecida delas é o FGF-23, estdo envolvidas
na inibicdo do transporte de fosforo, podendo levar a uma fosfaturia. Entretanto os
mecanismos pelo qual as fosfatoninas diminuem a reabsorcdo de fosforo ndo estdo
elucidados [20]. Foi constatado que 0s animais isquémicos apresentaram aumento da
FEP e isto pode ser explicado pela leséo tubular da injuria renal aguda. Lembrando que
a FEP ¢ corrigida pela filtracdo glomerular. Os animais isquémicos com deficiéncia de
vitamina D, mesmo com insuficiéncia renal apresentaram a excrecao urinaria de fésforo
aumentada em relacdo aos animais controle. Isto também pode ser explicado pelo
aumento dos niveis séricos de PTH, aumentando a excrecdo de fésforo assim como a
FEP.

O insulto de isquemia/reperfusdo renal pode ativar vias celulares de proliferacao
e apoptose. A IRA induz células renais quiescentes a entrar no ciclo celular e dispara a
inducdo de inibidores do ciclo celular, incluindo a proteina kinase inibitoria p21
[9,10,11]. Fisiologicamente, esta molécula esta presente no citoplasma das células e o
aumento da sua expressdo implica no bloqueio da progressédo do ciclo celular, uma vez
que a p21 é uma potente inibidora da atividade de ciclinas [9,10,11]. Em nosso estudo, a
expressao da p21 apresentou aumento significativo no grupo Isq quando comparada aos
grupos C, dVD e dVD+lsq, respectivamente. E interessante notar que ao mesmo tempo
em que o insulto de isquemia/reperfusdo renal eleva os niveis de p21 citoplasmaticos, a
deficiéncia de vitamina D reduz os niveis desta molécula. As potentes propriedades
imunomodulatorias e antiproliferativas da vitamina D sugerem que este hormonio possa

participar da fisiopatologia renal [60], controlando a inflamacéo renal.
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A expresséo do VDR (receptor para vitamina D) apresentou aumento
significativo no grupo Isq quando comparado aos grupos C, dvVD e dVD+lsq,
respectivamente. A 1,25 (OH) D para atuar e desenvolver seus efeitos antiproliferativos
precisa se ligar ao seu receptor, 0 VDR, no interior do nucleo celular e assim participar
do ciclo celular levando as células para a fase GO/G1. A progresséo do ciclo celular é
regulada por ciclinas e por kinases que inibem ciclinas. Dentre as kinases que inibem as
ciclinas temos a p21, que pode atuar via VDRSs, inibindo o ciclo celular [61]. Desta
forma, no nosso modelo experimental, a deficiéncia de vitamina D promoveu uma
queda da expressdo do VDR e uma diminui¢do da ativacdo da p21. Portanto, como
existe um embotamento ao aumento da p21 na IRA dos animais deficientes de vitamina
D em relagdo aos animais isquémicos, isto pode acarretar em proliferacdo. J& é sabido
que animais knockouts para o gene p2l apresentam uma IRA mais severa que 0S
animais que expressam o p21 [11]. Inicialmente, poderiamos pensar que estes animais
knockouts apresentariam protecdo para a IRA isquémica, pois haveria maior
proliferacdo celular e, portanto regeneragdo. Entretanto, como ja demonstrado, no
momento da lesdo de isquemia/reperfusdo, a célula necessita estar sem se dividir, para
assim poupar energia [10]. Estudos mostram que estes animais knockouts para o gene
p21, submetidos ao insulto isquémico renal, apresentam células que tentam se dividir
durante o processo ainda de leséo de isquemia/reperfuséo e nesta tentativa de se dividir,
como ha falta de energia e substrato, ndo completam o ciclo celular. Muitas delas
apresentam poliploidia [10]. No entanto, com relacdo a vitamina D e p21, somente
alguns trabalhos envolvendo o0s mecanismos desencadeados pelo céncer séo
encontrados na literatura. Assim, frente a estes estudos sabe-se que a vitamina D e seus
analogos podem inibir in vitro o crescimento de células envolvidas no céancer
pancreatico via ativacdo do p21 e p27, os quais influenciam a progressdo e parada das
células na fase GO/G1 [62,63]. Entretanto, a literatura é escassa quanto ao estudo da
deficiéncia de vitamina D e p21.

Outro dado interessante foi a expressdo de células ED1 positivas, que se
apresentou elevada nos animais deficientes em vitamina D e mais ainda nos animais
submetidos ao insulto isquémico. A inflamacdo é uma das principais complicacOes da
IRA. Ja a vitamina D pode atenuar o quadro inflamatorio [21,64]. Nossos dados

mostram que no grupo de animais deficientes de vitamina D ja existe um processo de
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dano tecidual com infiltragdo de macrofagos, e isso ficou ainda mais evidente nos
animais submetidos ao insulto isquémico.

Também avaliamos a presenca de linfocitos T no tecido renal, uma vez que tanto
a fase inicial como a tardia é caracterizada pela presenca de linfocitos na IRA [41], e
isso foi observado nos nossos animais do grupo Isg. Entretanto, foi no grupo dVD+lsq
que esses dados foram ainda mais evidentes, mostrando que a deficiéncia de vitamina D
potencializou esse aumento.

Um quadro bastante encontrado no modelo de isquemia e reperfusdo € a
presenca de necrose tubular, acompanhada de aumento de infiltrado de células,
dilatacdo tubular, expansdo da area intersticial e ainda a presenca de apoptose celular
[5,41]. Estes achados foram encontrados no nosso modelo e estavam mais evidentes nos
animais deficientes em vitamina D submetidos ao insulto isquémico, mostrando que a
deficiéncia de vitamina D pode ser um fator agravante diante de um evento de injdria
renal aguda.

Como a p2l1 estd envolvida no processo do envelhecimento verificamos a
expressao proteica do Klotho. A expressdo de Klotho apresentou-se diminuida nos
animais submetidos ao insulto de isquemia/reperfusdo quando comparados aos grupos C
e dVD. Sabe-se que a IRA leva a uma rapida e pronunciada reducdo do mRNA e da
proteina Klotho no rim dos animais, entretanto, o mecanismo pelo qual o Klotho é
menos expresso ndo é conhecido [25]. A deficiéncia de Klotho leva a uma alta producao
de 1,25 (OH) D e aumenta a producdo de estresse oxidativo. Uma alta producédo de 1,25
(OH) D pode ser o principal responsavel pelo fenétipo do envelhecimento em
camundongos deficientes de Klotho. Entretanto, estudos mostram que o fosfato e ndo o
calcio ou a vitamina D, € o responsavel pelos feno6tipos do envelhecimento. Embora seja
provavel que a diminuicdo de vitamina D na dieta ou a ablacdo da atividade da vitamina
D acelerem o envelhecimento atraves da reducgédo dos niveis de fosfato sérico, também é
possivel que altos niveis séricos de vitamina D e/ou de célcio possam ser pré-requisito
para o fosfato induzir caracteristicas precoces do envelhecimento. Ou seja, existe um
feedback negativo envolvendo a vitamina D e o eixo Klotho-FGF-23 [25,26,65]. Sabe-
se que o klotho participa da via p53/p21. Apos dano ao DNA, estudos mostram que 0
klotho pode induzir o fenotipo de senescéncia celular atraves da via de sinalizacdo

p53/p21 [26,27]. De acordo com nossos dados, a expressdo proteica do Klotho esta
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reduzida nos animais submetidos ao insulto isquémico, e a expressdo proteica da p21

esta elevada nesses mesmos animais, nos levando a associar esses dois pardmetros.

De acordo com nossos resultados, a deficiéncia de vitamina D promoveu uma
queda da filtracdo glomerular e aumento da proteindria agravando a IRA isquémica.
Além disso, observamos aumento da relagdo peso renal/peso corporal, sugerindo maior
proliferacdo e hipertrofia. A deficiéncia de vitamina D também induziu uma diminuicao
na ativacdo do VDR e da expressdao da proteina p21, e aumento da expressdo de
caspase-3. Na caréncia deste hormoénio também observamos déficit de concentracédo
urinario com diminuigdo da expressdo da AQP2; e um maior dano morfologico

caracterizado pelo aumento da &rea intersticial e presenca de necrose tubular.
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6. CONCLUSAO

A deficiéncia de vitamina D agrava a IRA isquémica. Os mecanismos de
potencializacdo da lesdo de isquemia/reperfusdo renal podem ser atraves de uma

menor ativacdo da proteina p21, via receptor de vitamina D.
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Pesquisa n® 133/10 intitulado: "Estudo da deficiéncia de vitamina D em
modelo de isquemia/reperfusio renal em ratos" e seus anexos,

apresentado pelo Departamento de Clinica Médica.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, os

relatorios parciais e final sobre a pesquisa .

Pesquisador (a) Responsavel: Lucia da Conceicio Andrade

Pesquisador (a) Executante: Ana Carolina de Braganca

CEP-FMUSP, 16 de junho de 2010.

Prof. Dr. Eduardo Massad
Coordenador
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Campos, 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
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