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RESUMO

Estudos prévios tém mostrado que a vitamina D é capaz de regular pressao
arterial que constitui o maior fato de risco para o acidente vascular encefalico.
Entretanto, esse efeito ainda nao foi investigado no modelo animal suscetivel
ao acidente vascular encefalico espontaneo (SHRSP), o que nos levou a
estudar o efeito da administracéo crénica de vitamina D3 (colecalciferol) sobre
0s parametros biolégicos gerais e neurolégicos de ratos SHRSP, bem como
seu efeito sobre a presséo arterial. Machos SHRSP (n=30) de 8 semanas de
idade e peso médio de 142+20g apods periodo basal de 7 dias, foram divididos
em 3 grupos para a investigacdo da Curva dose-efeito (n=12), Longevidade
(n=12) e Determinacdo de aldosterona plasmatica (n=12). Demonstramos que
a dose ideal sem suscitar efeitos adversos seria 12,5 ug/Kg™* de colecalciferol.
Os animais do grupo Longevidade foram suplementados com a dose ideal até
0 6bito, contudo ndo observamos diferenca na sobrevivéncia entre 0s grupos.
Houve reducdo da aldosterona concomitante a reducdo de pressao arterial
sistélica com o tratamento de colecalciferol a 12,5 pg/Kg' por 28 dias.
Verificamos processo adaptativo dos ratos suplementados a alguns testes
neuroloégicos, ao mesmo tempo, a severidade das lesdes no grupo controle
foram de maior gravidade. Esses achados confirmam que a vitamina D3
possui efeito hipotensor pela modulacdo da aldosterona plasmatica e que o
tratamento contribuiu para menor severidade dos ataques isquémicos

transitorios.
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ABSTRACT

Previous studies have showed that vitamin D is able to regulate the blood
pressure that is the major risk factor for stroke. However, there was no
investigation of this effect in animal model of spontaneous stroke (SHRSP) yet.
Therefore the action of vitamin D3 (cholecalciferol) chronic supplementation on
biologic and neurological profiles of SHRSP rats, and its effects on blood
pressure were investigated. SHRSP males (n=30) of 8 weeks old and weighting
142+20 g after baseline period of 7 days, were subdivided in 3 groups in order
to investigate: curve-dose response (n=12), longevity (n=12) and plasmatic
aldosterone (n=12). We have demonstrated that ideal dose was 12.5 pug/Kg™
without provoking toxic effects. The animals of longevity group were
supplemented with the ideal dose up to death; however there was no difference
on survival between groups. There were a significant reduction of plasma
aldosterone and blood pressure with 12.5 ug/Kg™ cholecalciferol treatment by
28 days. We verifed an adaptive process of treated rats in some neurological
tests, at the same time, the lesion severities at control group were worse. These
findings confirm that vitamin D3 has a hipotensor effect, throughout plasmatic
aldosterone modulation and the treatment contributed to severity minor of

transitory ischemic attacks.
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico (AVE) é atualmente considerado a causa mais
freqiente de morte em individuos acima de 69 anos no Brasil. (DE PADUA &
FATIMA, 2003). Epidemiologicamente, este afeta mais pessoas do que qualquer
outra doenca neurolégica, com aproximadamente 500 mil novos casos por ano
(MARK & DAviIs, 2000).

O risco de recorréncia de AVE situa-se entre 15% e 30% em cinco anos e um
novo episodio de doenca cerebrovascular geralmente tem maior gravidade para o
paciente, 0 que acarreta em significativo 6nus para o sistema de saude, uma vez
que as complicacfes apos o AVE (incapacidade motora e cognitiva) representam
importantes implicacdes socio-econémicas (PIEDADE ET AL, 2003). A Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 2002) define como acidente vascular encefalico, o
rapido desenvolvimento de sinais/sintomas focais e as vezes globais de perda de
funcao cerebral, com sintomas durando mais de 24 horas ou liderando morte sem
causa aparente, a ndo ser aquela de origem vascular, mas essa definicdo exclui o
atague isquémico transitério (AIT), que é definido como sintomas neuroldgicos
focais que duram menos de 24 horas. O AIT € também um significante indicador
para 0 AVE, uma vez que aproximadamente 10% a 20% dos pacientes

diagnosticados com ATI tem um episodio de AVE dentro de 90 dias (GILES ET AL,



2006; ROTHWELL ET AL, 2006) ou, entdo, aproximadamente 15% dos pacientes que
apresentam AVE ja tiveram ATI. (LYNCH & NELSON, 2001)

O AVE é uma doenca multifatorial onde muitos determinantes tém sido
descritos. Esses determinantes ou fatores de risco podem ser divididos em fatores
modificaveis e ndo modificaveis idade e sexo sdo exemplos de dois fatores bem
conhecidos para o AVE, porém ndo modificaveis, em contraste, a reducao da
exposicao por fatores modificaveis, tais como, fumo, atividade fisica, dieta, podem
liderar menor ocorréncia de AVE na populacdo (WHO, 2002). Informacfes sobre
o AVE em paises em desenvolvimento sdo dificeis de obterem e isso pode ser a
razao para poucos registros na Ameérica do Sul. No estudo de Rojas et al (2006)
em Buenos Aires a hipertensdo arterial foi 0 mais frequente fator de risco
registrado e o padrao de subtipos de AVE parece ser diferente dos reportados em
outras regides do mundo, com uma frequiéncia mais alta de doenca de pequenos
vasos.

O risco aumentado para o desenvolvimento do AVE segundo Brown (2004)
esta relacionado com a sindrome metabodlica, compreendendo obesidade
abdominal, niveis de triglicerideos aumentados, baixo nivel de HDL, metabolismo
alterado da glicose e hipertenséo arterial. A hipertenséo arterial € considerada o
fator central para o AVE e observa-se que dentre os mecanismos regulatérios da
pressdo sanguinea, o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) merece
destaque quanto aos seus efeitos deletérios sobre a hipertensédo arterial e sua
estimulacao inapropriada tem sido associada também ao AVE. (MARK & Dauvis,
2000)

Adicionalmente, outros fatores tém sido associados ao AVE, que incluem

liberacdo excitatoria de aminodacidos, despolarizacdo induzida pelo influxo de



calcio, 6xido nitrico intracelular, radicais livres e inducdo de morte celular
programada. (WANG ET AL, 2000).

Dessa forma, uma série de manobras que visam a modulacdo dos fatores
determinantes do AVE tém sido propostas, incluindo aquelas que utilizam
vitaminas.

No que se refere a vitamina D, a literatura vem sugerindo que essa vitamina
por ser um regulador negativo da expresséo da renina in vivo, pode interferir no
AVE (lADEcoOLA, 2004). Além disso, somam-se os fatos da existéncia de
receptores de vitamina D (VDR) no cérebro, reforcando a suposicdo de que essa
vitamina possa ter acdo neuroprotetora (BREWER ET AL, 2001). Entretanto a
literatura ainda carece de mais dados referentes a possivel atuacdo dessa
vitamina na doenca cerebrovascular, especialmente quanto ao seu papel em
modelos animais para o AVE espontaneo, fato este que motivou o presente

estudo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Principal

Investigar o efeito da administracao crénica de colecalciferol sobre parametros
biolégicos gerais e neurologicos do modelo animal de AVE espontaneo - o rato

espontaneamente hipertenso suscetivel ao AVE (SHRSP).

2.2. Objetivos Especificos

» Estabelecer uma curva de dose-efeito para o colecalciferol em ratos SHRSP;
» Investigar o efeito dessa suplementacao sobre a pressao arterial;

» Investigar se a suplementacao de vitamina D € capaz de modular os niveis de
aldosterona dos animais;

» Investigar o efeito dessa suplementacao sobre a longevidade desses animais.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Hipertenséo arterial e AVE

A hipertensdo é o maior fator de risco para morbidade e mortalidade
cardiovascular. Na maioria dos casos, a causa primaria da hipertensao
permanece desconhecida devido a sua natureza complexa, sendo caracterizada
como uma doenca poligénica, heterogénica e multifatorial e por isso classificada
como hipertenséo essencial. (KATO, 2002; WU ET AL, 2003; GILES, 2006)

Uma elevada pressao é provavelmente o mais importante problema de
saude publica e sua prevaléncia depende tanto da composicdo racial da
populacdo estudada como dos critérios usados para definir tal condicao
(RUDIJANTO, 2006).

Reconhece-se que pacientes com hipertensdo morrem prematuramente e
as mais comuns causas de morte sdo doenca do coracédo, AVE e faléncia renal
(RUDIJANTO, 2006; GILES, 2006).

Quanto ao seu papel sobre a isquemia cerebral, considera-se que a
hipertenséo represente um risco relativo cinco vezes maior para o aparecimento
do AVE (SERNAET AL, 2006).

Estima-se que 77% de todos os AVEs primarios estejam relacionados a

hipertensdo (LYNCH & NELSON, 2001), e continuos aumentos na pressdo dos



vasos sanguineos podem resultar em placa aterosclerética e dano endotelial,
consequentemente, a ruptura da placa e a formacéao de trombo podem liderar o
AVE (SAUEBECK, 2006).

Nesse sentido, testes clinicos tém estabelecido que a reducdo da pressao
arterial é efetiva na prevencéo primaria de AVE isquémico e hemorragico em
pacientes hipertensos e na prevencéo secundaria em pacientes néo hipertensos e
hipertensos, mesmo com pequenas reducdes na pressao arterial. (SERNA ET AL,
2006).

A hipertensdo produz um aumento na resisténcia dos vasos cerebrais e
perda do mecanismo fisiologico de autoregulacdo (FARACI ET AL, 1990).
Considera-se que a hipertensdo exerca acdes deletérias no cérebro e sua
circulacdo, pois altera a estrutura dos vasos sanguineos cerebrais por produzir
hipertrofia vascular e remodelacdo, e também por promover aterosclerose em
grandes artérias (DICKINSON, 2001; FARACI ET AL, 1990). A literatura também vem
assinalando que a inibicdo da enzima conversora de angiotensina, que faz parte
da modulacdo do SRAA, contribui para a regulacdo cerebrovascular por inibir

acOes vasoconstritoras enquanto modula ac¢des vasodilatadoras (MARK & DAviIS,

2000).
Atherosclerotic plaque
Cerebral microvascular
| Thrombus / endothelium

llustracdo 1 — Oclusédo trombética. Fonte: Mark et al, 2000.



3.2. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

O SRAA é uma cascata regulatoria que atua como papel essencial na
regulacdo de pressao arterial, homeostase hidroeletrolitica e a estimulacdo
inapropriada do SRAA tem sido associada com hipertenséo, ataques do coracao
e AVE (LI ET AL, 2004).

Sabe-se que a secrecdo da renina é regulada pela pressao de perfusao
renal, atividade do nervo simpatico renal e pela carga tubular de sodio. Sua
secrecdo € estimulada por fatores tais como, prostaglandinas, oxido nitrico e
adrenomedulina e inibida por outros fatores, incluindo angiotensina Il, endotélio,
vassopressina e adenosina (LI ET AL, 2002).

Esse sistema classicamente é definido como sistema enddcrino, com 0s
componentes da cascata enzimatica produzido em locais bem definidos e tendo
como seu peptideo efetor a angiotensina I, que exerce suas acfes em Orgaos-
alvos distantes do local de producéo (DzAu, 1988).

A renina € uma enzima proteolitica integrada com pré-pro-renina, que é
clivada em pro-renina, e posteriormente, em renina ativa, a qual € armazenada e
liberada imediatamente apd6s o estimulo. Quando é liberada na circulacdo, a
renina cliva o angiotensinogénio, formando a angiotensina |. Esta por sua vez &
clivada pela enzima de conversdo da angiotensina Il, considerada o horménio
biologicamente ativo, que por sua vez leva a liberacdo de aldosterona e
vasoconstricao.

A aldosterona € classicamente envolvida na regulacdo de soédio e

homeostase hidrica e assim, participa na regulacdo da pressao arterial. Também



esta envolvida na hipertrofia vascular dos musculos liso e pode causar prejuizo da
matriz vascular e disfuncédo endotelial (TAKEDA, 2004)

A aldosterona é sintetizada em tecidos extrarenais, tanto nos vasos
sanguineos como no cérebro. Os receptores de aldosterona estdo presentes em
cardiomidcitos, células endoteliais e fibroblastos cardiacos. A producdo vascular
de aldosterona pode ser regulada tanto por uma acao sistémica como local do
SRAA. (TAKEDA ET AL, 2000; Takeda, 2005) e as ac0Oes local e sistémica do SRAA
sdo os principais fatores patofisiolégicos no desenvolvimento de hipertrofia e
desenvolvimento de hipertensdo em ratos (TAKEDA, 2005).

Em sua capacidade como um hormdénio mineralocorticoide, a aldosterona
tem receptor ligante de propriedades enddcrinas nas células epiteliais, nas trocas
de sodio e potassio em tecidos alvos, tais como rim, célon e glandulas salivares e
sudoriparas (FOSTER ET AL, 1997; EPSTEIN, 2001)

No que se refere ao seu papel no AVE espontaneo, Horiuch et al (1993)
encontrou um aumento na concentracdo de receptores de aldosterona no rim de
uma sublinhagem de SHRSP onde o desenvolvimento da malignidade
nefroesclerdtica ocorreu sem carga de sal.

Portanto, uma notavel reducdo da mortalidade por AVE tem sido

demostrada com a modulacédo do SRAA (MARK & DAvis, 2000).



3.3. Vitamina D

A vitamina D3 (colecalciferol) € produzida na pele por uma conversao
fotélica por raios ultravioletas da 7-dehidrocolesterol a provitamina D3, seguida de
isomerizacao termal até a vitamina D3.

O primeiro passo na ativagdo metabdlica de vitamina D3 € a hidroxilacao
do carbono 25 ocorrida primariamente no figado. Como o0s niveis de 25
hiroxicolecalciferol (25(OH)D3) aumentam proporcionalmente em virtude do
consumo de vitamina D, esta concentracdo plasmatica € comumente usada como
indicador do status de vitamina D.

O segundo passo mais importante na bioativacdo da vitamina D, é a
conversao de sua forma mais biologicamente ativa, conhecida como calcitriol. A
formacao do calcitriol (1,25 dihidroxicolecalciferol) (1,25 (OH)2D3) a partir da
25(OH)D3 ocorre abaixo das condi¢des fisioldgicas, principalmente no rim. A
enzima renal responsavel pela producdo de 1,25(0OH)2D3, a 25(OH)D3-1-a—
hidroxilase estd localizada na membrana mitocondrial interna e é uma
monooxigenase citocromo P450, que requer oxigénio e ferrodoxina reduzida.

Os compostos de vitamina D séo transportados por proteinas plasmaticas,
sendo a mais importante, a proteina ligante de vitamina D. A proteina ligante de
vitamina D € sintetizada no figado e circula no plasma em concentracdes
plasmaticas 20 vezes mais altas do que a quantidade total de metabdlitos de
vitamina D.

Os receptores VDR foram encontrados originalmente em oOrgaos alvos
classicos do metabolismo da vitamina D envolvidos na homeostase mineral, como

intestino, 0sso, rim e glandulas paratiredides. Mais recentemente, os VDRS tém
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sido detectados em muitos outros tecidos e tipos celulares e esses 6rgaos alvos
nao classicos da vitamina D respondem a 1,25(0OH)2D3 com uma classe diversa
de acbes biolégicas incluindo imunomodulacdo, inibicho de células de
crescimento e inducdo de diferenciacdo celular (NORMAN, 1998; BROWN ET AL,
1999).

A expressédo do DNA de receptores VDR numa variedade de sistemas tem
permitido a analise de funcdes estruturais de proteinas dos receptores VDR,
promovendo assim, novas visdes dentro dos mecanismos que mediam acdes da
1,25(0OH)2D3 (BROWN ET AL, 1999).

Além do rim, outros tecidos e células expressam a la(OH)ase in vitro,
entretanto, em humanos essa fonte extrarenal de 1,25(OH)2D3 somente contribui
significativamente para a circulacdo de 1,25(0OH)2D3 durante a gravidez, na
doenca renal crbnica e outras patologias como, sarcoidose, tuberculose,
desordens granulomatosas e artrite reumatoide (BROWN ET AL, 1999).

As acdes gendmicas e nao genOmicas de vitamina D3 combinadas
produzem uma multiplicidade de resposta em varias células alvos.

A vitamina D recentemente vem recebendo crescente atengao pelo seu
papel na manutencdo 6tima da saude. Embora efeitos calcémicos da vitamina D
sejam bem conhecidos por quase um século. Os efeitos ndo calcémicos tém sido

explorados intensamente somente héa trés décadas. (GRANT, 2006).

:
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llustragéo 2 - Metabolismo da vitamina D. Fonte: Brown et al, 1999.
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3.4. A VITAMINA D E O SISTEMA NERVOSO

A vitamina D como um composto neuroativo, é altamente atuante na
regulacéo da diferenciacao celular, proliferacdo e peroxidacdo numa variedade de
estruturas, incluindo o cérebro (KILARY ET AL, 2006).

A 1,25(0OH)2D3 pode atuar com um papel no desenvolvimento de tecido
neuronal como sugerido pela presenca de VDR no ganglio dorsal de ratos
(VEENSTRA ET AL, 1997, 1998).

In vivo a administracdo da 1,25(0OH)2D3 em ratos e camundongos previne
ou detém a progressao da encefalomielite 0 que sugere que o sistema nervoso &
um alvo para as acdes imunossupresssoras do esterol (SPACH ET AL, 2004). A
1,25(0OH)2D3 previne também, a perda de neurbnios injuriados devido aos seus
efeitos  antiproliferativos nos neuroblastos e melhora a atividade
monoaminooxidase, que € uma enzima envolvida no crescimento celular em
certos nucleos cerebrais (CANTORNA, 2000).

Pesquisas recentes tém apontado que a vitamina D atua na regulacédo da
expressdo genética e producdo de citocinas que podem impedir doencas
autoimunes (MARK & CARSON, 2006). Assim, varias evidencias vém demonstrando
gue esta vitamina pode atuar na esclerose multipla (VAN AMERONGEN ET AL, 2004;
CHAUDHURI, 2005; GRANT, 2006)

Essa associacdo foi originalmente identificada pela correlacdo negativa
entre a exposicao a luz do sol e a prevaléncia de esclerose multipla. Por exemplo,
no equador, onde se recebe raios ultravioletas por um periodo de tempo maior, a
ocorréncia de esclerose multipla é aproximadamente 0%, enquanto que a
prevaléncia de esclerose multipla aumenta significativamente para 50 casos por

milhGes de pessoas a 45° ao norte ou sul do equador (MARK & CARSON, 2006).
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A encefalomielite autoimune experimental tem sido vista como um modelo
animal para a esclerose multipla humana e estudos nesses animais sugerem
apoptose de células secretoras de citocinas proinflamatérias como um possivel
mecanismo da reducdo dos sintomas da esclerose multipla com o uso de vitamina
D. (CANTORNAET AL, 1996; SPACH ET AL,2004)

Além disso, um grande estudo epidemiolégico mostrou que as mulheres
com alto consumo de vitamina D (usando suplementos) tinham 40% de reducao
no risco de desenvolvimento de esclerose multipla (MUNGER ET AL, 2004, 2006).

A exposicdo de baixos niveis de vitamina D durante o inicio da vida
também parece alterar o desenvolvimento cerebral e é considerado um candidato
a fator de risco para esquizofrenia (HANDOKO ET AL, 2006, BURNE ET AL, 2005;
FERON ET AL, 2005). Os efeitos durante o desenvolvimento do comportamento sao
largamente desconhecidos. Entretanto, considera-se que deficiéncia de vitamina
D durante a gravidez lidera grandes mudancas no cérebro de recém-natos (BURNE
ET AL, 2005). Nesse sentido, Handoko et al (2006) demonstrou que a vitamina D
possui um papel no desenvolvimento cerebral, devido a aparente associacao
entre polimorfismos em VDR e desenvolvimento cerebral.

Experimentalmente, o recente estudo de Kalueff et al (2004) mostrou que
camundongos deficientes em vitamina D tiveram reduzida exploracdo na
classificacdo de testes usados para o estudo da ansiedade e isto postula que
modificacdes de VDR afetam o comportamento emocional dos animais.

Além disso, McGrath et al (2006) considera que a estacdo do ano no
periodo pré-natal apresenta uma grande consequéncia a respeito do

desenvolvimento fisico e cognitivo, implicando na associacdo de nascimentos
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durante o inverno/primavera nos Estados Unidos com aumento do risco de

esquizofrenia.

3.5. AVITAMINA D e AVE

A vitamina D pode desempenhar importantes acdes na patogénese do
AVE. Quanto ao seu mecanismo de acao, os estudos enfocam diferentes papéis
da vitamina D no sistema nervoso. Losem-Heinrichs et al (2004) e Brewer et al
(2001) ressaltam que a vitamina D reduz os canais de calcio voltagem-sensivel
tipo L e assim, pode modular a homeostase de calcio que atua em varios eventos
excitatérios e necroticos no sistema nervoso de animas com AVE induzido (WANG

ET AL, 2000, TOEScu, 1998).

Losem-Heinrichs et al (2004) também admite o efeito da vitamina D sobre a
oxido nitrico sintetase, cuja ativacdo pode causar prejuizos durante o processo de
isquemia-reperfusdo (GARCION ET AL, 1997; WANG ET AL, 1997). Ainda sobre os
efeitos deletérios do estresse oxidativo, Wang et al (2000) associa a formacéo de
oxido nitrico, o qual media uma variedade de func¢des biolégicas, incluindo
vasodilatacdo, neurotransmissdo e citotoxicidade a diminuicdo dos fatores
neurotrofilos derivados da glia (GDNF) no infarto cerebral da isquemia induzida
por ligacdo da artéria cerebral média de ratos Sprague-Dawley (GARCION ET AL,
1997; WANG ET AL, 1997).

Em trabalhos epidemioldgicos, perceber-se que o status de vitamina D esta
intimamente ligado ao maior risco de fraturas, principalmente no lado hemiplégico,

sugerindo que a deficiéncia de vitamina D tem correlagdo com a sobrevida dos
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pacientes pos-AVE. (SATO ET AL, 2001, 1997, 1996; FuJMATSU, 1998; KuNoO,
1998).

Os estudos que se beneficiam da suplementacdo de vitamina D, em sua
maioria utilizam o seu metabdlito mais ativo — a 1,25-(OH)2D3, entretanto, foi
verificado que o seu uso em altas concentracées em culturas do hipocampo de
ratos submetidas ao insulto excitatorio com glutamato, provocava efeitos
deletérios em neurdnios motores, por levar ao acumulo de corrente dos canais de

calcio sensivel-voltagem tipo L (BREWER ET AL, 2001).

3.6. O Modelo SHRSP

O SHR e SHRSPs sédo os modelos animais de estudo mais amplamente
usados para a hipertenséo, por causa de alguns processos patofisiologicos serem
similares aqueles da hipertensdo arterial humana. A diferenca de caracteristicas
genéticas e metabolicas entre esses animais hipertensos e seus controles
normotensos (WKY) € de grande interesse porque pode estabelecer um
discernimento entre a regulacdo da pressao sanguinea na hipertensdo essencial
humana. (AKIRA ET AL, 2005).

A linhagem espontaneamente suscetivel ao AVE - o rato SHRSP - foi
estabelecida em 1974 por Okamoto et al (1974) através do cruzamento nao
seletivo de SHR. O SHRSP serve como um modelo de hipertensdo maligna.
Entretanto os fatores patofisiologicos que causam essa hipertensdo maligna nos
SHRSPs permanece nao estabelecida (TAKEDA, 2004).

SHRSP além da hipertensdo severa desenvolvem danos em 0Orgaos

multiplos sistemas com proeminente envolvimento do rim (proteinuria e
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nefroesclerose maligna), coracédo (infarto e fibrose) e cérebro (AVE) com uma
consequUéncia da microangiopatia trombotica. (MASINENI ET AL, 2005). Estes
animais tém uma alta incidéncia de AVE isquémico e hemorragico no cérebro,
mas ndo no tronco cerebral, cerebelo ou ganglio basal, ao mesmo tempo,
apresentam tipicamente hipertensdo e AVE isquémico no neocortex. (OKAMOTO,
ET AL 1974)

O rato SHRSP é considerado um bom modelo experimental para estudo do
prejuizo da hipertensédo levando ao AVE. O modelo tem sido usado para o estudo
de alteracdo do tecido cerebral e vasculatura tanto estruturalmente como
funcionalmente e a relacéo entre estudos histopatolégico e comportamentais ou
anormalidades metabdlicas (ex: aumento da agressividade, hipocinesia ou
hipercinesia, prejuizo da barreira hematoencefalica, proteinuria, repentina perda
de peso) tem sido extensivamente investigado (GUERRINI & SIRONI, 2001).

A presenca de anormalidades funcionais e estruturais nas artérias de
SHRSP, incluem alteragcbes na parede dos vasos tais como desorganizacao
geomeétrica irregular e degeneracéao focal do musculo liso medial da célula.

Estudos com microscopia eletronica tém também revelado necrose medial
difundida e desaparecimento completo da vasculatura medial de células
musculares em areas danificadas nas lesdes cerebrais em SHRSP, isto é seguido
por penetracdo de mondcitos através do endotélio, levando a alteracdo da
barreira hematoencefalica e favorecendo a penetracdo dos componentes

plasmaticos (GUERRINI & SIRONI, 2001).
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais e Dieta

Machos SHRSP (n=30) de oito semanas de idade e com peso médio de
142 + 20g obtidos da colbnia do Biotério da Escola de Nutricdo da Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro, foram mantidos em gaiolas metabdlicas
individuais em biotério com temperatura ambiente e umidade controlados e ciclo
de luz 12/12 horas e exaustao de 15/15 minutos, recebendo racdo Nuvilab
(Nuvital®) e agua ad libitum. Os ensaios foram realizados no Laboratério de
Investigagcdo em Nutricdo e Doencas Cronico-Degenerativas (LINDCD) e todos os
procedimentos foram realizados de acordo com “Principles of Laboratory Animal
Care”. Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica do Departamento de Nutricdo Aplicada da Escola de Nutricdo
para experiéncia com animais, da Universidade Federal do Estado do Rio de

Janeiro.



17

4.2. Grupos experimentais

ApoOs periodo basal de sete dias, os animais foram separados em 3 grupos:

Grupo da curva dose-efeito (Grupol), grupo da longevidade (Grupo 2) e grupo

dos parametros bioquimicos (Grupo 3).

4.2.1. Grupo | - para determinacdo da dose ideal

Para tal foi realizada a curva dose-efeito sendo tratados 06 animais que foram
suplementados diariamente com vitamina D3 (colecalciferol, Sigma Chemical Co.,
1U1=0,025nug) em dosagem cumulativa correspondente & 12,5ug/Kg™ (VIANNA,
1992), 25ug/Kg™ e 50ng/Kg™ para determinacdo da dose ideal. O colecalciferol foi
dissolvido em 10ul de propilenoglicol e guardado em tubo de polipropileno envolto
em papel aluminio e mantidos a 4°C. No momento da administracéo, a solucéo
era homegeinizada por um agitador magnético e suas diluicdes executadas em
0,3ml de dGleo de coco. A suplementacao foi administrada por 28 dias para cada

dosagem através de gavagem orogastrica com sonda PE 190.

4.2.2.Grupo Il — para determinacdo de aldosterona plasmatica

Nesse grupo composto por 12 animais enfocamos a determinacdo da
concentracdo de aldosterona plasmatica nos animais suplementados com
colecalciferol (n=6) a 12,5 png/Kg™ por 28 dias e nos seus respectivos controles
(n=6).

Apés o tratamento, os animais foram mantidos em jejum de 24 horas e

submetidos a anestesia leve por éter e pentobarbital sddico (i.p.) para obtencéo
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de sangue por puncdo cardiaca. A aldosterona plasmatica foi determinada por

radioimunoensaio pelo Laboratério associado, Paschoal Granato.

4.2.3. Grupo lll - para determinacado da longevidade

Os animais (n=12) foram divididos em dois grupos: o grupo controle (n=6) que
recebeu somente 6leo de coco e o grupo vitamina D3 (n=6) que foi suplementado
com colecalciferol com dosagem estabelecida através da curva dose-efeito (12,5

ng/Kg™). A suplementacao foi administrada até o ébito dos animais.

4.3. Métodos

4.3.1 Parametros bioldgicos gerais

Tanto no periodo basal como no tratamento os animais tiveram, diariamente,
0S seguintes parametros biolégicos avaliados:
- Peso corpéreo
- Ingestdo Hidrica
- Consumo de ragéo

- Diurese

4.3.2. Ectoscopia

Foi monitorada diariamente a ectoscopia dos animais, sendo constituida
pela avaliacdo do aspecto fisico (pélo e mucosas, postura e comportamento) dos
animais, seguindo protocolo do Laboratério de Investigagdo em Nutricdo e

Doencas Cronico-Degenerativas.
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4.3.3. Pressdo Arterial

A presséao arterial sistolica foi aferida duas vezes por semana a tarde, em
pletismografo segundo o descrito por William (1983) e modificado por Vianna
(1992), que consiste em aquecer o0 animal numa caixa com temperatura
controlada de aproximadamente 37° C durante 10 minutos para vasodilatar a
cauda e assim, facilitar a afericdo da pressao arterial sistélica. O animal entdo, &
colocado num cilindro de contencdo e sua cauda introduzida no pleitismografo
com agua aquecida a 35° C. Em seguida, comprimi-se a cauda dentro do
aparelho com a finalidade de expulsar o maximo de sangue. Insufla-se 0 manguito
a 280mmHg, aguarda—se a estabilizacdo do liquido e afrouxa-se lentamente o
manguito para permitir a passagem de sangue pela artéria previamente
comprimida. Quando o sangue passa para 0 interior da cauda, a coluna
indicadora (repleta de liquido) tera seu volume alterado, e assim, procederemos a

leitura da presséo sistolica do animal.

4.3.4. Testes neuroldgicos

Diariamente, os animais foram submetidos a avaliacdo neuroldgica obtida

por uma bateria de testes de for¢a, equilibrio, sensoriomotores descritos a seguir:

a) Reflexo das patas dianteiras:

O rato é erguido pela cauda e lentamente levado em direcdo a mesa. Ratos
sem alteracOes estendem imediatamente ambas as patas em dire¢cdo a mesa com
0os cotovelos levemente flexionados. Ratos com injaria ndo respondem ao
movimento como um todo ou podem mover a pata afetada espasticamente ou

perpendicularmente ao seu corpo (FUJIMOTO ET AL, 2004).
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Scoring: Grau 0: cotovelos levemente flexionados; Grau 1: movem a pata

espasticamente; Grau 2: mantém a pata perpendicularmente o corpo.

b) Reflexo das patas traseiras:

O rato sobre a superficie € erguido sutilmente pela cauda, mas de forma a
permanecer com suas patas dianteiras na mesa. Um animal sem alteracao,
caracteristicamente estende completamente suas patas traseiras para tras, com
completa extensdo e aberturas dos dedos dessas patas, enquanto animais
injuriados terdo dificuldades de executar algum ou todos 0s aspectos desse
movimento (FUJIMOTO ET AL, 2004).

Scoring: Grau 0: extensdo completa das patas; Grau 1: extensdo da pata,

mas sem extensdo dos dedos; Grau 2: extensdo incompleta.

c) Reflexo de postura:

Os séo gentilmente seguros pela cauda, 1m acima do chéo e € observada a
extensdo das patas dianteiras. Ratos normais estendem ambas as patas, ja a
flexdo consistente das patas € uma resposta anormal. Ratos com esta flexdo sao
colocados numa folha de papel revestida com um plastico que pode ser agarrada
com as patas. Com a cauda segura, uma pressao lateral é aplicada atras dos
ombros do rato até deslizarem varias polegadas. A manobra € repetida cinco
vezes em cada direcdo. Os ratos normais resistem a pressao lateral exercida
(ABOU-DONIA ET AL, 2002).

Scoring: Grau 0: ratos sem evidencia de flexdo consiste das patas quando
seguro acima da superficie; Grau 1: ratos com flexdo consistente das patas; Grau

2: ratos ndo resistentes a pressao lateral.
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d) Reflexo plantar:

O animal é tocado com um pincel ou escova na superficie plantar das patas.
Os animais normais erguem as patas, e forma a se esquivar do pincel (FuimoTo
ET AL, 2004).

Scoring: Grau 0: o animal responde rapidamente ao toque do pincel; Grau 1:
animal demora mais que 2 segundos para retirada da pata; Grau 2: animal ndo se

esquiva do pincel.

e) Plano Inclinado

O animal é colocado num plano reto em posicao horizontal, com a cabeca
voltada para o lado em que a tabua sera erguida. A base é entdo, lentamente
girada para a porcgéao vertical.

O angulo em que o rato comeca a escorregar € scoreado:

Grau 0: o rato nao cai da rampa quando girada; Grau 1: o animal escorrega
ou cai a 30°; Grau 2: o rato cai ou escorrega a 90°; Grau 3: o rato cai ou

escorrega a 180° (ABOU-DONIA ET AL, 2002).

f) Colocacao de patas

Neste teste, as respostas visual e tactil sdo investigadas. Para a colocacéo
visual, os animais sdo seguros nas maos do examinador 10cm acima da
superficie e com as patas dianteiras livres. Os ratos sdo entdo, lentamente
encaminhados para a superficie. Os animais sem lesdo alcancam a mesa com

ambas as patas dianteiras.
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Para a colocacao tactil, as porces dorsal e lateral das patas devem tocar a
borda da superficie. Os animais normais imediatamente tocam a pata na
superficie da mesa (ABoOU-DONIA ET AL, 2002).

Scoring: Grau 0: a colocacéo das patas € imediata: Grau 1: a colocacao lenta

ou negativa; Grau 2: a colocacao das patas nédo ocorre em 2 segundos.

g) Barra de equilibrio (tempo de agarre das patas);

A forca das patas dianteiras € medida através de uma barra de madeira com
5mm de diametro que é segura horizontalmente e erguida para que o rato suporte
seu préprio peso. O tempo que o rato se mantém seguro na barra € cronébmetrado

(ABOU-DONIA ET AL, 2002).

h) Teste cognitivo (teste de memaria — labirinto)

Nesse teste, mede-se a habilidade do rato completar o percurso de um
labirinto, que requer a capacidade de criar e armazenar um mapa cognitivo.
A analise dos labirintos inclui o tempo gasto no percurso. (FUJIMOTO ET AL,

2004).

i) Viga de equilibrio:

A viga de equilibrio € um teste global da funcéo vestibulomotora e da funcéo
cerebelar de equilibrio.
Nesse teste, 0 animal € colocado numa estreita viga de madeira de 1,5cm de
largura e aproximadamente 1m de altura.
O tempo que o animal permanece na viga € anotado. Animais lesados

podem ser capazes de ficar a viga por mais de 60 segundos, mas podem ser
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capazes de assumir posturas que sao diferentes de animais normais, como,
abracar a viga ou se equilibrar com as patas dependuradas para se sustentar

(FuaMOTO ET AL, 2004).

j) Termo-sensorio

Segue o principio do Hot Plate Analgesia Meter (San Diego Instruments),
onde se avalia a resposta de sensibilidade da cauda do rato em resposta a
sua exposicdo a uma superficie quente. Esse teste foi adaptado pelo
Laboratério de Investigagdo em Nutricdo e Doencas Crbnico-Degenerativas
para ser utilizado diariamente sem representar danos fisicos aos animais. A
cauda do animal é colocada em agua a 54°C e resposta termo-sensoria €

cronometrada.

4.4. Tratamento estatistico

Na analise dos dados foi utilizado o teste-t student ndo pareado para
comparacdes de duas médias e analise de variancia Two-Way para determinar as
diferencas entre as doses de tratamento. Foi também realizada também curva de
sobrevivéncia Long-Rank para caracterizar a longevidade dos animais. O valor
p<0,05 foi atribuido para significancia estatistica.

Para a analise estatistica foram utilizados o programa GraphPad Prism 4.0

para Windows e R para Windows.
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5. RESULTADOS

GRUPOS EXPERIMENTAIS:
5.1. Grupo | - Curva dose-efeito sobre a presséo arterial e parametros

biol6gicos gerais

A suplementacdo de colecalciferol com a dose de 12,5ug/Kg’ causou
reducdo significativa da pressdo arterial sistélica de 209+5 mmHg para
193,5+2,7 mmHg (p<0,05) na primeira semana de tratamento sendo 0 mesmo
observado com as doses: 25ug/Kg®' e 50ug/Kg® que induziram
respectivamente, a reducdo da pressdo arterial de 227+5mmHg para
174,5+3,5 mmHg e 230,5+0,9 mmHg para 171+0,85mmHg, (p<0,05) (Figura
1). Entretanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a

segunda e terceira doses.
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Figura 1 — Representa a média + DP da pressao arterial sistélica de ratos SHRSP
(n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 (Dose 1) 25ug/kg-1 (|Dose 2); 50ug/kg-1
(Dose 3) de colecalciferol (Vitamina D3). (*p<0.05)

Entretanto, 25ug/Kg™ de colecalciferol provocou significativa desaceleracéo do
crescimento dos animais, onde notamos reducado de peso corpéreo de 228+3g to
212+3g (p<0.05) e a suplementacdo com 25ug/Kg” e 50ug/Kg™ induziu um
significativo aumento na diurese de 6+0,7ml para 15,846 ml e de 15+1ml para

29+1ml, respectivamente. (p<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Representa a média + DP do perfil de parametros bioldgicos de ratos
SHRSP (n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 (Dose 1); 25ug/kg-1 (Dose 2);
50ug/kg-1 (Dose 3) de colecalciferol (Vit D3). (*p<0.05)

Periodo Grupo Peso (g) Diurese (ml) Agua(ml) Racéo (g)
Basal Vit D3 12548 1,5+1 25,3+3,5 21,4425
Controle 135,549 3,242 26+2,3 17,341
Dose 1 Vit D3 182426 340,8 27¥1,5 20£1,5
Controle 188+21 4,5+1,2 27+3,5 18,5+1,5
Dose 2 Vit D3 212+3* 15,8+6* 42+6* 18+1
Controle 228 £3 6x0,7 31,5+1,5 17,5+0,5
Dose 3 Vit D3 209 +£7* 29+1* 54+3* 16,55
Controle 235+3,5 15+1 42+5,5 16,541
5.2.  Grupo Il - Determinac&o da Aldosterona Plasmatica

A suplementacdo de colecalciferol com a dose de 12,5ug/Kg™ causou

reducdo significativa (p<0,05) de aldosterona plasmatica de 19,7+12,1pg/mli

para 10,7+4pg/ml (Figura 2) que foi acompanhada da redugé&o estatisticamente

significante da pressao arterial sistélica. (Figura 3).

25=
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Aldosterona plasmatica (pg/ml)

Vitamina D3
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Controle

= Vitamina D3
I Controle

Figure 2 — Representa a média = DP da concentragdo plasmética de aldosterona
em ratos SHRSP (n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol
(Vitamina D3) e seu controle. (*p<0.05)
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Figure 3 — Representa a média + DP da presséo arterial sistélica de ratos SHRSP
(n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol (Vitamina D3) e seu
controle. (*p<0.05)

5.3. Grupo Il - Longevidade, parametros biolégicos gerais e testes

neurolégicos.

A andlise de curva se sobrevida ndao demonstrou significancia estatistica
em relacdo ao tempo de vida entre os experimentais. Entretanto, observamos
uma diferenca de 50 dias entre o ultimo 6bito do animal do grupo controle em
relacdo ao animal do grupo vitamina D3 que permaneceu vivo. Acreditamos que
uma amostra maior poderia definir com maior clareza e fidedignidade essa

diferenca nao estaticamente significante observada em nosso estudo (Figura 4).
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Figure 4 — Representa a curva de sobrevivéncia em dias de ratos SHRSP (n=12)
suplementados com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol (Vitamina D3) e seu controle.
(*p<0.05)

Nesse grupo, a suplementacdo com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol nao
alterou os parametros biolégicos gerais, exceto o consumo de racdo que foi
reduzido no primeiro més de uso da vitamina, mas retornando aos mesmos
valores de consumo de racdo que 0 grupo controle nos meses subsequentes

(Tabela 2).
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Tabela 2 — Representa a média + DP do perfil de parametros bioldgicos de ratos
SHRSP (n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol até o obito.

(*p<0.05) i
Periodo Grupo Peso (Q) Diurese (ml) Agua (ml) Racéo (g)
Basal Vit D3 13717 1,5+0,5 24.5+3,5 16+1
Controle 143,5+7,8 3,2+2 26+2,5 17,51
Més 1 Vita D3 178,5+16,5 3,7+1 28.5+1,5 15+1*
Controle 189+21 4,51,3 27.5%4 18,5+1,5
Més 2 Vita D3 212+11,5 5,7+0,5 29+1 17+1,5
Controle 228+7 6+0,7 31,5+1,5 17,5+0,5
Més 3 Vit D3 237+5 71,3 32,55 17+0,5
Controle 235,5£2,5 15+4 42+5,5 16,5+0,7
Més 4 Vit D3 23845 15+4 45+4.5 18+1,5
Controle 244+6 21+3 48+5 16+2
Més 5 Vit D3 242+7 2614 55,5+4,5 17,51
Controle 258+6 23+1,5 56+3 18+1,5
Més 6 Vit D3 257+4.,5 25%3 58+2 19+1,5
Controle 260+6 26+2,5 62,54 19+1
Més 7 Vit D3 250,5+3,5 30+6 6319 18,5+1,5
Controle 261,535 38,54 75+3,5 19,5+1
Més 8 Vit D3 269+6 33,5+5,5 5848 19+2,5
Controle 247+25,5 37,59 64+15 15,5+3,5
Més 9 Vit D3 265+5,5 2445 49+8 17,5+2,5
Controle 237,517 237 33,6+13.5 11,56

Quanto a determinacéo da presséao arterial sistolica, o efeito hipotensor do

colecalciferol foi confirmado com niveis de 212,5t8mmHg (controle) versus

198,5t1mmHg (tratado) (p<0,05) ao final do primeiro més e esse mesmo efeito

foi mantido nos meses seguintes, tendo uma reducdo maxima de pressdo de

230,5+0,9mmHg para 193+3,5mmHg (p<0,05) no terceiro de més de tratamento.
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A idade dos animais ndo alterou a resposta ao tratamento com vitamina D (Figura

5).
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Figura 5 — Representa a média + DP da presséo arterial sistdlica de ratos SHRSP
(n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol (Vitamina D3) até o 6bito
(*p<0.05)

Em relacdo aos testes neuroldgicos, os animais do grupo que recebeu
colecalciferol demoraram mais tempo para completar o percurso do labirinto
durante o terceiro e quarto més de tratamento que os animais do grupo controle.
Todavia ndo encontramos diferenca estaticamente significante no exame de forca
e equilibrio, representado pelo teste Barra de Equilibrio entre os grupos, apesar
de verificarmos uma reducdo em ambos 0s grupos quanto ao tempo que animais
ficavam dependurados do periodo basal ao primeiro més de supleimentacéao.
(Tabela 3).

O teste Viga de equilibrio nos mostrou uma sutil, mas estatisticamente

significante diferenca entre os grupos no sexto e sétimo més de tratamento. Os
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animais tratados permaneceram na viga em média 1'14761+0'05”69 no sexto més
e 1'11'87+0'12"22 no sétimo més, enquanto 0 grupo controle permaneceu
1'28786+0'02"23 e 1'25"71+0'04799, respectivamente. Contudo, nos oitavo més
de tratamento grupo controle permaneceu menos tempo na passarela (p<0,05)
(Tabela 3).

Também observamos resposta mais prolongada do grupo tratado no que
se refere a sensibilidade térmica, do quarto ao sétimo més de suplementacéo

(Tabela 3).

Tabela 3 — Representa a média + DP dos testes neurologicos: Memoria; Barra de
equilibrio; Viga de Equilibrio e Termo-sensério em minutos, segundos e
centésimos de segundos de ratos SHRSP (n=12) suplementados com 12,5ug/kg-
1 de colecalciferol até o 6bito. (*p<0.05)

Periodo Grupo Memodria Barra de Viga de Termo-
Equilibrio Equilibrio sensorio

Basal VitD3 012734 014700 1’3000 001781
+ + + +

0'04'58 0'02"65 0’00’00 0'00"21

Controle 0'16"02 0'14”67 1’30700 0'01"85
+ + + +

0'01'19 0'06"18 0’00’00 0'00"16

Més 1 VitaD3 0'19'76 007720 1'29788 002747
+ + + +

002744 0’00772 0’00723 0'00"62

Controle 023”02 0'06"66 1’30700 0'02"10
+ + + +

0'05"02 002”31 0’00’00 0'00"45

Més 2 VitaD3 024722 006”18 1'29"36 0'02"86
+ + + +

0'09"40 0'09”792 0'01°07 0'00"30

Controle 0'23"34 0'05"14 1’30700 0'03"07
+ + + +

0'02"70 0'00"66 0’00’00 0'00"26

Més 3 VitD3 0'35742* 0’05781 12932 0'03"57
+ + + +

006741 0’00745 0'01"36 0'00"63

Controle 0'19”45 0'05"06 1’28741 003714
+ + + +

0'02'69 0'00"10 00188 0°00"09




Periodo Grupo Memodria Barra de Viga de Termo-
Equilibrio Equilibrio sensorio

Més 4 Vit D3 0’35734~ 006721 1'21742 004”761~
+ + + +

0’03.38 0’0097 004”52 0’0050

Controle 0’20734 0’04760 124”73 0’03713
+ + + +

0'01”64 000”96 002”16 000”15

Més5 VitD3 039739 005729 1'18"62 0'05"21*
+ + + +

0'12"54 0’00752 0'07'72 0’00758

Controle 0’25749 005”10 1’2484 0’03734
+ + + +

013”73 0’00762 0’10732 0’00722

Més 6 Vit D3 0’3011 0'05”18 1'14761* 004”12~
+ + + +

009746 000’46 0’05769 0’00754

Controle 0’22779 0’05742 1’2886 0’0328
+ + + +

0'04"75 0’00707 002723 0’00726

Més 7 Vit D3 0’37747 004762 1'11'87* 004743~
+ + + +

0’13719 0’00732 0’12722 000”16

Controle 030742 0’05768 1'25"71 0’03763
+ + + +

002773 001762 0’04799 000722

Més 8 Vit D3 0’31739 0’04752 1’21708 0’03784
+ + + +

0’1356 0’00’28 0’10796 000”70

Controle 1'03"54* 0'04"75 1'02"54* 003781
+ + + +

020785 0'01"16 023769 0’00762

No teste de plano inclinado os animais do grupo tratado no sexto més
escorregaram ou cairam da rampa em maiores angulos que os do grupo controle,
todavia, no oitavo més de suplementacao ocorreu uma inversao de resultados. Os
animais do grupo tratado foram mais resistentes a queda no plano inclinado.
Concomitantemente, observamos resultados similares no teste de reflexo de pata
dianteira.

O score do grupo controle no teste de reflexo postural foi mais elevado

0,82+1,5 versus aos animais suplementados 0,025+0,05 no quarto més de
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suplementacao, entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante nos

demais meses de tratamento.

Os resultados do testes de reflexo de pata traseira e reflexo plantar

também demonstram resposta menos agravada no grupo suplemntacdo com

vitamina D3 no oitavo més de acompanhamento (Tabela 4).

Tabela 4 — Representa a média + DP dos testes neurologicos: Plano Inclinado
(PI); Reflexo Postural (RP); Reflexo de Pata Traseira (RPT); Reflexo de Pata
Dianteira; Teste de Colocacéo de Patas (TCP); Reflexo Plantar (RPt) em scores
de ratos SHRSP (n=12) suplementados com 12,5ug/kg-1 de colecalciferol até o
obito. (*p<0.05)

Periodo Grupo PI RP RPT RPD TCP RPt
Basal VitD3 _ _ _ _ —
Controle _ _ _ _ _ _
Més 1l VitaD3 _ _ _ _ _ —
Controle 0,03+0,04 _ _ 0,06+0,06 _
Més 2 VitaD3 _ _ _ _ _ _
Controle _ _ _ _ 0,12+0,05 0,06+0,09
Més 3 VitD3 _ _ _ _ _ _
Controle 0,01+0.03 0,008+0,01 0,008+0,01 0,008+0,01 0,15%+0,02 0,008%0,01
Més 4 Vit D3 0,15+0.04 0,025+0,05 0,01+0,09 0,05+0,063 _ 0,016+0,03
Controle 0,12+0,16 0,82+1,5* 0,21+0,07 0,066+0,09 0,16+0,16 0,05+0,1
Més5 VitD3 0,37£0,23 0,24+1,5 0,22+0,16 0,14+0,04 0,17+0,18 _
Controle 0,15+0,18 0,083+0,17 0,16+0,07 0,072+0,1 0,08+0,14 0,15+0,12*
Més 6 Vit D3 0,34+0,11* 0,2+0 0,12+0,14 0,33%0,68* _ 0,02+0,04
Controle 0,01+0,02 0,04+0,04 0,03+0,04 0,060,077 0,10+0,11 0,13%0,11
Més 7 Vit D3 0,34+0,11 0,14+0,22 0,28+0,19 0,76x0,06 0,96+0,12 0,06+0,12
Controle 0,11t0,27 0,17+0,12 0,12+0,14 0,16+0,11 0,05+0,06 0,13%0,06
Més 8 Vit D3 0,27+0,32 0,11+0,23 0,13+0,21 0,06+0,95 0,09+0,12 0,06+0,12
Controle 0,65+0,5* 0,11+0,13 0,74+0,56* 0,25+0,03* 0,20+0,26 0,30+0,19*
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6. DISCUSSAO

Considerando a hipertensédo como o principal fator de risco para o acidente
vascular encefalico, esse trabalho foi realizado para investigar os efeitos do
colecalciferol em ratos hipertensos suscetiveis ao AVE. Estudos prévios tém
apontado que o rato SHRSP seria 0 modelo experimental ideal para o estudo do
prejuizo da hipertenséo precedendo o infarto cerebral (GUERRINI, 2001).

Alteracbes do endotélio em tais animais podem prejudicar respostas
vasodilatadoras na hipertensdo cronica e predispor a isquemia, onde o
conseqguente edema cerebral também seria precedido pela interrupcdo da barreira
hematoencefalica. A implicacdo desses achados é que 0 aumento da
suscetibilidade ao infarto cerebral na hipertenséo crénica poderia ser relacionado,
em parte, a resposta comprometida da circulacdo colateral (BAUMBACH ET AL,
1988; FARACI ET AL, 1990).

Como observado na literatura, os animais avaliados no presente estudo,
possuiam no inicio dos ensaios, niveis pressoéricos bem elevados, caracterizando
hipertensdo maligna, que poderia suscitar em infarto cerebral.

Epidemiologicamente observa-se que o0s hipertensos tém de 3 a 4 vezes
mais probabilidades de ter um episodio de AVE (IADECOLA, 2004). Esse aumento
de presséo arterial exerce poderosos efeitos na circulacao cerebral, uma vez que

produz hipertrofia e remodulacdo definida como uma reducéo no diametro externo
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vascular, que promove aterosclerose. Na realidade, a hipertensao arterial altera
também a habilidade das células endoteliais de liberar fatores vasoativos e
aumenta o ténus constritor de artérias sistémicas e cerebrais (IADECOLA, 2004).

O principal objetivo dessa primeira parte do projeto foi estabelecer uma
curva dose-efeito da vitamina D3 sobre a presséo arterial de ratos SHRSP, e os
resultados apresentados sugerem que alcancamos nosso objetivo. A reducao da
presséao arterial logo na primeira dosagem de colecalciferol aponta que esta seria
a dose ideal para o tratamento com o colecalciferol sem suscitar efeitos toxicos
uma vez que a dosagem de 25ug/Kg’ resultou em um consumo hidrico
exacerbado, que foi também identificado com a dosagem de 50ug/Kg™.
Acreditamos também que a observada alteracdo de diurese pode ter sido
provocada por hipercalciaria, o que fisiologicamente traduz-se por aumento
osmoético da excrecao de liquido.

Adicionalmente, estudos prévios do nosso laboratorio demonstram efeito
hipotensor do colecalciferol em ratos hipertensos (SHR) (VIANNA, 1992) o que foi
atribuido a acédo dessa vitamina sobre a musculatura lisa vascular traduzida por
aumento da resposta relaxante (VIANNA, 2002; VIANNA ET AL 2002, 1999). Em ratos
hipertensos diabéticos o tratamento com colecalciferol também reduziu os niveis
pressoricos. (DE SOUzA SANTOS & VIANNA, 2005) Portanto, o presente trabalho
confirma a acéo hipotensora do colecalciferol.

Concomitantemente foi observada significativa reducdo da aldosterona
plasmatica e esses resultados corroboram com os recentes achados da literatura
sobre o papel da vitamina D sobre a expressdo do SRAA e conseqiente
modulacao da presséao arterial sistolica (LI ET AL, 2004). De acordo com estudos

prévios do nosso laboratério, a vitamina D foi capaz de reduzir os niveis
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plasmaticos de aldosterona em ratos espontaneamente hipertensos de 45+2ng/dl
para 30+3ng/dl e assim regular a pressao arterial sistolica (SANTOS ET AL, 2007).
Embora em nossos ensaios ndo tenhamos estudado o mecanismo pelo qual a
vitamina D foi capaz de modular a secrecdo de aldosterona, esta pode ser
atribuida a supresséo direta da transcricdo de renina (LI ET AL, 2002). Estudos de
Li et al e Kong et al (2002, 2003, 2003) apontam que a expressao de renina e a
producdo plasmatica de angiotensina Il estariam severamente aumentadas em
camundongos deficientes em receptores de vitamina D e por iSso esses animais
teriam maior propenséo a hipertenséao, hipertrofia cardiaca e retencéo hidrica.

A presenca de receptores VDR em multiplas regibes do cérebro e a
identificacdo de uma relacdo inversa entre a concentracdo plasmatica de 1,25-
(OH)2D3 e a pressao arterial e/ou atividade plasmatica de renina (LI, 2003),
também apoiam 0s nossos achados.

No que se refere aos testes neuroldgicos, estes tém sido usados em
estudo da recuperacao da funcéo seguindo injuria do sistema nervoso, bem como
para medir a eficacia do comportamento e intervencdes farmacologicas (HALLET,
2001; LIv ET AL, 1999; CHOI-LUNDBERG ET AL, 1998; KAWAMATA ET AL, 1997)

Quanto a significancia dos testes neuroldgicos utilizados em animais, ainda
nao é possivel detectar todos os prejuizos residuais que podem ser relevantes
clinicamente, além disso, nem todos os testes sdo suscetiveis ao dano para
estrutura sensorias ou motoras (FUJIMOTO ET AL, 2004).

Nos animais SHRSP, apesar da reconhecida interacdo da hipertenséo
arterial, fatores genéticos e AVE, o seu grau de prejuizo sensoriomotor e
subsequente recuperacao funcional pés AVE tem sido ainda investigado (McGILL

ET AL, 2005)
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O tempo escolhido para a administracdo dos testes € também provavel de
ser um fator critico porque algumas recuperacdes espontaneas tém sido
mostradas e estas ocorrem agudamente apos tanto a injaria cerebral experimental
quanto clinica (FuJamMoTO ET AL, 2004). Nesse sentido, € importante notar que a
reducdo do estresse durante os testes de comportamento € crucial para obter
dados confiaveis (SCARLLET ET AL, 2000)

Além disso, a frequéncia do teste de comportamento pode ter um impacto
no estresse total do animal e no pesquisador (FulMOTO ET AL, 2004). Alguns
fatores podem diminuir o estresse do animal através do treinamento, climatizacao
ou aumentar o0 estresse como a troca de manipuladores, mudancas no
tratamento, por exemplo.

Em relacdo a isto, observamos em nossos ensaios que 0S animais
sofreram repostas adaptativas a alguns exames quando realizados diariamente,
que pode ter sido provocada por falta de estimulo ou docilidade adquirida pelos
animais acompanhados a longo prazo.

Devido as diferencas entre laboratérios e métodos utilizados, é dificil definir
que teste € mais efetivo para detectar déficits e mensurar os efeitos do tratamento
a curto ou longo prazo (FUJIMOTO ET AL, 2004). Esse trabalho adotou uma bateria
de testes sensoriomotores e de cognicdo para uso diario, com o propoésito de
melhor detectar AITs de rapida recuperacao e recorréncia.

No que se refere ao teste de plano inclinado, observamos que o déficit
durante a realizacdo deste exame pode ser uma consequéncia do habito da
execucdo da tarefa, fazendo com que a motivacdo dos animais para girar e
encarar a posi¢do ingreme torne-se menor com a progressao do tempo, apesar

de ser fisicamente capacitado para completar o teste. Assim, o baixo score neste
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teste pode refletir preferivelmente falta de motivacdo do que prejuizo
sensoriomotor (MCGILL ET AL, 2005). Em nossos ensaios a reducéo desta resposta
em ratos tratados com vitamina D3 no sexto més de suplementacdo, pode ser
traduzida por um déficit motor observado pelo comprometimento no teste de
reflexo de pata dianteira no mesmo periodo. Por outro lado esse achado se
restringiu apenas a esse més sugerindo que tenha sido consequéncia de AIT que
teve posterior recuperacao.

Quanto a funcdo motora, esta € medida por um complexo sistema de rede
neurais originadas no cortex e terminando no muasculo esquelético (FuJiMOTO ET
AL, 2004). Acredita-se que déficits motores sdo resultantes da interrupcdo em
qualquer parte ou toda parte das vias motoras e isto subentende que qualquer
teste de comportamento deve ser correlacionado ao déficit observado com a
severidade do dano experimental induzido.

Os testes de reflexo postural, de patas traseiras e dianteiras testam a
habilidade de um animal coordenar os movimentos nas quatro patas para ficar
ereto e a injuria encontrada em um dos membros pode ser indicativo de AIT ou
lesdo decorrente de um AIT prévio como encontrado em nosso estudo, com
agravo da resposta postural dos animais controle (FUJIMOTO ET AL, 2004; HALLET,
2001)

O teste de reflexo de patas dianteiras e traseiras pode representar também
um dano unilateral no cérebro do rato, que mostra grau de assimetria entre 0s
scores das duas patas dianteiras ou traseiras que se correlaciona com a
severidade da injuria e o hemisfério afetado (SCHARLLET ET AL, 2000).

O teste de reflexo plantar € um teste de reflexo por natureza, mas €

também uma medida de integracdo somatosensoria e motora (DERYCK ET AL,
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1989), sendo que uma deficiéncia motora pode afetar uma habilidade reflexora
gue néo estaria afetada.

Embora, o teste de barra de equilibrio possa ser influenciado por alteracbes
no peso dos animais, uso de patas traseiras como apoio e motivacao para ficar
dependurado (FuJIMOTO ET AL, 2004), ndo encontramos prejuizos de tais vieses
em nossoS ensaios que provocasse alteracdo de resposta entre 0s grupos,
contudo, notamos que aumento do peso durante o primeiro més de tratamento
causou reducdo no tempo em que 0s animais permaneciam dependurados em
ambos os grupos.

Ja os testes que avaliam a funcdo vestibulomotora sdo desenhados para
elucidar a coordenacdo motora fina, equilibrio, coordenacdo e marcha. Testes
vestibulomotores séo tipicamente mais complexos que simples testes de forca e
reflexo, mas permitem uma sensibilidade maior na deteccdo de déficit motores
finos (FuamMoOTO ET AL, 2004). Esses testes requerem treinamento, entretanto, se
uma tarefa envolve aprendizado e motivacao, o teste ndo serve por muito tempo
como um teste puramente motor. Isto dificulta determinar se a melhora em certa
tarefa € devido ao aumento da funcdo motora ou aumento da motivacdo. A
melhora no estimulo pode ser mascarada pelo déficit motor e o aproveitamento
motor pode ser disfarcado pelo déficit atencional, como encontrado no exame de
viga de equilibrio em nossos ensaios, em que 0s animais suplementados com
vitamina D3 possuiram uma reposta menor a partir do més seis em funcdo de
uma baixa motivacédo e ndo por sua incapacidade motora ou incoordenacao.

Um outro ponto a discutir, € que o0 aproveitamento ou déficit da tarefa
motora néo pode ser atribuido a uma Unica area do cérebro numa injaria difusa e

0 aproveitamento pode também ser devido a regeneracdo ou neuroprotecdo das
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areas injuriadas ou por compensacao das areas nao injuriadas (FUJIMOTO ET AL,
2004), seja esta melhorada por tratamento farmacologico ou espontaneamente.

Desde que os animais ndo sao verbais, a cognicdo deve ser medida
indiretamente através da execucdo completa de certas tarefas comportamentais,
incluindo especificamente labirintos e caixas. A habilidade de explorar e completar
um labirinto requer habilidade de criar e armazenar um mapa cognitivo. (FuJIMOTO
ET AL, 2004). Por isso, animais com memoria funcional tendem a evitar areas que
eles ja haviam explorado e exploram novas areas para alcancar o fim do labirinto,
motivados, por exemplo, com racgao.

Entretanto, esses testes podem ser confundidos por déficits motores e
motivacdo atencional (FuJMOTO ET AL, 2004) ou ainda por hiperatividade, fatos
estes observados em nosso trabalho.

Ademais, a literatura aponta que animais pos-ocluséo carotidea teriam sua
atividade locomotora aumentada (HUNTER, 2000), e este aumento parece refletir
um déficit no habito ou mapeamento espacial mais que funcdo sensoriomotora
por si (HUNTER ET AL, 1995). Além disso, ho mesmo estudo, o nivel de atividade
espontanea foi significativamente reduzido em ratos sham operados quando
comparados ao controle ndo operado, indicando que esses animais seriam mais
calmos que os ratos ndo operados quando colocados em um novo ambiente
(HUNTER ET AL, 1995). Esses achados vdo ao encontro dos nossos resultados
quanto ao retardo na resposta para saida do labirinto de ratos tratados, por serem
estes, manipulados por mais tempo e assim, tornarem-se mais doceis, enquanto
0s animais do grupo controle apresentavam uma hiperatividade que pode ter
influenciado na resposta acelerada ao reflexo térmico e curto tempo de percurso

do labirinto.



41

Embora seja importante examinar o comportamento em diferentes pontos
de tempo durante a recuperacdo poés-injuria, testes mdltiplos podem ocultar
déficits e a recuperacao verdadeira e freqientemente refletem um comportamento
primariamente compensatorio, como estratégia usada pelo animal para alcancar
sucesso na tarefa a ser executada (JONES ET AL,1998, 1999; SCHALLERT ET AL,
1993). Com isso, percebemos que apesar de alguns testes refletirem uma piora
na resposta do grupo tratado, nem sempre isso se reproduz em sinal de
comprometimento neurologico em resposta ao tratamento e sim, resposta
adaptativa dos animais. Por outro lado, vimos que os animais do grupo controle,
ainda que tivessem estaticamente melhor resposta a maioria dos testes
neurologicos, a severidade das lesbes pareciam ser de maior gravidade, uma vez
gue os animais desse grupo morreram brevemente apds as injdrias, enquanto o
grupo suplementado com colecalciferol viveu por mais tempo, possivelmente em
consequUéncia de recuperacdes apos os AlTs.

Adicionalmente, embora tenhamos objetivado identificar aumento da
expectativa de vida dos animais com o uso de colecalciferol, tal fato nao foi
estatisticamente significante, apesar da curva de sobrevivéncia ter apontado para
maior sobrevida nos animais tratados. Em concordancia com a literatura, nossos
ensaios demonstram que os animais SHRSP possuem elevada presséo arterial
sistélica e curta expectativa de vida (HIGASHINO & Suzukl, 1995). Em contrapartida,
verificamos que a qualidade de vida dos animais tratados com colecalciferol foi
melhor que a de animais controle, demonstrada pela reducdo do nimero de AlTs

e alteracdes neuroldgicas motoras.
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. CONCLUSAO

e Esse trabalho confirma o efeito hipotensor do colecalciferol com
12,5pg/kg-1 e estabelece como mecanismo de acédo a redugdo dos
niveis plasmaticos de aldosterona.

e A aparente reducdo tanto da resposta cognitiva quanto dos testes
sensoriomotores parece estar associada a um processo de adaptacao e
ndo ao comprometimento neuroldgico.

e A suplementacdo com colecalciferol devido a pequena amostra, néo
teve influéncia significativa sobre a expectativa de vida dos animais.

¢ O tratamento contribuiu para a menor severidade dos AITs.
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