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Efeito de doses elevadas de vitamina D, associada a suplementacao
de calcio em modelo experimental de nefrolitiase

Effect of vitamin D, overdose and calcium supplementation in

experimental nephrolithiasis model

Resumo

Introducdo: Ha poucos dados na literatura
sobre a suplementag¢io de vitamina D e cal-
cio e o desenvolvimento de calculos renais.
Objetivo: Avaliar o efeito de doses elevadas
de vitamina D, (V), com suplemento de
calcio (Ca) no desenvolvimento de litiase
em modelo experimental. Métodos: Pas-
tilhas foram inseridas na bexiga de ratos,
que receberam V com ou sem Ca. Ratos
foram divididos em seis grupos: 1. Sham;
2. Controle com pastilha, 3. Controle com
V, 4. Pastilha + V, 5. Pastilha + Ca e 6.
Pastilha + Ca + V. Resultados: Observou-se
50% e 17% de redugio na formagio de cal-
culos, respectivamente nos grupos 5 e 6 em
comparagdo ao grupo 2 (p < 0,005). Nao
foram observadas hipercalcemia ou hiper-
calcitria em todos os grupos. Encontramos
no grupo 6 (p = 0,03) uma redugio signi-
ficativa na calcitria. Conclusao: A admi-
nistracao de V associada com Ca diminuiu
significantemente a formagdo de célculos e
reduziu significantemente a calcitria, suge-
rindo uma interferéncia benéfica na fisiopa-
tologia litogénica.

Palavras-chave: 25-hidroxivitamina D 2;
deficiéncia de vitamina Dj; nefrolitiase;
suplementacdo alimentar; vitamina D.

ABSTRACT

Introduction: There is little information in
the literature relating supplementary oral
usage of vitamin D and calcium to the de-
velopment of kidney stones. Objective: To
evaluate the effect of high dose, 200 TU
of vitamin D, (V) with calcium supple-
mentation (Ca). Methods: Experimental
model consists of insertion of pellets into
the bladder of rats. V was administered
for 30 days with or without Ca. The rats
were divided in 6 groups: 1. Sham, 2.
Pellets control; 3. V control; 4. Pellets +
V; 5. Pellets + Ca and 6. Pellets + Ca + V.
Results: 50% and 17% decreases bladder
stones formation in groups 5 and 6, p <
0.005 comparing with the group 2 were
observed. There was no hypercalcemia or
hypercalciuria in all groups. We observed
a significant decrease in calciuria in group
6 (p = 0.03). Conclusion: The administra-
tion of the V associated with Ca signifi-
cantly decreased the formation of stones
and caused a significant reduction in uri-
nary calcium, suggesting a protection in
the lithogenic pathophysiology.

Keywords: 25-hydroxyvitamin D 2;
nephrolithiasis; vitamin D; vitamin D
deficiency.

INTRODUCAO

Litiase urindria é um problema
universal. Os principais fatores para a
formacdo de cdlculos urindrios, além
da baixa hidrata¢io do organismo sio:
insuficiéncia dos inibidores da formagao
de cédlculos como o citrato e 0 magnésio,
alteracdes do pH urindrio e o aumento
da concentracio urindria de cilcio,
que atinge cerca de 50% dos pacientes

formadores de calculos.'?

O risco de se desenvolver nefrolitiase é
de 10% até 25%,** sendo mais comum em
homens,” tipicamente entre 30 a 60 anos.
Na sexta década de vida, a incidéncia
aumenta na mulher, associada ao aumento
de perimetro abdominal, tendendo a
uma equivaléncia em ambos os sexos.*
Tem sido documentada a associa¢io de
nefrolitiase com sindrome metabdlica, ou
seja, aumento de peso e aumento do indice
de massa corporal (BMI),® hipertensio



arterial,”'® diabetes mellitus,""'> aterosclerose da
artéria cardétida,’ infarto do miocardio,'*'" cursando
com hipocitratiria em 54% e hiperuricosuria em
43%.% Estudos experimentais demonstram que as
placas de Randall se formam pela reparacio de
lesdes vasculares, em um processo semelhante a
aterosclerose.'® A turbuléncia do fluxo sanguineo
na papila renal ocasiona um processo inflamatério
agravado pelo aumento da osmolaridade e a hipoxia
nesse local, liberando citoquinas e proteinas, que
promovem agregacao de cristais.'®

Estudos epidemiolégicos mostram que pacientes
formadores de «cdlculos (além da sindrome
metabdlica) também apresentam associagio com
osteopenia/osteoporose e ainda com hipovitaminose
D." Estudos demonstraram que hipovitaminose
D foi observada em cerca de 60% a 80% final
de inverno.'®™” As potenciais causas desta alta
prevaléncia sdo a falta de exposi¢do ao sol adequada,
risco de desenvolvimento de cancer de pele, raga
negra, obesidade, idade, institucionalizacio,
gravidez, doencas inflamatérias intestinais, a
ingestio pobre dos seus precursores e ao uso de
protetor solar, ex: o protetor fator 8 reduz a produgdo
da vitamina D, em 95%.?° A pele exposta ao sol é a
principal fonte, produzindo 80% a 90% das doses
diarias recomendadas, sendo que a exposi¢cio quase
total do corpo por 2 minutos fornece 10.000 UI de
vitamina D, ou exposi¢do da cabeca e pescogo por
20 minutos.”” A necessidade didria de vitamina D,
em criangas, adolescentes e adultos é de 200 UI ou
5 pg por dia e em adultos 400 UI a 600 UI por dia.
Sdo considerados normais niveis séricos de 250H
vitamina D > 30 ng/ml, insuficiéncia entre 20 a 30
ng/ml e deficiéncia < 20 ng/ml, utilizando-se como
referéncia a elevagdo do paratormonio.?

A vitamina D atua no organismo como um
horménio. A 1,25(OH), vitamina D controla a
secrecdo de renina e de insulina?'?? e a deficiéncia
estd também associada com a sindrome metabdlica,?
incluindo diabetes mellitus insulinodependente e
outras doencas autoimunes como esclerose multipla,
doenca inflamatdria intestinal, lipus eritematoso
sistémico e artrite reumatoide, além do aumento de
doencas infecciosas, neoplasia de célon e prostata,
mostrando que exerce efeitos biolégicos muito
além da regulacio do metabolismo Gsseo, o que
ressalta a importancia do tratamento nos casos de
hipovitaminoses.*
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O tratamento da hipovitaminose D nos ca-
sos de insuficiéncia é seguro mesmo com doses
elevadas,” desde que ndo atinja niveis séricos
de 25(OH) vitamina D téxicos, superiores a 150
ng/ml, ocasionando a hipercalcemia e hiperfosfate-
mia, o que potencialmente pode levar a nefrolitiase
renal.?’

Dietas pobres em célcio estdo associadas a risco
de fraturas dsseas devido a osteoporose e calculose
renal.’” Ha forte evidéncia de que os melhores
resultados de prevencdo de litiase renal sdo dietas
com ingesta de cdlcio de 1.200 mg/dia, acompanhado
de restricio de proteina animal, sal e oxalato.?*
Consumo de célcio redor de 1.500 mg/dia em homens
e mulheres pode reduzir o risco de nefrolitiase, mas
estudos recentes do WHI revelam que doses orais
didrias acima de 2.150 mg de cdlcio com vitamina
D, aumentam 17% o risco de desenvolver calculos
renais.*

O tratamento da hipovitaminose D e
suplementacdo de cdlcio em pacientes formadores de
célculos renais é uma questdo a ser considerada, uma
vez que a hipercalcemia e a hipercalcitria sdo fatores
predisponentes para a formagdo de nefrolitiase,
justificando esse estudo experimental de litiase com
sobredose de vitamina D com suplementagdo de
célcio.

MATERIAL E METODOS

Trinta e seis ratos Wistar adultos de 8 semanas com
peso médio de 250 g foram colocados em gaiolas
individuais. Urina recém-eliminada foi coletada
para dosagem de pH e de 24 horas para dosagem
de creatinina, s6dio, potdssio, densidade urindria,
calcio e magnésio. Amostras de sangue de todos
os animais foram colhidas no inicio e no final do
experimento para a dosagem de creatinina, cilcio,
sodio, potassio e magnésio. Nesse modelo de litiase
experimental, utilizamos uma pastilha pré-formada
de oxalato de calcio, que foi introduzida
cirurgicamente na bexiga e serve como superficie de
apoio para a precipitagio de elementos organicos
e inorganicos, inclusive podendo formar cdlculos
satélites.

Os animais foram divididos em seis grupos com
seis animais cada: Grupo 1. Sham, sem manipulac¢io
ou droga; grupo 2: controle somente com pastilha
na bexiga (P); grupo 3: controle recebendo somente
1 gota via oral com 200 UI de vitamina D, por dia
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(V); grupo 4: P e V; grupo 5: P e suplementagdo de
célcio (Ca) 4 mg de carbonato de célcio diluido em
0,5 ml de dgua administrado por gavagem e grupo
6: P + Ca + V. Os animais foram sacrificados no 30°
dia, sob anestesia e perfusio renal. Os rins foram sub-
metidos a exame anatomopatoldgico, com coloracdo
de PAS. As pastilhas e os cdlculos formados foram
fotografados.

Os dados foram bioquimicos foram estatistica-
mente analisados pelo teste ¢ de Student pareado,
analisando-se os resultados no inicio e final do expe-
rimento para cada grupo. A formagdo dos calculos na
bexiga foi analisada pela curva de eventos. Foi consi-
derado formador de célculo negativo, quando a pas-
tilha ndo apresentou deposi¢io de cristais e positivo
quando houve crescimento e/ou formagao de célculo
satélite. Os dados foram descritos utilizando-se me-
dida de desvio padrio e foi considerado significante
p <0,05.

ResuLTADOS

A dosagem média de 25(OH) D sérica dos ratos do
grupo PV inicialmente (PVi) foi de 9,10 = 3,41 ng/ml
e, apos 30 dias de tratamento com V, observamos
substancial eleva¢io na PV final (PVf), com média
de 40,36 = 10,03 ng/ml (*p = 0,0002), conforme
apresentado no Grifico 1.

Grafico 1. Dosagem de Vitamina D, em ng/ml Método: Vitamina D
total Roche; Método: Eletroquimiolunescéncia Aparelho: Elecsys
2010 Intervalo de medicéo: 3,00-70 ng/ml.

Dosagem sérica de Vitamina D

601 *p = 0,0002
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Observou-se diminui¢do progressiva na formagio
de célculos nos grupos que receberam V em 45%
(PV, p = 0,138), calcio em 55% (PCa, p = 0,05) e
célcio com V em 17%, que também foi significante
(PCaV, p = 0,005). Gréfico 2 e Figura 1.
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Grafico 2. Porcentagem da formacao de célculos: CP: Controle com
pastilha; PV: Pastilha + Vitamina D,; PCa: Pastilha + suplementacao
de célcio; PCaV: Pastilha + suplementacéo de célcio + Vitamina D,.
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Figura 1. Fotografia dos célculos. Grupo 2; CP: Controle com
pastilha; Grupo 4; PV: Pastilha + Vitamina D,; Grupo 5 PCa: Pastilha +
suplementacédo de célcio; Grupo 6: PCaV: Pastilha + suplementacao
de célcio + Vitamina D,.

A calcemia em todos os grupos ndo apresentou

diferenca significante, comparando-se os resultados
no inicio e no final do experimento aplicando-se o
teste ¢ de Student pareado. Nio houve alteracio
significante na calcitria nos grupos 1, 2, 3, 4 e 5.
Houve uma significante diminuicdo da calcitria nos
grupo 6 p = 0,03. Tabela 1.

Nio observamos diferencas significantes entre os
valores de magnesemia e de magnestria no inicio e
final do experimento, analisando-se os resultados
de todos os grupos no inicio e final do experimento
individualmente pelo teste ¢ de Student pareado
(Tabela 2).

Nio houve alteracio no clearance de creatinina
significante analisando-se individualmente todos os
grupos aplicando-se o teste ¢ de Student (Tabela 3).

Nio houve alteragbes no pH de wurina
recém-eliminada, densidade wurindria, natremia,
natriuria, potassiuria analisando-se os resultados no



TABELA 1 CALCEMIA E CALCIURIA DE TODOS 0S ANIMAIS
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Calcemia inicio Calcemia fim  Teste t Student Ca(;(i:;l]i:?drgg/ r:;/l(;:ilgrfliiq Teste t Student
1. Sham 9,82 + 0,45 9,65 + 0,57 p=0,64 0,33 + 0,04 0,38 £ 0,07 p=0,17
2.CP 9,15 + 0,37 9,67 +0,42 p=0,83 0,42 £ 0,1 0,36 + 0,07 p=0,10
3.CV 9,50 £ 0,24 9,93+ 1,23 p=0,42 0,30+ 0,18 0,34 £ 0,14 p=0,68
4. PV 9,93 + 0,61 9,67 +0,34 p=0,23 0,33 +0,28 0,47 £0,28 p=0,07
5. PCa 9,90 + 0,39 10,13 £ 0,33 p=0,20 0,45 + 0,13 0,37 £ 0,15 p=0,14
6. PCaV 10,15 + 0,30 10,00 = 0,43 p=0,45 0,40 £ 0,13 0,21 +0,21* *p=0,03

Calcemia e calcitria, média com SD. Grupos: 1. Sham; 2. CP: Controle com pastilha; 3. CV: Controle Vitamina D3; 4. PV: Pastilha + Vitamina D3; b.
PCa: Pastilha + suplementacao de célcio; 6. PCaV: Pastilha + suplementacao de célcio + V. Resultados analisados individualmente nos grupos no

inicio (i) e final (f) do experimento aplicando-se o teste t de Student.

TABELA 2 MAGNESEMIA E MAGNESURIA DE TODOS OS ANIMAIS

IVIg_ plla_sma Mg plasma Teste t Student I\/Ig_ur_in’a _mg/ Mg lflrin.a Teste t Student
inicio final dia inicio mg/dia fim
1. Sham 2,13+ 0,19 2,72 + 0,17 p=20,10 1,82 +0,82 3,44 + 0,81 p=011
2.CP 2,63+0,16 2,38+0,16 p=0,19 1,77 £ 1,27 2,31 +£1,78 p=0,55
3.CV 2,48 £ 0,29 2,67 = 0,80 p=0,63 1,70 + 1,03 1,99 + 1,40 p=0,75
4. PV 2,65+ 0,40 2,37 £ 0,12 p=0,28 1,28 + 0,65 2,63 +1,43 p=0,11
5. PCa 2,31 +0,10 2,57 = 0,31 p=20,10 2,81 +1,38 2,87 +1,73 p=0,82
6. PCaV 2,27 + 0,27 2,47 £ 0,27 p=0,19 1,64 + 1,63 1,70 = 1,61 p=0,83

Magnesemia e magnesuria. Grupos: 1. Sham; 2. CP: Controle com pastilha; 3. CV: Controle Vitamina D,; 4. PV: Pastilha + Vitamina D,; 5.
PCa: Pastilha + suplementacao de célcio; 6. PCaV: Pastilha + suplementacao de célcio + V. Resultados analisados individualmente nos grupos no

inicio (i) e final (f) do experimento aplicando-se o teste t de Student.

TABELA 3 CLEARANCE DE CREATININA DE TODOS OS ANIMAIS

Shami Shamf CVi CVf CPi CPf PVi PV f PCai PCa f PCaViti PCaVitf
1,29 1,68 0,96 1,32 0,97 1,43 1,19 1,92 1,43 1,1 1,73 1,63
1,35 1,29 0,77 1,22 1,46 1,19 1,16 1,36 1,00 0,82 1,20 1,26
1,29 1,22 0,85 1,12 0,91 0,92 1,64 1,61 0,98 1,20 1,08 0,91
1,42 1,28 1,60 1,30 0,91 1,76 1,86 1,45 1,04 1,87 1,03 0,82
1,62 1,42 1,50 1,58 1,72 1,53 1,25 1,10 1,31 1,05 1,45 1,42
1,41 1,72 1,21 1,06 0,89 1,26 1,10 1,23 1,68 0,83 1,86 1,81

p=0,72 p=0,37 p=0,29 p=0,64 p=0,70 p=0,09

Clearance de creatinina em ml/min. Grupos: 1. Sham; 2. CP: Controle com pastilha; 3. CV: Controle Vitamina D,; 4. PV: Pastilha + Vitamina D,; 5.
PCa: Pastilha + suplementacao de célcio; 6. PCaV: Pastilha + suplementacao de célcio + V. Resultados analisados individualmente nos grupos no

inicio (i) e final (f) do experimento aplicando-se o teste t de Student.

inicio e final do experimento pelo teste ¢ de Student
pareado. Ndo houve alteragdes histopatologicas
analisando-se os rins de todos os animais de todos os
grupos, ndo sendo encontrados sinais de nefrocalcinose
ou de nefrolitiase (dados ndo apresentados).

DiscussAo

Conforme observado nos resultados, ocorreu menor
percentual de formagio de cdlculos nos grupos que
receberam somente calcio e calcio com vitamina D,.
O nivel médio de 25(OH) D sérico basal dos ratos

foi de 9,10 = 3,41 ng/ml, o que estd de acordo com
os resultados encontrados na literatura.’'33 Apds 30
dias de tratamento, observamos significante elevag¢io
dos niveis de 25(OH) D, chegando a 40,36 = 10,03
ng/ml. A dose de 200 UI, ou seja, 5 pg de vitamina
D, administrada na forma de 1 gota via oral, elevou
os niveis circulantes de 25(OH) D cerca de 4 vezes.
Esperdvamos niveis mais elevados no sangue, uma
vez que a dose de 200 UI para um rato de 250 g de
peso corresponderia a 280 vezes a dose preconizada
para um adulto de 70 Kg, isto equivale a administrar
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50.000 UI por dia, o que deveria elevar os niveis
séricos para aproximadamente 150 ng/ml, suficientes
para causar intoxica¢do em humanos.?

Intoxicagdo por vitamina D, cursa classicamente
com hipercalcemia, hipercalciuria insuficiéncia renal
com alteragdo dos niveis de creatinina sanguinea e
urindria com diminuicio do clearance de creatinina,?
o que talvez possa aumentar o risco do desenvolvi-
mento de nefrolitiase.

No nosso estudo, nao houve alteracdes significantes
na urina tipo 1, como diminui¢io do volume urinario
ou hematuria, inclusive na medida do pH urinario em
urina recém eliminada, que foi realizada com o objetivo
de analisar o comportamento tubular numa eventual
hipercalcitiria, que poderia cursar com redu¢iao do pH
urinario pelo aumento da excre¢do renal de hidrogénio
e aumento da reabsorc¢do de célcio, mecanismos que o
rim dispoe para proteger-se da formagido de cilculos.?’
Da mesma forma, nio houve alteracio do clearance de
creatinina e da calcemia, comparando-se os resultados
no inicio e final do experimento. Observou-se
significante diminui¢do da calcitria no grupo 6, isto
é, suplementagdo de célcio com vitamina D.. Esses
resultados sdo compativeis com uma sobredose de
vitamina D e ndo com intoxica¢io, o que permitiu
avaliar o efeito da dose elevada da vitamina D, no
modelo de litiase por corpo estranho em ratos.

E possivel que tenha ocorrido algum mecanismo
protetor na absor¢do ou metabolizacdo da vitamina
D, nos ratos, evitando, assim, a intoxicacdo. Nao
observamos obstipacdo intestinal ou diarreia,
anorexia, apatia, ranger de dentes, alteracdo da
coordenagdo, dificuldade respiratoria, exsudacdo
mucosa nasal ou 6bitos, como descritos em coelhos
que receberam duas doses de 52 mg/kg de vitamina
D, subcutanea, com intervalo de 4 dias, que, inclusive,
apresentaram calcificacdo arterial e nefrocalcinose.?*
E interessante observar que suplementacio
adequada de vitamina D, diminui o risco de eventos
cardiovasculares, mas nas intoxicagdes por vitamina
D pode ocorrer o contririo,* o que ressalta a
importancia do tratamento da insuficiéncia de
vitamina D com doses seguras e monitorizacio do
tratamento.

No nosso experimento, a administragio de cdlcio
diminuiu significantemente a formagdo de calculos e
a calciuria. H4 forte evidéncia que a suplementagio
de célcio na dieta diminui a incidéncia de litiase.?6-28
Sorensen et al.¥ realizaram um estudo de coorte

] Bras Nefrol 2014;36(2):132-138

com 10.000 mulheres, acompanhadas por 20 anos,
que receberam célcio radioativo. Observou-se
diminuicdo da formacdo de cdlculos de pelo menos
em 45% nas pacientes que receberam suplementag¢do
de célcio na dieta, ao redor de 1.500 mg/dia,
comparado com pacientes com restricio de célcio
na dieta. Restricio do cilcio na dieta diminui a
disponibilidade desse cation formar sais de oxalato
de célcio na luz intestinal, resultando em maior
absorcao de oxalato e ocasionando aumento da
oxaluria,* mas é importante salientar que consumo
de célcio maior que 2.150 mg aumenta 17% o risco
de desenvolver calculos renais.?°

No nosso experimento a administragdo de vitami-
na D, no grupo 4 reduziu a formagao de calculos em
50%, porém sem significancia (p = 0,138). Quando
administramos somente suplementacio de cdlcio
(grupo 5) houve diminuicdo significante de 50% com
p = 0,05 da formacdo de célculos e diminuiu mais
ainda para 17% no grupo 6 com a adi¢io da vitamina
D,, com p = 0,005.

Ha poucos dados na literatura sobre tratamento de
hipovitaminose D e nefrolitisase. Publicacdo recente
em humanos pelo NHANES III** mostra que nio foi
encontrada correlacdo significante da prevaléncia de
nefrolitiase e os niveis séricos de 25(OH) D entre
formadores e ndo formadores de calculos (p = 0,57),
inclusive com administragao de vitamina D, levando a
niveis séricos entre 40 a 50 ng/ml. Os niveis séricos de
25(OH) D nao estdo associados ao risco aumentado
(OR) de calculose em pacientes formadores de
littase [OR = 0,99; 95% intervalo de confianga (CI)
0,99-1,01], sendo que foi realizado o ajuste para
idade, sexo, raca, niveis de calcio sérico, historico de
hipertensdo ou diabetes, indice de massa corpdrea e
o uso de diuréticos.*® Koul et al.** relataram 10 casos
de intoxicacdo em humanos na India. Os pacientes
receberam doses elevadas por 2 a 4 meses de vitamina
D, e desenvolveram hipercalcemia, hipercalcitria, e
diminui¢do do clearance de creatinina, porém nenhum
apresentou nefrolitiase ao ultrassom.

Embora o consumo de 1.200 a 1.500 mg de calcio por
dia possa diminuir a incidéncia de litiase, o tratamento da
hipovitaminose D com doses acima das doses fisiologicas
requer acompanhamento e a monitoriza¢ao da dosagem
de vitamina D (250H), particularmente nos pacientes
formadores de calculos. Mais estudos nesse aspecto sao
necessarios e ainda na curiosa associacao entre sindrome
metabdlica, nefrolitiase e hipovitaminose D.



CoNcLUsAO

Neste protocolo, a administracio de elevadas
doses de vitamina D, associada a suplementacado
de célcio diminuiu significantemente a formacao
de calculos renais e cursou com diminui¢do

significante da  calciuria, sugerindo uma

prote¢do na fisiopatologia litogénica em ratos. O
tratamento da hipovitaminose D com vitamina D,
e suplementacdo de cdlcio em doses adequadas
talvez possa beneficiar pacientes formadores de
calculos.
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