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RESUMO:

A obesidade esta associada com aumento do estresse oxidativo, modificacdo da
homeostase metabdlica e recrutamento de mediadores inflamatérios que afetam
diversos 6rgdos, como o figado, que pode acumular lipidios e se tornar esteatotico.
A obesidade tem sido associada com baixos niveis de vitamina D3 e, por isso, 0
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com este composto sobre
0 estresse oxidativo e 0s niveis hepaticos e plasmaticos de lipidios em ratos obesos.
Ratos Wistar com 21 dias de idade foram divididos em 2 grupos: controles, que
receberam dieta padrdo e obesos, que receberam dieta hipercalérica. Aos 90 dias
de idade, os animais foram tratados ou ndo com vitamina D3 por 40 dias na dose de
5.600 Ul/semana e, posteriormente, avaliados para os contetdos de lipidios e o
estresse oxidativo hepatico. Ratos obesos apresentaram maiores niveis de lipidios
hepaticos e plasmaticos, assim como um aumentado estresse oxidativo hepatico. A
vitamina D3 diminuiu os niveis hepaticos e plasmaticos de lipidios e de melhorou
alguns marcadores de estresse oxidativo hepatico, como 0s niveis de glutationa
reduzida (GSH), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e espécies
reativas de oxigénio (ROS). Estes resultados mostram que a suplementagdo com
vitamina D3 pode ser uma possivel alternativa para o tratamento da obesidade.

INTRODUCAO

A sindrome metabdlica € um estado fisioldgico que se caracteriza pelo aumento da
obesidade abdominal, resisténcia a insulina, dislipidemia aterogénica (redug¢do dos
niveis de HDL associada ao aumento dos triglicerideos), hipertenséo e inflamacao
(GRUNDY et al.,, 2004). A obesidade, um dos fatores que compde a sindrome
metabdlica, esta associada com aumento do estresse oxidativo tecidual, modificacao
da homeostase metabdlica e recrutamento de mediadores inflamatérios que afetam
diversos 6rgdos, como o figado, que pode acumular lipidios e se tornar esteatotico.
A obesidade tem sido associada com baixos niveis de vitamina D3 e a
suplementacao de ratos obesos com esta vitamina promove reducdo dos depositos
de gordura no tecido adiposo (CORDEIRO et al., 2021). A vitamina D3, também
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conhecida como colecalciferol, exerce papel como precursor hormonal. ApGs ser
hidroxilada no figado e nos rins, o colecalciferol é convertido na sua forma ativa,
denominada 1,25-di-hidroxicolecalciferol (1,25-(OH)2 D3). Diante desse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os impactos da suplementacdo com
vitamina D3 sobre as alteracfes hepaticas de ratos obesos. Especificamente, o
presente estudo avaliou os efeitos da suplementacdo com vitamina D3 sobre o perfil
lipidico sérico e o conteudo de lipidios e o estresse oxidativo no figado de ratos com
obesidade induzida por dieta hipercalorica do tipo cafeteria, ou Western Diet.

MATERIAIS E METODOS

Ratos Wistar com 21 dias de idade foram divididos em 2 grupos: controles, que
receberam dieta padréo e obesos, que receberam dieta hipercalérica. Aos 90 dias
de idade, os animais foram tratados ou ndo com vitamina D3 por 40 dias na dose de
5.600 Ul/semana. Aos 131 dias, os animais em jejum de 12 h, anestesiados com
tiopental (100 mg/kg i.p.), tiveram a cavidade abdominal exposta e o sangue
coletado da veia cava. Na sequéncia, o figado foi removido, clampeado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para determinacdo do conteudo lipidios e o
estresse oxidativo. O soro foi separado do sangue por centrifugacdo e o perfil
lipidico sérico determinado com kits comerciais. Os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (n°
5866200720).

Aliquotas de figado congelado tiveram os lipidios totais extraidos com uma mistura
de cloroférmio:metanol (2:1) e quantificados por gravimetria. Para avaliar o estresse
oxidativo, amostras de figado congelado foram homogeneizadas em Dounce com
tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,4). Uma aliqguota do homogenato foi separada para
determinar os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) por
espectrofotometria (532 nm), e glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) por
espectrofluorimetria (Aex = 350 nm e Aem = 420 nm) com o-ftalaldeido. O restante
do homogenato foi centrifugado 11.000g por 15 min e o sobrenadante utilizado para
determinar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) por espectrofluorimetria
(Aex = 504 nm e Aem = 529 nm) usando 2,7-diclorofluoresceina (DCFH) [BIAZON et
al., 2016] e a atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase (SOD) por
espectrofotometria. Os dados foram expressos como médias + EPM e a significancia
estatistica foi analisada usando o GraphPad Prism Software (versao 8.0) por meio
de ANOVA ONE-WAY seguido de teste de Tukey (p < 0.05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o conteudo de lipidios toais no figado e o perfil lipidico sérico. Os
animais obesos (WD) apresentaram conteudo hepético de lipidios 80% maior que 0s
animais controles (CTL). O tratamento com vitamina D3 nao alterou estes valores
nos animais controles (CTL-VD), mas reduziu os niveis de lipidios no figado de
animais obesos (WD-VD) em 25%. O conteudo de triglicerideos e colesterol total
séricos foram respectivamente 20% e 37% maiores em WD (comparados com CTL)
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e o tratamento com vitamina D3 reestabeleceu estes niveis para valores iguais ao

CTL.
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Figura 1 — Efeitos da vitamina D3 sobre o conteudo de lipidios totais no figado (A), e os niveis séricos
de triglicerideos (B), colesterol total (C) e colesterol HDL (D). CTL: controles; WD: obesos; CTL-VD:
controles tratados; WD-VD: obesos tratados. Os valores sdo a média + EPM de 6 animais. Valores
com letras sobrescritas diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).
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Figura 2 — Efeitos da vitamina D3 sobre o estresse oxidativo no figado de ratos obesos. CTL:
controles; WD: obesos; CTL-VD: controles tratados; WD-VD: obesos tratados; TBARS: substancias
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reativas ao acido tiobarbitirico; SOD: superéxido dismutase; GSH e GSSG: glutationa reduzida e
oxidada. Os valores sdo a média £+ EPM (n = 6). Valores com letras sobrescritas diferentes sao
diferentes (p<0.05).

O colesterol HDL foi 40% menor em WD se comparado ao CTL e o tratamento com
vitamina D3 aumentou estes valores em 40%. A este respeito, a vitamina D3 tem
sido reportada melhorar o perfil lipidico sérico por estimular a expressao de gene-2
induzido por insulina (Insig-2), que por sua vez inibe SREBP-2 e a sintese de
colesterol (DIBABA, 2019).

A Figura 2 ilustra o estado oxidativo no figado de ratos. Os niveis de TBARS e ROS
foram respectivamente 60% e 33% maior no figado de WD (comparados a CTL) e a
vitamina D3 reestabeleceu os valores para os niveis de CTL. A atividade da SOD
nao foi alterada pela obesidade e pelo tratamento. A atividade da catalase foi
diminuida pela obesidade, mas ndo modificada pelo tratamento. Os niveis de GSH e
GSSG foram diminuidos no figado de WD por cerca de 50%. A vitamina D3
aumentou os niveis de GSH para valores iguais ao CTL, mas ndo melhorou os
niveis de GSSG. Isto deveria aumentar a razdo GSH/GSSG, um marcador
antioxidante que deve estar diminuindo o estresse oxidativo no figado de ratos
obesos tratados com vitamina D3.

CONCLUSOES

O tratamento de ratos obesos com vitamina D3 diminui o conteludo de lipidios
hepatico e melhora o perfil sérico de triglicerideos e colesterol. O tratamento também
diminui o estresse oxidativo hepatico de ratos obesos e a causa pode ser o aumento
de GSH.
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