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RESUMO

CECILIANO, Thais Christine Maia. Metabolismo e figado em camundongos
alimentados cronicamente com frutose: papel da vitamina D, deficiéncia e
suplementacao. 2019. 84 f. Tese. Doutorado (Biologia Humana e Experimental) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil, 2019.

A frutose adicionada a refrigerantes e alimentos processados, assim como a
deteccdo frequente de deficiéncia de vitamina D no organismo, sdo dois insultos
cada vez mais considerados como causadores de lesBes em 6rgdos-alvo.
Estudamos o figado apds uma dieta crbnica rica em frutose, deficiente e
suplementada com vitamina D. Sessenta camundongos machos C57BIl/6 adultos
foram alocados em seis grupos (n=10) por dez semanas de acordo com a dieta
experimental: controle (C), controle deficiente em vitamina D (CDD), controle
suplementado com vitamina D (CDS), frutose (F), frutose deficiente em vitamina D
(FDD) e frutose suplementada com vitamina D (FS). As expressdes génicas do
receptor de vitamina D (Vdr) e Cyp27b1l e do nivel plasmatico de 25-hidroxivitamina
D asseguraram que as dietas causaram deficiéncia de vitamina D ou
suplementacdo. A massa corporal ndo mudou, mas a pressao arterial (PA)
aumentou em CDD, F e FDD, enquanto a PA foi controlada em FS. Insulina,
tolerancia a glicose e resisténcia a insulina foram observadas tanto na deficiéncia de
vitamina D como nos grupos frutose, mas melhoraram com a suplementacdo de
vitamina D. Esteatose hepatica e fibrose foram observadas nos grupos CDD, F e
FDD. Além disso, F e FDD mostraram ativacdo de células estreladas hepaticas. As
expressdes génicas de lipogénese e inflamacdo aumentaram nos grupos CDD, F e
FDD, mas diminuiram com a suplementagdo de vitamina D. Em concluséo,
demonstramos os efeitos adversos da deficiéncia de vitamina D no metabolismo,
esteatose hepéatica e, combinado com ingestdo de frutose, fibrose intersticial
hepatica com ativacao das células estreladas hepaticas, e alteracdo da lipogénese,
beta-oxidacdo e inflamacdo hepatica. Todos esses dados melhoraram quando a
vitamina D foi suplementada nos animais.

Palavras-chave: Vitamina D; Esteatose hepatica; Plin2; Fibrose hepatica; Células

estreladas hepaticas; Resisténcia a insulina.



ABSTRACT

CECILIANO, Thais Christine Maia. Metabolism and liver in chronically fructose
fed mice: role of vitamin D, deficiency and supplementation. 2019. 84 f. Tese.
Doutorado (Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil,
2019.

Fructose added to soft drinks and processed foods, as well as the frequent
detection of vitamin D deficiency in the body, are two insults increasingly considered
to cause target organ damage. We studied the liver after a chronic high-fructose diet
deficient and supplemented with vitamin D. Sixty adult C57BI/6 male mice were
allocated into six groups (n=10) for ten weeks, according to the experimental diet:
control (C), vitamin D deficient control (CDD), vitamin D supplemented control (CDS),
fructose (F), vitamin D deficient fructose (FDD) and vitamin D supplemented fructose
(FDS). Gene expressions of the vitamin D receptor (Vdr) and Cyp27bl and plasma
level of 25-hydroxyvitamin D ensured that diets caused vitamin D deficiency or
supplementation. Body mass did not change, but blood pressure (BP) increased in
CDD, F and FDD, while BP was controlled in FDS. Insulin, glucose tolerance, and
insulin resistance were observed in both vitamin D deficiency and fructose groups but
improved with vitamin D supplementation. Liver steatosis and fibrosis were observed
in CDD, F, and FDD groups. Furthermore, F and FDD showed activation of hepatic
stellate cells. Gene expressions of lipogenesis and inflammation increased in the
CDD, F and FDD groups, but decreased with vitamin D supplementation. In
conclusion, we demonstrated the adverse effects of vitamin D deficiency on
metabolism, hepatic steatosis and, combined with fructose intake, hepatic interstitial
fibrosis with hepatic stellate cell activation, and alteration of lipogenesis, beta-
oxidation and hepatic inflammation. All these data improved when vitamin D was
supplemented in animals.

Keywords: Vitamin D. Liver steatosis. Plin2. Liver fibrosis. Hepatic stellate cells.

Insulin resistance
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INTRODUCAO

A sindrome metabdlica € um problema de saude no cenario mundial e
aumenta o risco de doencas humanas, como obesidade, dislipidemia, presséo
arterial elevada e diabetes (Eckel et al., 2005; Mendrick et al., 2018)

A frutose, um monossacarideo comum em frutas e vegetais, é adicionada
para adocar alimentos e bebidas. E a ingestdo industrial, e ndo de frutose de frutas,
que induz disturbios metabdlicos e aumenta o risco de resisténcia a insulina/diabetes
(Macdonald, 2016). A frutose tem um alto poder lipogénico (Teff et al., 2009) sem
afetar significativamente a massa do tecido adiposo (Schultz et al.,, 2013), mas
aumenta o inicio e a progressdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DGHNA) (Alwahsh e Gebhardt, 2017) e alteraces cardiometabdlicas (Taskinen et
al., 2017). A frutose tornou-se onipresente em nossa oferta de alimentos, com 0s
maiores consumidores sendo adolescentes e jovens adultos (Port et al., 2012).

A vitamina D foi descoberta no inicio do século XX e na época tinha como
funcao curar e prevenir o raquitismo (Bouillon et al., 2008). Ela regula principalmente
a homeostase de célcio e fésforo e é adquirida pela ingestdo de alimentos como
peixes gordurosos e ovos, e principalmente pela sintese cutanea através da
exposicao aos raios ultravioleta tipo B. O metabolismo da vitamina D € iniciado com
a foto conversdo do 7-dehidrocolesterol (7-DHC) pelo UVB na pele, formando a
vitamina D3 ou absorvida pela dieta na forma de D,. Em seguida, o CYP27B1, a
principal 1(1-hidroxilase que converte a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) na forma
hormonal 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH).D), e esta ultima € o ligante para o
receptor da vitamina D (VDR) (Bikle, 2014). Ja foi descrito que esse receptor esta
presente em varios orgaos, demonstrando uma funcéo sistémica dessa vitamina que
agora € considerada um hormonio. Os genes alvo regulados pela vitamina D podem
controlar diversas atividades biologicas, como o sistema imunolégico, a funcédo da
pele e dos musculos, o crescimento celular e outros processos bioldgicos (Pike e
Christakos, 2017). As concentracdes circulantes de 25(OH)D séo consideradas um
indicador de status da vitamina D (Heaney, 2004).

Embora a associacao entre a deficiéncia de vitamina D e o acimulo de massa
corporal ainda seja motivo de debate (Plesner et al.,, 2018), relatos recentes

reforcam a nocdo de um vinculo definitivo de deficiéncia de vitamina D com a
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obesidade geral e abdominal (Ong et al., 2018; Mansouri et al., 2019). Além disso,
estudos sobre o efeito da deficiéncia de vitamina D sobre os fatores de risco
cardiovascular e hipertensdo sdo conflitantes com resultados inconsistentes (Kheiri
et al., 2018), mas hé relatos recentes de que a deficiéncia de vitamina D aumenta o
risco de desenvolver disfuncdo metabdlica e aumento do risco cardiovascular (Faridi
et al., 2017; Skaaby et al., 2017; Censani et al., 2018). E a suplementacédo de
vitamina D tem sido considerada benéfica em individuos com doencas hepaticas
cronica (Bjelakovic et al., 2017), com diabetes (Bjelakovic et al., 2017), hipertensao
(Bjelakovic et al., 2017) e alteracdes na funcéo renal (Rosina et al., 2017).

E digno de nota dizer que a frutose combinada com a deficiéncia de vitamina
D, pode agravar os efeitos nocivos que cada insulto ja causa (Douard et al., 2010).
Assim, o presente estudo foi planejado para examinar o impacto, principalmente no
figado, da deficiéncia e suplementacdo de vitamina D e o consumo simultaneo de

uma dieta rica em frutose.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos, principalmente hepaticos, da deficiéncia e suplementacdo

de vitamina D, com um consumo simultdneo de uma dieta com frutose em

camundongos C57BI/6 machos adultos.

1.2

Objetivos especificos

a) Estabelecer modelos experimentais de deficiéncia e suplementacéo
cronica de vit D acrescidos a uma dieta controle ou com frutose em
camundongos C57BI/6 machos.
b) Avaliar os efeitos da deficiéncia e da suplementacédo de vit D sob
modelo de administracdo de dieta rica em frutose sobre o metabolismo
glicidico
c) Avaliar e comparar os efeitos da deficiéncia e da suplementacédo de vit
D concomitantes com a dieta com frutose como potencializadores e
atenuantes da hipertensao arterial sistélica e a resisténcia a insulina.
d) Quantificar a expressao génica hepética das vias de:
- Lipogénese: Srebplc, Fas e Ppar gama e Chrebp
- Beta Oxidacao: Ppar alfa
- Inflamacéao: 111 e 116
- Vitamina D: - Receptor de vitamina D (Vdr) e enzima ativadora da vit
D (Cyp27bl)
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Frutose

Os acucares incluem os monossacarideos e dissacarideos e dentro dos
monossacarideos mais comuns na dieta temos a frutose, a glicose e a galactose. A
frutose é o agucar que esta naturalmente presente na fruta, mas também em sumos
naturais ou néctares, e que € por vezes usado como adog¢ante, ou que pode estar
adicionado a outros produtos alimentares, como refrigerantes e bolachas. O acgUcar
adicionado mais comum € o xarope de milho com alto conteido em frutose e a
forma mais consumida desses acuUcares sdo 0s sucos em lata e refrigerantes
(Marques, 2017).

A frutose é uma ceto-hexose isbmero de glicose, com um grupo cetona no
carbono (Qi e Tester, 2019). Tanto a sacarose (dissacarideo de glicose-frutose)
quanto o xarope de milho com alto teor de frutose (frutose e glicose em diferentes
concentracdes) sao fontes primarias de frutose na dieta (Chung et al., 2014).

O consumo de frutose, o mais doce de todos os hidratos de carbono que
ocorrem naturalmente, aumentou dramaticamente nos ultimos 40 anos e hoje é
comumente usado comercialmente em refrigerantes, sucos e produtos de
panificacdo (Johnson et al., 2017). Na dieta, sacarose e xarope de milho com alto
teor de frutose sdo as principais fontes de frutose e podem ser metabolizados no
intestino e transportados para a circulagéo sistémica (Malik et al., 2013).

Os seres humanos, assim como outras espécies, podem metabolizar e
absorver diretamente a frutose de diferentes fontes. A sacarose e outros agucares
sao metabolizados a glicose e frutose no intestino (Gericke et al., 2017).

Em camundongos, com baixa ingestdo de concentracéo de frutose, ela pode
ser metabolizada no figado. No entanto, a sobrecarga de frutose aumenta suas
concentracdes circulatorias (Jang et al., 2018). Em humanos, o consumo acentuado
de frutose foi demonstrado que quase 70% da frutose € diretamente metabolizado
pelo figado (Francey et al., 2019), embora outros tecidos como o tecido adiposo

branco possam metabolizar a quantidade restante.
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Além disso, a ingestdo cronica de frutose pode aumentar sua absorc¢do,
promovendo a super expressdo do gene Glut5 no intestino. Assim, apos alta
exposicao, mais frutose entra em circulacéo portal e pode escapar do figado e entrar

na circulacdo sistémica (Ferraris et al., 2018) (Figura 1).

Figura 1. Modelo de absorcéo da frutose pelos receptores de glicose.

Frutose

Legenda: GLUT, transportador de glicose.
Fonte: A Autora, 2019.

A frutose é um acucar lipogénico pois aumenta a lipogénese hepatica de novo
no figado através de varias vias metabdlicas resultantes (Taskinen et al., 2019).
Embora frutose e glicose sejam monossacarideos isdmeros, as vias do metabolismo
séo divergentes nos enterocitos e nos hepatoécitos (Hannou et al., 2018) (Figura 2).
O metabolismo hepatico da frutose e glicose ocorre por vias divergentes, com
consequéncias no metabolismo de lipidios hepaticos e na sensibilidade a insulina
refletidas em doencas metabdlicas (Mortera et al., 2019).

A frutose é absorvida através de dois mecanismos distintos, sendo o primeiro
um transporte facilitado, independente da glicose, com baixa capacidade, e, o
segundo, um co-transporte, dependente da glicose e com alta capacidade (Perman,
1996). A difusao facilitada é mediada pela proteina transportador de glicose (GLUT),
que no caso da frutose € a GLUT5 (também chamado SLC2A5). Esse transportador
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tem alta afinidade com a frutose e pouca afinidade com a glicose. Seu papel primério
€ o de atuar no transporte da frutose da dieta e sua acdo nao depende da
estimulacao pela insulina (Buchs et al., 1998).

Figura 2. Vias de degradacéao da frutose vs. glicose.

Frutose Glicose
GLUT2 ' GLUT2
| Hepatécito |
Frutose Glicose G"cogénio
o t}
Acidodrico Glicose 6-P —» Glicose-1-P
AMP «— ADP *,_)
Frutose 6-P
v Tl
Frutose 1-P Frutose 1,6-bifosfato
/ \‘ / T+
Gliceraldeido Di-hidroxiacetona-P Gliceraldeido-3-P

Piruvato « » Lactato

| | P!
1

Glicerol-3-P
Acetil-CoA

Citrato

Acetil-CoA

Lipogénese de novo J

Monoacilglicerol «- - _ Acil-CoA
i Reesterificacdo Acidos Graxos

Diacilglicerol — TAG

Legenda: ADP, adenosina difosfato; AMP, adenosina monofosfato; ATP, adenosina trifosfato; CoA,
coenzima A; GLUT, transportador de glicose; P, fosfato, TAG, triacilglicerol.
Fonte: A Autora, 2019

A captacdo de frutose da circulagéo portal no figado € mediada por GLUT2
via metabolismo de primeira passagem pela fosforilacdo de frutose em frutose-1-

fosfato, que €& metabolizada posteriormente em fosfato de dihidroxiacetona e

gliceraldeido 3-fosfato (Softic et al., 2016). Notavelmente apenas uma pequena parte
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da frutose ingerida acaba na circulagdo em contraste com a glicose. Esses passos
iniciais no metabolismo da frutose parecem néo ser regulados e ignoram o controle
hormonal, em contraste com a captacao estritamente regulada de glicose e glicdlise
no figado, onde a insulina desempenha um papel central. O gliceraldeido-3-fosfato e
outros compostos de fosfato triose derivados da frutdlise s&o direcionados a
formacdo de piruvato e acetil-CoA e a lipogénese (Herman e Samuel, 2016).
Consequentemente, a frutose tem efeitos tanto na homeostase da glicose quanto na
lipogénese, a particdo depende das necessidades de energia celular (Tappy, 2018).
A obesidade, a sindrome metabdlica (SM), a DHGNA e o Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DMT2) s&o consequéncias dos padrdes alimentares aliada a uma falta de
atividade fisica nas Udltimas décadas em paises industrializados e em
desenvolvimento. Um grande conjunto de evidéncias associa 0 consumo
de frutose e outras bebidas adocadas com acgucar a resisténcia a insulina, acimulo
de lipidios intra-hepaticos e hipertrigliceridemia (Stanhope et al., 2009). A longo
prazo, esses fatores de risco podem contribuir para o DMT2 e doencas
cardiovasculares. Frutose é absorvida no intestino delgado e metabolizado no
figado, onde estimula a producdo de glicose, frutdlise, glicélise e lipogénese. Isso

pode resultar em hipertrigliceridemia e figado gorduroso (Taskinen et al., 2019).

2.2 Vitamina D

A vitamina D é um hormdnio esteroidal essencial que participa de variadas
reacoes fisioldgicas, classicamente conhecida como o regulador do metabolismo
0sseo (Christakos et al., 2014; Szabo et al.,, 2015), porém atualmente lhe foi
atribuida diversas outras funcdes nos mais variados orgaos e tecidos (Marino e
Misra, 2019). Suas fontes, funcdes e metabolismo encontram-se extensivamente
listados na literatura (Sinha et al., 2013; Wacker e Holick, 2013; Halfon et al., 2015).
O termo vitamina D engloba um grupo de moléculas derivadas do 7-deidrocolesterol
(7-DHC), dentre elas seus percursores, o pré-horménio e forma ativa (Figura 3).
Existem duas principais formas de vitamina D, os percursores, que se diferem

apenas na cadeia lateral: a vitamina D, (ergocalciferol) e a D3 (colecalciferol).
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Figura 3. Formas quimicas da Vitamina D.

Ergocalciferol Colecalciferol Calcidiol Calcitriol

Legenda: Os diferentes compostos classificados como vitamina D: Ergocalciferol (ou ergoesterol ou
Vitamina D,; Colecalciferol (ou Vitamina Dj); Calcidiol (ou 25(OH)D) e Calcitriol
(1,25(0OH),).

Fonte: Adaptado de (Uriol, 2019).

A vitamina D, provém de fontes vegetais, levedura e centeio, e também é
disponibilizada comercialmente sob a forma de suplemento vitaminico; ja a vitamina
D3 provém de fontes animais presentes na dieta, principalmente na gema de ovo,
Oleo de figado de bacalhau e peixes como o salméo, atum e sardinha; mas sua
maior fonte de producdo é a pele (Navarro-Trivino et al., 2019). As glandulas
sebaceas presentes na derme atuam na conversdo da pro-vitamina, a 7-
dehidrocolesterol em vitamina D3 quando exposta a radiacao ultravioleta b (UVb),
com comprimento de onda entre 290 e 315 nm, e ao calor. Uma vez que, absorvida
no intestino ou formada principalmente na pele (D3), a vitamina D é transportada
para o figado, através da circulacdo sanguinea, conjugada a proteina de ligacao da
vitamina D (DBP), onde sofre sua primeira hidroxilagdo pela 25-hidroxilase,
tornando-se 25(OH)D, também conhecida calcidiol, que pode se acumular nos
tecidos adiposos ou permanecer circulante no sangue quando associada a DBP. No
entanto, para a vitamina D exercer as funcbes fisiolégicas nas células-alvo, a
25(0OH)D precisa ser convertida em sua forma ativa, também chamada de calcitriol
(10,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH).D3)), pela 10-hidroxilase, também conhecida
como CYP27B1, localizada na membrana mitocondrial interna nas células do tabulo
proximal dos rins, através da segunda hidroxilacdo ocorrida no rim sendo capaz de
ativar efetivamente o VDR e regular diretamente a expressao génica (Hamilton,
2010) (Figura 4).
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A vitamina D exerce suas funcdes de duas maneiras: pela via de sinalizacao
gendmica e por vias nao-genbmicas. A primeira é ativada pela ligacédo
horménio/VDR em que estes receptores intracelulares especificos se ligam a
sequencias regulatorias dos genes alvo, modulando a atividade transcricional da
regido promotora. Enquanto as vias nao-genémicas sao ativadas pela ligagdo da
vitamina D a um receptor de membrana néo classico (mVDR), causando uma seérie
de alteracdes intracelulares transitéria e rapida (de segundos a minutos) nao
dependentes da sintese proteica. Esses efeitos envolvem alteracdes transitorias no

transporte transmembranar de ions como o calcio (Walters, 1992).
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Figura 4. Metabolismo da Vitamina D, desde a obtencdo, a sua forma circulante e

ativa até a ligacdo com o VDR

4
A -«
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< Radlagao >

| UVb / /
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7—deh|drocolesterol

|
Pré- D,

Vitamina Dj

25-hidroxilase

25(OH)D

1-o-hidroxilase &g

Legenda: Uvb, radiacdo ultravioleta do tipo B; DBP, proteina de ligacdo da vitamina D; 25(OH)D,
calcidiol; 1,25(0OH),D3, calcitriol; VDR, receptor de vitamina D.
Fonte: A Autora, 2019.
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2.2.1 Receptor de vitamina D (VDR) e a 101-hidroxilase (CYP27B1)

O receptor da vitamina D pertence a superfamilia dos receptores nucleares
dos fatores reguladores da transcricdo dos horménios esteroides, &cido retinoico,
hormonio tiroidiano e vitamina D. ApGs a ligacdo da vitamina D ativa, a 1,25(0OH).D
com o VDR, este interage com o receptor do acido retinoico (RXR), formando um
complexo heterodimérico (RXR-VDR) que, por sua vez, se liga a sequéncias
especificas do DNA, conhecidas como elemento responsivo a vitamina D
(VDRE) (Walters, 1992).

O VDR é um receptor nuclear ligante dependente que regula a expressao de
mais de 900 genes ao longo do genoma (Kongsbak et al., 2013). J4 é conhecido a
presenca do VDR em varios sistemas biolégicos e sua sensibilidade a vitamina D.
Uma das principais fun¢des biologicas desta vitamina é o de manter a homeostase
do calcio, através da reabsorcéo de calcio e fosfato nos rins e intestinos. A vitamina
D também é responsavel pela supresséo da sintese de paratorménio (PTH) devido a
ligacdo do calcitriol ao VDR nas glandulas paratireoides (Khundmiri et al., 2016).
Atualmente, € crescente o0 numero de estudos relacionando a funcdo extra-
esquelética da vitamina D devido a presenca de VDR em diferentes tecidos
humanos (Marino e Misra, 2019), tornando assim a maioria dos tecidos humanos e
tipos de células responsivos a 1,25(0OH),D3; (Carlberg, 2014). A ligacdo da vitamina
D ao seu receptor pode influenciar na pressdo sanguinea, assim como genes que
promovem a secrecao de insulina e a proliferacao e diferenciacéo celular (Pramono
et al., 2019).

A ampla distribuicdo de VDR em seres humanos, a influéncia da vitamina D
em mais do que 3% do humano do genoma, € a presenca extra renal de 10I-
hidroxilase sao frequentemente apresentados como fatores que a vitamina D
influéncia na saude e na doenca (Bendik et al., 2014).

A sintese de 1,25(0OH),D,, a partir do principal metabolito circulante, 25(OH)D,
€ catalisada pela enzima 10J-hidroxilase, também conhecida CYP27B1. Embora a
10-hidroxilase seja expressa predominantemente no rim, a producao extra renal de
1,25(0OH),D3; também ja foi demonstrado a em tecidos tais como linfonodos e pele. A
firme regulagdo de 10J-hidroxilase que ocorre em ambos os tecidos renal e

periféricos torna estudos sobre a expressao e regulacédo desta enzima notavelmente
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dificil. No entanto, a clonagem em camundongos, em ratos e em cDNAs humanos
para 10J-hidroxilase permitiu uma caracterizagdo mais completa desta enzima. Em
particular, a analise do gene da CYP1( identificou mutagdes que causam o
raquitismo de tipo 1 dependente de vitamina D também conhecido como raquitismo
de pseudo-deficiéncia da vitamina D. Diversos estudos tem surgidos sobre a
distribuicdo nos tecidos renais e extra renais, indicando que a enzima € expressa em
todo o néfron, sugerindo funcdes enddcrinas discreta e autocrinas (Hewison et al.,
2000).

2.2.2 Deficiéncia de Vitamina D

A 25(0OH)D é a principal forma circulante da vitamina D, tendo meia vida
circulante de 2 a 3 semanas, e representa 0 melhor indicador da deficiéncia,
insuficiéncia e toxidade da vitamina D, enquanto a 1,25(OH),D3; tem uma meia vida
circulante aproximadamente de 4 horas e circula em concentragbes 1000 vezes
menor que a 25(OH)D (Institute of Medicine (U.S.). Standing Committee on the
Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes., 1997).

Internacionalmente, ndo ha um consenso entre as agéncias pelo mundo sobre
as concentracdes de 25(OH)D que define deficiéncia, insuficiéncia e suficiéncia
(Figura 5) (Bouillon, 2017). Em 2018, a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabologia com a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica atualizaram os valores
de referéncia da vitamina D (25(OH)D) para humanos em que (Ferreira et al., 2017):

a. Acima de 20 ng/mL (ou 50 nmol/L) é o valor desejavel para a
populacao saudavel (até 60 anos);

b. Entre 30 e 60 ng/mL (ou 75-150 nmol/L) é o valor recomendado para
grupos de risco como: idosos (acima de 60 anos), individuos com fraturas ou
guedas recorrentes, gestantes e lactantes, osteoporeose (primaria e secundaria),
doencas osteometabdlicas, tais como raquitismo, osteomalacia,
hiperparatireodismo, doenga renal cronica, sindromes de ma-absorgéo, como
apos cirurgia bariatrica e doencga inflamatodria intestinal, medica¢des que possam

interferir com a formacgao e degradacgéo da vitamina D, tais como: terapia
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antirretroviral, glicocorticoides e anticonvulsivantes, neoplasisas malignas,
sarcopenia, diabetes e obesidade;
c. Acima de 100 ng/mL (ou 250 nmol/L) é risco de toxicidade e

hipercalcemia.

A deficiéncia severa de vitamina D, geralmente associada a concentracao soroldgica
de 25(OH)D abaixo de 10 ng/mL (ou 25 nmol/L) em humanos e 20
ng/mL (ou 50 nmol/L) em roedores (Fleet et al., 2008), pode levar a
doencas metabdlicas como hipertensédo (Weng et al., 2013) e resisténcia
a insulina (Sung et al., 2012; Prasad e Kochhar, 2015), devido a reducéo
de 25(OH)D causado por diversos fatores, como fatores sendo o mais
relevante a baixa exposicdo solar, ao uso excessivo de barreiras
quimicas, como protetores solar, pele morena, mulata ou negra, baixa
ingesta de alimento fontes de vitamina D e outras situagbes como
insuficiéncia renal crénica, lUpus, doenca celiaca, doenca de Crohn,
pedra na vesicula, insuficiéncia cardiaca, entre outros. Embora nao
exista um consenso definitivo sobre a concentracdo sorolégica de
25(0OH)D que represente a condi¢do de insuficiéncia, os baixos niveis de
vitamina D constituem um problema atual da populagcdo mundial (Holick,
2008; Hossein-nezhad e Holick, 2013).
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Figura 5. Recomendagdes para a interpretacdo dos niveis séricos de 25(OH)D. E
mostrada uma representacdo esquematica de como diferentes agéncias e

paises interpretam os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D.

25-30nmol  50nmol 75nmol  >100nmol

IOM; Australia—New Zealand;
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o | . IOF; AGS

o _ Vitamin D Council
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Legenda: Codigo de cores: vermelho indica um estado de grave deficiéncia (perigo) que deve ser
corrigido sem excecao; laranja denota um estado de deficiéncia leve (preocupacéo
modesta), em que a intervencdo € desejavel; verde indica um estado de suprimento
suficiente que néo se beneficia da suplementagéo adicional. AAP, American Academy of
Pediatrics (Academia Americana de Pediatria); AGS, American Geriatrics Society
(Sociedade Americana de Geriatria); DACH, Deutschland (Alemanha), Austria e
Confoederatio Helvetica (Suiga); IOF, International Osteoporosis Foundation (Fundacgéo
Internacional de Osteoporose:; IOM, Institute of Medicine (Instituto de Medicina); SACN,
Scientific Advisory Committee on Nutrition (Comité Cientifico Consultivo em Nutrigdo).

Fonte: (Bouillon, 2017)
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O Departamento de Metabolismo Osseo e Mineral da Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia (SBEM) est4 de acordo com as diretrizes publicadas
pela Endocrine Society, que nao recomenda a avaliacdo da 25(OH)D para a
populacdo geral considerando-se o custo dessa mensuracdo. Recomenda-se a
avaliacdo laboratorial em individuos nos grupos de risco para a hipovitaminose D ou
naqueles para cuja situacao clinica seja relevante ja citados acima. (Maeda et al.,
2014)

Diversas causas estéo relacionadas a baixos niveis de 25(OH)D (Premaor e
Furlanetto, 2006; Holick, 2007):

a. Sintese cutanea reduzida de vitamina D3 (Uso de protetor solar, uso
excessivo de roupas, confinamento em locais fechados, elevada concentracdo de
melanina, envelhecimento, elevada latitude, inverno, hora do dia, doenca renal
cronica)

b. Disponibilidade reduzida de vitamina D (Ma-absorcao intestinal e
obesidade)

c. Catabolismo elevado de 25(0OH)D (Medicamentos como
anticonvulsivante e glicocorticoides e doenca renal crénica)

d. Sintese reduzida de 25(OH)D (Doenca hepatica grave)

e. Perdas urinarias elevadas de 25(OH)D (Sindrome nefrética e doenca
renal crbnica)

f. Doencas que reduzem a absorcao intestinal da vitamina D (Doenca de
Crohn, fibrose cistica e doenca celiaca)

Considerando o importante papel da vitamina D em varios 6rgdos e sistemas,
estudos tém demonstrado uma associacao entre a hipovitaminose D e o risco de
desenvolver varias enfermidades, como acidentes cardiovasculares (Afzal e
Nordestgaard, 2017; Nakhl et al., 2019), diabetes mellitus (Alloubani et al., 2019),
doencgas autoimunes como artrite reumatoide (Cecchetti et al., 2016), doenca de
Alzheimer (Keeney e Butterfield, 2015), IUpus eritematoso sistémico e tireoidite
autoimune (Abaza et al., 2016), doencas inflamatorias (Liu e Li, 2019), como
infeccbes agudas, tuberculose (Nouri-Vaskeh et al.,, 2019), doenca inflamatoria
intestinal (Karaahmet et al., 2014), hepatica gordurosa néo alcodlica (Yodoshi et al.,
2019) e asma (Salas et al., 2014), bem como o aumento do risco de mortalidade na

populacao geral.
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2.2.3 Suplementacao de Vitamina D

Para a resolucéo do estado da vitamina D da populacdo mundial, uma maior
exposicdo a luz solar ou UVb ndo é uma opcao viavel para a maioria dos individuos,
devido a fototoxicidade da UVb (Taylor et al., 2008; Norman e Bouillon, 2010).
Atualmente, a irradiacdo UV é a principal causa para o incremento da incidéncia do
cancro de pele melanocitico e ndo-melanocitico, em muitos paises (Taylor et al.,
2008). Além disso, ndo existe alimentos naturalmente ricos em vitamina D
suficientes para corrigir esta insuficiéncia mundial. Deste modo, as op¢des passam
pela suplementacao direta ou indireta (enriquecimento de alimentos) de vitamina D3
(Norman e Bouillon, 2010).

A suplementagdo de vitamina D, sob a forma de ergocalciferol ou
colecalciferol é segura e barata. Estudos sugerem que as duas formas sao
equivalentes, aumentando os niveis séricos de 25(0OH)D de forma semelhante
(Kennel et al., 2010). A Unido Europeia definiu o nivel sanguineo de 200nmol/L (80
ng/mL), correspondendo a uma dose diaria de 100ug (4000 Ul) de vitamina D, como
o limite superior da gama de concentragdes em que n&o se observam efeitos
deletérios (Zeeb e Greinert, 2010).

Bjelakovic e colaboradores demonstraram evidéncias de que a
suplementacao de vitamina D pode ter um efeito benéfico nos disturbios 6sseos em
pessoas com doencas hepaticas crénicas (Bjelakovic et al., 2017). No entanto,
recentemente, a deficiéncia de vitamina D tem sido citada como uma das causas da
infecgao cronica pela hepatite B (Parfieniuk-Kowerda et al., 2019) e em contrapartida
a suplementacdo de vitamina D tem sido sugerida como um potencial medicamento

terapéutico (Hoan et al., 2018)

2.3 Doenca Hepética Gordurosa N&ao-Alcoodlica (DHGNA)

O figado desempenha papel central no controle da homeostase da glicemia e
esta sujeito a uma regulacdo complexa por substratos, insulina e outros hormonios.

Em roedores, é fundamental para a sensibilidade a insulina, pois desde que a acao
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hepética da insulina seja preservada, a espécie fica protegida contra o DM2.
Ademais, roedores estocam quantidades proporcionalmente superior de glicogénio
guando comparados a humanos e observa-se forte relacédo entre a hiperglicemia de
jejum e a resisténcia hepatica a insulina, corroborando assim com a importancia do
figado na progressdo do DM2 nesses animais (NANDI 2004). O figado também é
fundamental no metabolismo lipidico, na importacdo e fabricacdo de acidos graxos
livre (AGL), armazenamento e exportacdo de lipidios, sendo considerado um 6rgao
central do metabolismo e o desequilibrio em qualquer um destes processos pode
levar ao desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA)
(Berlanga et al., 2014).

2.3.1 Esteatose Hepatica

Dieta hiperlipidica aumenta a deposicao de gordura no organismo. O excesso
de tecido adiposo branco aumenta as taxas de lipdlise e ocorre uma maior captacéo
de acidos graxos livres por 6rgdo como figado, pancreas e musculo. O caminho
comum do excesso desses acidos graxos livres € a beta-oxidacdo na mitocondria
gerando Acetil-CoA. Porém, com o quadro de resisténcia a insulina instalado, a
carga excessiva de AGL é direcionada a lipogénese, causando um maior acumulo
de triacilglicerol (TAG) no interior desses o0rgdos, configurando uma condicao
patologica conhecida como esteatose (Figura 6).

A esteatose hepatica ou DHGNA € uma alteracdo clinica patoldgica
caracterizada pelo acumulo da deposicéo ectopica de TAG nos hepatécitos (Adams
et al., 2005). Essa esta ligada a resisténcia periférica a insulina e aumento da lipdlise
no tecido adiposo branco abdominal. Esses processos desencadeiam uma maior
lipogénese hepatica e prejudicam a beta oxidacdo hepatica (Angulo, 2005). A
DHGNA é caracterizada pelo acumulo de triacilglicerol, os quais sdo formados a
partir da esterificacdo de AGL e glicerol no hepatocito. Os AGL surgem de trés
fontes: lipdlise do tecido adiposo branco (hidrolise de TAG em glicerol e AGL), fontes
alimentares e lipogénese de novo (Gambino et al., 2016). A diminuicdo da beta
oxidacdo também é um fator importante na progressao desta patologia, visto que 0s

com a diminuicdo deste processo, os AGL passam a serem reesterificados dos TAG
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e armazenados como goticulas lipidicas ou reesterificadas e exportadas como
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL). Desta forma, o acumulo de gordura
hepatica pode ocorrer como um resultado do aumento da sintese, da entrada e da
diminuicao na exportacao e oxidacao da gordura (Abel, 2010) (Figura 6).

A esteatose vem sendo apontada como uma manifestacdo hepatica da
sindrome metabdlica acometendo cerca de 25% da populagdo mundial, e a
esteatohepatite ndo alcoodlica (EHNA) entre 3 e 4% (Samiji et al.,, 2019). Embora
inicialmente seja considerada assintomatica e possua caracteristica benigna, a
esteatose hepatica representa o ponto de partida para o desenvolvimento de
doencas mais graves EHNA, cirrose hepética e hepatocarcinoma (Figura 7). Neste
processo, a ativacao de células estreladas hepatica (CEh) e o0 aumento da sintese

de colageno causam fibrose hepética (Solis-Herruzo et al., 2003; Li e Jia, 2014).
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Figura 6. Metabolismo de acumulo de gordura hepética.
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Dietas ricas em gordura e frutose

Legenda: Diferentes fontes de acidos graxos contribuem para o desenvolvimento do figado
gorduroso. Sob condigbes de resisténcia a insulina, a lipdlise no tecido adiposo branco néo
€ suprimida. Portanto, as gorduras periféricas armazenadas no tecido adiposo fluem para o
figado. Os &cidos graxos da dieta também s&o absorvidos pelo figado através da captacao
de quilomicrons derivados do intestino. Além disso, a combinagdo de glicose plasmatica
elevada (hiperglicemia) e concentracbes de insulina (hiperinsulinemia) promove a
lipogénese de novo de acidos graxos e prejudica a B-oxidacdo, contribuindo assim para o
desenvolvimento de esteatose hepatica. Apés a etapa de esterificagcdo (conversdo de AGL
em TAG), o TAG pode ser armazenado como goticulas lipidicas nos hepatdcitos ou
secretado no sangue como VLDL. Embora se acredite amplamente que o acumulo hepatico
de lipidios resulta em resisténcia a insulina, permanece incerto se existe uma relacdo
causal. Vérios estudos recentes mostraram até uma clara dissociacdo entre esteatose
hepética e resisténcia a insulina. AGL, acidos graxos livres; TAG, triacilglicerol; VLDL,
lipoproteina de densidade muito baixa.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 7. Progressao das doencgas hepaticas.
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Fonte: A Autora, 2019

2.3.2 Beta oxidacao e lipogénese hepatica

Alteracfes funcionais e estruturais de mitocondrias hepaticas afetam a beta
oxidacdo dos acidos graxos nas mitocondrias, aumentando a peroxidacao lipidica
em peroxissomos e microssomos gerando um aumento do estresse oxidativo, como
ja relatado na literatura em animais que possuiam esteatose microvesicular (Diao et
al., 2018). Ja a relacéo da esteatose hepética com a resisténcia a insulina é causada
pelo acumulo da proteina de ligacdo ao elemento regulador do esterol tipo 1
(Srebplc), que é elevado em resposta aos altos niveis circulantes de insulina. A
homeostase lipidica em células hepaticas é regulada por Srebplc e seu aumento
promove acréscimo da transcricdo de genes de enzimas relacionadas a sintese dos
AGL, entre elas a acetil CoA carboxilase (converte a acetil CoA em malonil CoA) e a
acido graxo sintase (FAS, que converte malonil CoA em palmitato) (Sakakura et al.,
2001).

A familia de fatores de transcricdo de receptores nucleares ativados por
proliferadores de peroxissomos (Ppar) atuam como sensores de acidos graxos no
controle de genes envolvidos na homeostase energética e da glicose, diferenciacéo
de adipécitos, inflamacdo, metabolismo de lipoproteinas e oxidacdo de acidos

graxos. Os Ppars possuem trés formas, alfa, beta e gama, e estdo expressos nos
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diferentes tecidos (Berger e Moller, 2002; Dana et al., 2019). Todas as isoformas
participam da homeostase de lipideos e regulacdo da glicose (balangco energético)
(Sertznig et al., 2007).

O Ppar alfa € muito expresso em tecidos metabolicamente ativos, como
figado, coracdo, musculo esquelético, mucosa intestinal e tecido adiposo marrom.
Este receptor estd implicado no metabolismo dos acidos graxos e sua ativagédo
diminui os niveis lipidicos. O Ppar gama € expresso no tecido adiposo branco e
marrom, no intestino grosso e no baco. No entanto, sua expressao é mais alta nos
adipdcitos e desempenha um papel fundamental na regulacdo da adipogénese,
balanco energético e biossintese lipidica. Este receptor também participa do
metabolismo das lipoproteinas e da sensibilidade a insulina. Ja& o Ppar beta é
expresso em praticamente todos os tecidos; no entanto, é particularmente
abundante no figado, intestino, rim, tecido adiposo abdominal e masculo esquelético,
todos envolvidos no metabolismo lipidico. Participa da oxida¢do de acidos graxos,
principalmente nos musculos esqueléticos e cardiacos, regula as concentracdes de
colesterol no sangue e o0s niveis de glicose (Grygiel-Gorniak, 2014).
Resumidamente, Ppar alfa e Ppar beta facilitam principalmente a combustdo de
energia, enquanto o Ppar gama contribui para o armazenamento de energia,
aprimorando a adipogénese (Rao et al., 2002).

Associado a estes mecanismos, algumas citocinas inflamatérias estao
envolvidas na progressdo da DGHNA para EHNA. O fator de necrose tumoral alfa
(Tnf alfa) encontra-se presente em todas as fases dos danos hepaticos ocorridos na
EHNA, inclusive na patogénese da disfuncdo mitocondrial. Essa adipocina atua
inibindo a expressdo do Ppar alfa, estimulando a lipogénese no figado e
aumentando a liberacdo do AGL do tecido adiposo para o figado, além de induzir a
apoptose nos hepatocitos e influenciar a atividade das células envolvidas no

processo inflamatério (Polyzos et al., 2009).
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2.3.3 Esteato hepatite ndo-alcbolica e Inflamacdo hepatica

A IL-1 esta envolvida em processos de doengas como resisténcia a insulina,
inflamacdo do tecido adiposo e do figado, fibrose, aterosclerose e alteracbes
metabdlicas, todos caracteristicas comuns do DGHNA (Tilg et al., 2016).

A IL-6 é secretada principalmente pelo tecido adiposo e € reconhecida como
mediadora inflamatdéria. Tratamento de obesos camundongos com anticorpos anti-IL-
6 levam ao aumento da sensibilidade & insulina, indicando que esta citocina esta
envolvida a patogénese da RI hepatica. A IL-6 inibe lip6lise mediada por insulina no
tecido adiposo branco aumenta a entrega de AGL ao figado (Chen et al., 2017).

2.3.4 Células Estreladas Hepaticas

As CEh tem um papel fundamental na progressao da DHGNA para EHNA, um
estagio mais critico da doenca hepética devido a lipotoxicidade causada pela maior
secrecdo de citocinas agravando o estado inflamatério acrescido ao aumento do
estresse oxidativo (Gupta et al., 2018). As CEh também s&o conhecidas como
células de “lto”, perisinusoidais e células de armazenamento de gordura e se
encontram quiescentes no espaco de Disse (localizado entre os hepatdcitos e 0s
sinusoides) armazenando vitamina A em goticulas lipidicas (Wake, 1971). Apés a
les@o hepatica, as CEh séo ativadas e aumentam sua taxa proliferativa e a secrecao
de matriz extracelular. A vitamina A armazenada é perdida e ocorre um aumento da

expressao de alfa-actina de musculo liso (Friedman, 2008)

2.3.5 DHGNA e a Vitamina D

A deficiéncia de vitamina D é altamente prevalente entre os pacientes com
DHGNA e essa deficiéncia estd relacionada ao grau de insuficiéncia da fungéo

hepatica e fibrose (Ebrahimpour-Koujan et al., 2019). Foi sugerido que deficiéncia de
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vitamina D pode ser usada como indice prognéstico e uma ferramenta de
diagnéstico na EHNA (Kim et al., 2017). Ja demonstrado que a vitamina D e seus
receptores podem desempenhar um papel importante na resposta do figado a danos
cronicos (Barchetta, 2012). Existe uma forte associacdo entre baixa concentracao
sérica de vitamina D e a incidéncia de DHGNA na auséncia de qualquer sinal de
lesdo hepética grave. Essa associagdo € independente do diabetes, dos niveis de
perfil lipidico e da resisténcia a insulina (Barchetta et al., 2011). Além disso, existe
uma estreita relacdo entre a diminuicdo dos niveis de vitamina D e as caracteristicas
histopatolégicas da DHGNA (Targher et al., 2007) e um efeito dependente da dose
no acumulo de gordura nos hepatdcitos foi sugerido (Barchetta et al., 2011).

Além da associacdo direta entre vitamina D e DHGNA, uma associacao
indireta também pode ser considerada devido a sua associacdo com a sindrome
metabdlica (Barchetta et al., 2013), que € conhecido como fator de risco para
DHGNA. Portanto, € razoavel postular que a suplementacao de vitamina D possa ter
um efeito favoravel no tratamento da DHGNA, melhorando a dislipidemia, a
resisténcia a insulina e as anormalidades das enzimas hepaticas, especialmente
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e c-
glutamiltransferase (GGT) (Eliades e Spyrou, 2015).

Varios ensaios clinicos foram realizados para verificar a eficacia da
suplementacdo de vitamina D no tratamento da DHGNA; no entanto, essas

investigagdes relatam resultados conflitantes (Mansour-Ghanaei et al., 2019).
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1 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dieta

O estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética local (protocolo
namero CEUA/36/2016) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e o0s
protocolos seguiram os padrdes atuais de experimentacao animal (National Institutes
of Health Publication No. 85-23, revisado em 1996).

A linhagem utilizada foi proveniente do Nucleo de Animais de Laboratorio, da
Universidade Federal Fluminense — UFF, Niter6i, RJ. Sessenta camundongos
machos da linhagem C57BL/6, com 12 semanas de idade, foram mantidos em
gaiolas ventiladas (sistema NexGen, Allentown Inc., PA, EUA, 12 h / 12 h ciclo
escuro / claro, 21 + 2°C de temperatura) e tiveram livre acesso a comida e agua.
Eles foram alocados aleatoriamente em seis grupos (n=10/grupo) de acordo com a
dieta oferecida (detalhes na Tabela 1). As formulacdes seguiram as recomendacfes

do AIN93M para macro e micronutrientes (Reeves et al., 1993) e foram produzidas

pela PragSolucoes (Jau, Sdo Paulo, Brasil, www.pragsolucoes.com.br).

A vitamina D, contida no mix de vitamina foi alterado de acordo com a dieta
experimental, nos grupos C e F, continham concentracdes indicadas pela AIN93M,
0s grupos CDD e FDD nao possuiam nenhum tipo de vitamina D acrescidas a dieta
e 0s grupos CDS e FDS continham 10x o teor recomendado pela AIN93M.

Os grupos foram divididos de acordo com as dietas experimentais que foram
mantidas por dez semanas (Figura 8):

a) C (dieta controle, incluindo 1000 Ul/kg de vitamina D3);

b) CDD (dieta controle sem vitamina D3);

c) CDS (dieta controle suplementada com vitamina D 10000 Ul/kg de
vitamina D3);

d) F (dieta de frutose, 474,3 g/kg de frutose, incluindo 1000 Ul/kg de
vitamina D3);

e) FDD (dieta de frutose sem vitamina D3);

f) FDS (dieta de frutose suplementada com vitamina D 10000 Ul/kg de

vitamina D3).


http://www.pragsolucoes.com.br/
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Tabela 1. Composi¢cao das dietas experimentais. Todos os nutrientes correspondem as
recomendacgdes do AIN-23M para roedores

Nutriente (g/kg) Dietas Controle Dietas Rica em Frutose

Cc CDD CDS F FDD FDS
Amido de milho 620,70 620,70 620,70 146,40 146,40 146,40
Caseina 140,00 140,00 140,00 140,00 140,00 140,00
Sacarose 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Frutose - - - 4743 474,3 4743
Oleo de soja 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Fibra 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80
Colina 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Mix de minerais 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00
Carbonato de calico 357,00 357,00 357,00 357,00 357,00 357,00
Mix de vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Vitamina D3 — (g/kg mix) 0,25 - 2,5 0,25 - 25
Energia (Kcal/Kg) 3802,80 3802,80 3802,80 3802,80 3802,80 3802,80

Hidratos de Carbono (%) 76,00 76,00 76,00 76,00 76,00 76,00
Amido de milho (%)  (66,00) (66,00) (66,00) (16,00) (16,00) (16,00)

Sacarose (%) (10,00)  (10,00)  (10,00) (10,00) (10,00) (10,00)

Frutose (%) ) (-) () (50,00) (50,00) (50,00)
Proteinas (%) 1400 1400 1400 1400 1400 14,00
Lipidios (%) 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00

Abreviaturas: C, dieta controle com niveis normais de vitamina D; CDD, dieta controle com deficiéncia
de vitamina D; CDS, dieta controle com suplementagio de 10x de vitamina D; F, dieta rica com frutose
com niveis normais de vitamina D; FDD, dieta rica em frutose com deficiéncia de vitamina D; FDS, dieta
rica em frutose com suplementagdo de 10x de vitamina D. A dosagem da vitamina D € de 400.000UI/kg
de dieta. Fonte: (Reeves et al., 1993).
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Figura 8. Linha do tempo do experimento, demonstrando o periodo de administracdo
das dietas e seus experimentos

CEUA/031/2016

12 semanas 22 semanas

de idade de idade
t
C F 10 semanas Morte
CDD | FDD N=10, cada grupo TOTG
CDS | FDS T

Legenda: Camundongos C57BI/6 machos, aos 3 meses de idade. C, dieta controle com niveis
normais de vitamina D; CDD, dieta controle com deficiéncia de vitamina D; CDS, dieta
controle com suplementacdo de 10x de vitamina D; F, dieta rica com frutose com niveis
normais de vitamina D; FDD, dieta rica em frutose com deficiéncia de vitamina D; FDS, dieta
rica em frutose com suplementagdo de 10x de vitamina D; TOTG, teste oral de tolerancia a
glicose; TITI, teste intraperitoneal de tolerancia a insulina.

Fonte: A Autora, 2019

3.2 Ingestdo de comida e 4gua, massa corporal e pressao arterial

A ingestdo alimentar (IA) e a ingestdo hidrica (IH) foram mensuradas
diariamente através do resto-ingestdo, ou seja, a diferenca entre a quantidade
ofertada e a quantidade deixada apés as 24h. A massa corporal (MC, segunda-feira,
11h) e presséo arterial sistolica (PAS, sexta, 11h) foram avaliadas semanalmente. A
MC foi aferida em balanca digital para a determinagcdo do ganho de peso e
acompanhamento de possiveis alteracbes no crescimento (n=10, cada grupo),
desde a décima segunda semana de vida, quando foram divididas nos grupos e foi
iniciada a administracdo das dietas até a eutanasia. A PAS foi obtida com
pletismografia de manguito de cauda (medidor de pressdao de armazenamento
modelo LE 5002, Panlab Harvard Apparatus, Barcelona, Espanha) para avaliar

possiveis alteracdes cardiovasculares através da afericdo da pressédo arterial
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sistolica causadas pelos insultos dietéticos. Foi realizada a partir da décima semana
de vida, sendo considerada as primeiras duas semanas aclimatacdo com o

ambiente.

3.3 Tolerancia a glicose e toleréncia a insulina, resisténcia e sensibilidade

Uma semana antes da morte, os animais foram colocados em jejum de seis
horas (das 7h da manha as 13h da tarde) para determinacdo da glicemia de jejum e
a realizacdo do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG). Uma peguena incisdo
na cauda do animal foi realizada para afericdo da glicose sérica pelo glicbmetro
(Accu-check Performa, Roche, Manheim, Alemanha). O TOTG foi realizado atraves
da administracdo oral da solucdo de glicose 25% dose de 1,0g/Kg através da
introducdo de uma canula orogastrica e todo o volume introduzido na cavidade
gastrica, sem que houvesse perda de liquido para avaliar a tolerancia a glicose. Para
a avaliacdo do Teste Intraperitoneal de Tolerancia a Insulina (TITI), trés dias apds o
TOTG, os animais permaneceram em jejum pelo periodo de 4h (das 9h da manha as
13h da tarde). A insulina foi injetada intraperitonealmente (0,5 U/kg) para estimar a
tolerancia a insulina. Em ambas as ocasifes, a glicemia foi mensurada em zero, 15,
30, 60 e 120 min e a area sob a curva (ASC) foi calculada com a regra trapezoidal
(Tai, 1994) (GraphPad Prism versdo 8.0 para Windows, GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA). Além disso, estimou-se o modelo de homeostase para a avaliacdo
da resisténcia a insulina (HOMA-IR) (Matthews et al., 1985): HOMA-IR = glicemia de
jejum (mmol / L) x insulina sérica em jejum (Ul / mL) / 22,5; e o quantitativo de
verificagdo de sensibilidade a insulina (QUICKI) (Katz et al., 2000): QUICKi = [1 / log
(insulina de jejum pU / mL) + log (glicemia de jejum mg / dL)].

3.4 Morte e extracado de tecidos

Os animais jejuaram durante seis horas, foram anestesiados (pentobarbital

sodico, 150 mg) e mortos por exsanguinagao (corte dos vasos cervicais). A coleta de
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sangue ocorreu, em temperatura ambiente de 21°C, através de puncéo cardiaca no
atrio direito e o sangue foi armazenado em tubos de ensaio para posterior
centrifugacéo (1200g / 15 min).

Além disso, o figado foi dissecado, e fragmentos de todos os lobos foram
retirados e preparados para microscopia de luz (n=5, fixados por imersao em fixador
fresco 4% plv, 0,1M formaldeido, pH 7,2 por 48 h, entdo incluidos em Paraplast Plus
(Sigma-Aldrich Co., St.Louis, MO, EUA), ou congelados a —-80 °C para andlise

molecular.

3.5 Bioquimica: Figado e Plasma

A coleta do plasma foi obtida através da centrifugacéo (120 g/15 minutos) do
sangue coletado, em temperatura ambiente para posterior armazenamento em
temperatura de -20° C. Com o uso de kits comerciais (Sistema Bioclin I, Quibasa,
MG, Brasil) medimos glicemia de jejum (codigo K082), colesterol total hepatico e
plasmético (CT, cédigo K0823) e triacilglicerol (TAG, cddigo K117-2). Estas analises
foram através do método cinético-colorimétrico do manual de instru¢des da Bioclin®
(Bioclin System I, Quibasa, Belo Horizonte — MG, Brasil).

Para determinagdo do status de vitamina D circulante utilizamos os kits de
ensaio imunoenzimético (ELISA) e medimos em duplicata (TP-Reader ELX800,
BioTek Instruments Winooski, VT, EUA) as concentracdes plasméaticas de 25(0OH)D
(25-hidroxi vitamina D EIA, AC-57F1, Immunodiagnostic Systems Limited, Boldon,
Reino Unido) e com kits Millipore (Darmstadt, Alemanha): Insulina (# EZRMI-13K),
Adiponectina (#EZMADP-60K) e Leptina (#EZML-82K).

3.6 Estrutura Hepética

No momento da eutanasia, o figado foi cuidadosamente dissecado e
totalmente incluido em solugdo (1,27 mol/L de formaldeido em 0,1M de tampéao

fosfato, pH 7,2) durante 48 horas em temperatura ambiente. Apés a fixacao,



44

fragmentos de todos os lobos foram processados para técnicas histoldgicas, incluido
em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos da América),
foram feitos cortes com cinco um de espessura e corados com hematoxilina e eosina
(HE) e Sirius red para microscopia de luz (microscopio Nikon modelo 80i e camera
digital DS-Ri1, Nikon Instruments, Inc., Nova York , EUA), ou imunofluorescéncia e

microscopia confocal de varredura a laser.

3.6.1 Esteatose Hepatica e Fibras de Colageno

As seccdes coradas com HE foram utilizadas para avaliar a esteatose
hepética por contagem de pontos. Foram obtidas as imagens digitais com um
microscopio Leica DMRBE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) e uma
camera Infinity 1-5C (Luminera Co., Otawa, ON, Canada) de pelo menos dez sec¢des
nao consecutivas por animal em campos escolhidos de forma aleatéria. Um sistema
teste composto por 36 pontos e linhas permitidas e proibidas, confeccionado pelo

Software STEPanizer (www.stepanizer.com) (Tschanz et al., 2011) foi utilizado para

estimar a densidade volumétrica da esteatose hepatica (Vv) a partir da contagem de

pontos que tocavam goticulas de gordura nos hepatocito:

Vv[esteatose] = I:)p [Pontos na gordura] / I:)T [Pontos totais]

onde Pp é o numero de pontos que atingem as gotas de gordura nos
hepatécitos e Pt os pontos totais sistema (Catta-Preta et al., 2011; Mandarim-de-
Lacerda e Del Sol, 2017), conforme demonstrado na Figura 9.

Em vermelho observa-se a distribuicdo de fibras colagenas no intersticio do
figado (campo claro, colageno aparece em vermelho sobre fundo amarelo pélido)
(Marinho et al., 2017).


http://www.stepanizer.com/
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3.6.2 Imunofluorescéncia do figado

Apoés o a desparafinacdo dos cortes histologicos, foi realizada a recuperacao
antigénica com tampao citrato (60 °C, pH 6,0) por 20 min, em seguida foi realizado o
bloqueio com glicina a 2%, seguido de bloqueio com solugcédo de PBS/BSA a 5% e
incubamos com albumina de soro bovino (BSA) em solucao salina tamponada com
fosfato. Em seguida, os anticorpos foram diluidos 1:100 em tampé&o de bloqueio
(PBS/BSA a 1%) e incubados durante a noite a 4 °C. As secc¢des foram incubadas
com anti-perilipina (Plin) 2 (CDSB-PA920084, Cusabio), uma proteina lipidica
lipoplasmatica citoplasmética ligada a DHGNA (Libby et al., 2016) e anti-Relina
(AB78540, Abcam), uma glicoproteina de matriz extracelular secretada de grande
dimensdo em células estreladas hepaticas ativadas (CEh) (Kobold et al., 2002). As
amostras foram incubadas por uma hora com acéo anti-lgG-Alexa 488 para Plin2 e
anti-lgG-Alexa 546 para anti-Relina (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA,
EUA), ambas diluidas 1:100 em PBS/BSA 1%. As laminas foram montadas com
Slow Fade (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) para manter a
fluorescéncia. As imagens de imunofluorescéncia indireta foram analisadas por

microscépio confocal de varredura (C2, Nikon Inc., Téquio, Japao).
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Figura 9. Andlise estereoldgica de estatose hepética pelo software STEPanizer

(www.stepanizer.com) (Tschanz et al., 2011).
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Legenda: Uma imagem digital do figado foi adquirida e através da contagem de pontos é possivel
obter a densidade volumétrica da esteatose hepatica.
Fonte: A Autora, 2019

3.7 Expresséo génica (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, qPCR)

O RNA total do figado foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen, CA,
EUA). A espectroscopia nanovue (GE Life Sciences) foi usada para determinar a
guantidade de RNA. Em seguida, 1 ug de RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen,
CA, EUA). Posteriormente, os iniciadores Oligo (dT) para mRNA e transcriptase
reversa Superscript 1l (ambos Invitrogen, CA, EUA) foram aplicados na sintese do

cDNA da primeira cadeia; O gPCR utilizou um termociclador Biorad CFX96 e a


http://www.stepanizer.com/
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mistura SYBR Green (Invitrogen, CA, EUA). Utilizamos o software online Primer3
para projetar os iniciadores, conforme descrito na Tabela 2. Investigamos os genes

associados a lipogénese, beta oxidacao, inflamacéo e vitamina D:

a) Perilipina, Plin2;
b) Fator de transcrigédo 1c, de ligacdo ao elemento regulador de
esterol, Srebplc;

C) Proteina de ligacéo a elementos responsivos a carboidratos,
Chrebp;

d) Acidos graxos sintase, Fas;

e) Receptores nucleares ativados por proliferadores de

peroxissomos gama, Ppar gama;
f) Receptores nucleares ativados por proliferadores de

peroxissomos alfa, Ppar alfa;

0) Interleucina 1, 111;

h) Interleucina 6, 116;

i) Fator de necrose tumoral, Tnf alfa;
)] Receptor de vitamina D, Vdr

K) Enzima ativadora, Cyp27bl.

A B-actina enddbgena foi usada para normalizar a expressdo dos genes
selecionados. Apds o programa de pré-desnaturacdo e ativacao da polimerase (4
min a 95 °C), 44 ciclos de 95 °C (10 s) e 60 °C (15 s) foram seguidos por um
programa de curva de fusdo (60 a 95 °C, taxa de aquecimento 0,1 °C / s). Os
controles negativos consistiram em po¢os nos quais o cDNA foi substituido por agua
deionizada. A razédo de expresséo relativa do mRNA foi calculada usando a equacao
2-2Ct na qual -ACT representa a razdo entre o niimero de ciclos (CT) dos genes

alvo com o controle endégeno.
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Primers 5-3"-FW 5-3'-RV

Beta-actina TGAGACCTTCAACACCCCAGCCA CGTAGTGGGCACAGTGTGGGTG
Chrebp CACTCAGGGAATACACGCCTAC ATCTTGGTCTTAGGGTCTTCAG
Cyp27b1 CAAATGGCTTTGTCCCAGAT GGTCATGGGCTTGATAGGAA
Fas TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT

i ACGGATTCCATGGTGAAGTC CTCACAAGCAGAGCACAAGC
16 AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
Plin2 AATATGCACAGTGCCAACCA CGATGCTTCTCTTCCACTCC
Ppar alfa CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC GCCGAATAGTTCGCCGAAA
Ppargama  CACAATGCCATCAGGTTTGG GCTGGTCGATATCACTGGAGAT
Srebpic AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
Tnf alfa TCAGCCGATTTGCTATCTCA TGGAAGACTCCTCCCAGGTA
var AGCTGATCGAACCCCTCATA GCAGCACATGTTCTTCCTCA

Legendas: Cyp27b1, 1a-hidroxilase; Chrebp, proteina de ligagdo ao elemento responsivo a carboidrato;

Fas, acido graxo sintase; /I, Interleucina; Plin, Perilipin; Ppar, receptor ativador de proliferagcéo

perixossomal; Srebp, fator de transcricdo de ligagio a elementos reguladores de esterol; Tnf, fator de

necrose tumoral; Vdr, receptor de vitamina D.

Fonte: A Autora, 2019

3.8 Anéalise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo (DP). Néo

assumimos DP igual entre os grupos por causa do tamanho da amostra e, portanto,

usamos a analise de variancia de Brown-Forsythe e Welch (ANOVA) e o teste de

comparacdo mdultipla T2 do Tamhane (recomendado para amostras pequenas).

Além disso, uma ANOVA de dois fatores foi usada para avaliar a contribuicdo e a

interacdo com os resultados dos dois fatores, ingestao de frutose e concentracéo de

vitamina D. Os valores de P<0,05 foram consistentes com um nivel estatisticamente

significativo (GraphPad Prism v. 8.02 para Windows, GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestdo de comida e agua, massa corporal e pressao arterial sistélica

Os animais terminaram o estudo sem sinais de doenca (analisando a textura
do pelo, a producdo de fezes e urina e o comportamento). As dietas eram
isoenergéticas e a ingestdo de alimentos nao foi diferente entre os grupos (Tabela
3). Houve uma maior ingestdo de agua nos grupos frutose em comparacdo aos
grupos controle pareados F vs. C (+38%) e FDD vs. CDD (+37%) (Figura 10).

Figura 10. Ingestao de agua.
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Legenda: Os valores estdo expressos como a média + DP (n=5/grupo), Brown-Forsythe e Welch
ANOVA e os testes de comparacdo multipla T2 do Tamhane: ** P<0,01; *** P<0,001.
Grupos: C, controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacdo de vitamina D; F,
frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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A MC nao diferiu entre os grupos (Figura 11), mas a PAS foi elevada no grupo
controle com deficiéncia de vitamina D e reduzida quando a vitamina D foi
suplementada. Além disso, a PAS aumentou no grupo da frutose em comparacao
com o grupo controle, mas diminuiu no grupo da frutose suplementado com vitamina
D (Figura 12)

Figura 11. Massa corporal.

28r o ¢ - F
- cop @< FDD
[ == CDS -A- FDS
—
m 27Tk -
o . -
E v . __;f ==
- r4
O 26} BTINT w7
& s %.°,7 ~ _—
Z_- . I _ ---
[e] ’ — R 35522 P
o |8 P
m -"-._ —
(7)]
(7}]
‘EU 24f
23 b I | | | | I I ]
0 2 4 6 8 10
Semanas

Legenda: Os valores s@o expressos como a média + DP (n=5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch
ANOVA e os testes de comparacdo multipla T2 do Tamhane. Grupos: C, controle; DD,
deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacédo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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Figura 12. Presséo Arteiral

A

160 O C @ F

8 41- CDD 4% FDD
— - CDS =A: FDS
9 150}
2
(7))
-E ? 140}
(]
+ £
< E 130}
(o]
p
e 120}
Q
| -
o
110 a
0 2 4 6 8 10
Semanas
B *k*
160p | xx l xx
1
! * %k I***
ru 150b ! I |
cm
=
O = 140} %
® 2
0 (3]
o % **k%k
130F | |
pa: Q O A © m
85 |
<L <120 A
110 .

C CDD CDS F FDD FDS

Legenda: (A) Pressdo arterial e (B) Area sob as curvas da pressdo arterial com significancia
estatistica. Os valores séo expressos como a média + DP (n=5/grupo), Brown-Forsythe
e Welch ANOVA e os testes de comparagdo mdltipla T2 do Tamhane: ** P<0,01; ***
P<0,001. Grupos: C, controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacdo de
vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019



52

4.2 Glicemia de jejum, tolerancia a glicose e tolerancia a insulina, resisténcia e

sensibilidade e niveis plasmaticos de 25(OH)D e insulina

Verificamos o metabolismo da glicose e insulina. A glicemia de jejum
aumentou nos grupos controle com deficiéncia de vitamina D (Tabela 3). N&o
observamos intolerancia a glicose (Figura 13A-B), mas intolerancia a insulina (Figura
13C-D) e resisténcia a insulina (Tabela 3, HOMA-IR) agravadas pela combinacédo de
deficiéncia de frutose e vitamina D e melhoradas pela vitamina D suplementacdo. A
deficiéncia de vitamina D diminuiu a sensibilidade a insulina (Tabela 3, QUICKI).

A restricdo dietética de vitamina D reduziu os niveis plasméaticos de 25(OH)D
para uma concentracdo quase indetectavel, enquanto a suplementacéo dietética de
vitamina D foi eficaz para manter os niveis de 25(OH)D altos (Figura 14A). O grupo
controle suplementado com vitamina D apresentou baixos niveis de insulina. Na
frutose com grupo com deficiéncia de vitamina D, as concentracdes de insulina

foram altas em comparacédo com o grupo controle correspondente (Tabela 3)



Tabela 3. Ingestdo alimentar, bioquimica, resisténcia a insulina e sensibilidade a insulina. Os valores sdo expressos como a média + DP
(n=5/grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes de comparagao multipla T2 do Tamhane: P<0,05 quando: *#C; 1#CDD; #F.

Dados C CcDD CDS F FDD FDS
Glicemia de jejum (mmol/L) 7,40+0,96 10,53+0,45* 6,28+1,80 9,40+2,86 12,78+2,34 9,00+2,46
IA (g/dia) 2,67+0,31 2,54+0,15 2,63+0,22 2,71+0,20 2,85+0,19 2,72+0,21
Insulina (pmol/L) 695,0+129,0 515,0£111,0 319,0+£55,5*  745,0£142,0 926,0+122,0f 900,0+279,0
HOMA-IR 8,43+0,75 11,06+0,98 8,23+0,82 9,54+0,57 1,43+£2,191 8,24+0,64%
TAG hepatico (g/L) 1,22+0,20 1,03+0,30 1,24+0,09 2,94+1,29 1,88+0,38 0,93+0,15
CT hepatico (mmol/L) 1,55+0,03 1,83+0,14 1,68+0,06 2,30+0,08* 1,78+0,09% 1,61+0,05%
TAG plasmatico (g/L) 0,79+0,09 0,83+0,01 0,78+0,06 0,88+0,12 1,05+0,13 0,87+0,08
CT plasmatico (mmol/L) 2,79+0,58 3,69+0,09 3,3910,24 4,43+0,24* 4,4040,56 3,6610,14%
QUICKi 0,293+0,006  0,270+0,008* 0,294+0,016 0,271+0,019  0,252+0.0071 0,290+0.006

Legenda: C, grupo controle; CDD, grupo controle com deficiéncia de vitamina D; CDS, grupo controle com suplementacédo de vitamina D; CT, colesterol total;
F, grupo frutose; FDD, grupo frutose com deficiéncia de vitamina D; FDS, grupo frutose com suplementacéo de vitamina D; HOMA-IR, homeostasis model for
the evaluation of insulin resistance, modelo de homeostase para avaliagdo da resisténcia a insulina; IA, ingestdo alimentar; QUICKI, quantitative insulin-
sensitivity check index, indice quantitativo de verificag&do da sensibilidade a insulina; TAG, triacilglicerol.
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Figura 13. Glicose e insulina.
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Legenda: (A) Teste oral de tolerancia a glicose; e (B) Area sob as curvas do teste oral de tolerancia a
glicose; (C) Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina; e (D) Area sob as curvas do
teste de tolerancia & insulina intraperitoneal com significancia estatistica. Os valores séo
expressos como a média + DP (n=5/grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes
de comparacao mdltipla T2 do Tamhane: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. Grupos: C,
controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacédo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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Figura 14. Bioguimica
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Legenda: Andlise plasmatica de 25(0OH)D, 25-hidroxivitamina D. Os valores sdo expressos como a
média + DP (n=5/grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes de comparacéo
multipla T2 do Tamhane: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. Grupos: C, controle; DD,
deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacéo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019

4.3 Outras analises bioquimicas

O TAG no figado e plasma e o CT foram pouco influenciados pela frutose e
vitamina D no periodo em que este estudo durou (Tabela 3). Além disso, ndo
observamos diferenca nos niveis de adiponectina (Figura 15A), mas as
concentragbes de leptina foram menores no grupo controle com deficiéncia de

vitamina D (Figura 15B).

4.4 Estrutura hepatica

A deficiéncia de vitamina D e a ingestdo crbnica de frutose sdo dois insultos
aditivos capazes de modificar a estrutura do figado. A fibrose intersticial foi intensa e

generalizada no grupo controle com deficiéncia de vitamina D, grupo frutose e grupo
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frutose com deficiéncia de vitamina D. No entanto, a suplementagao de vitamina D
foi benéfica na restauracdo da estrutura hepética, mesmo com a persisténcia da
ingestao de frutose (Figura 16). A ativacdo do CEh (identificada pela expresséo de
Relina, Figura 17) foi observada no grupo da frutose e no grupo da frutose com
deficiéncia de vitamina D e pode ser uma explicacdo razoavel para a fibrose

intersticial observada.

Figura 15. Bioquimica.
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Legenda: (A) Andlise plasmética de adiponectina; (B) Andlise plasmatica de leptina. Os valores sdo
expressos como a média + DP (n=5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes
de comparacdo mdltipla T2 do Tamhane: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. Grupos: C,
controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacdo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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Figura 16. Fibrose hepatica.

Legenda: Fotomicrografias representativas do tecido hepatico coradas com vermelho Sirius (mesma
ampliacdo em todas as fotomicrografias). A identificacdo dos grupos € indicada no canto
superior esquerdo da fotomicrografia. Ha fibrose intersticial (vermelho, setas abertas) na CDD e
mais pronunciada em F e FDD. A suplementacao de vitamina D restaurou a estrutura do figado
(CDS e FDS). Grupos: C, controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementagdo de
vitamina D; F, frutose

Fonte: A Autora, 2019
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Figura 17. Células estreladas hepaticas ativadas.
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Legenda: (A) frutose (grupo F); (B) Frutose com deficiéncia de vitamina D (grupo FDD). Os outros
grupos ndo foram mostrados devido & falta de coloragdo anti-Relina (indicando que as
células estreladas hepaticas ndo foram ativadas nesses grupos). Secdes representativas
do tecido hepético preparadas para imunofluorescéncia com o anticorpo anti-Relina
(microscopia a laser confocal de varredura a vermelho para identificar as células
estreladas hepéticas, mesma ampliacdo em todas as fotomicrografias).

Fonte: A Autora, 2019

A esteatose hepatica foi quantificada (Figura 18A) e ilustrada (Figura 18B). O
grupo controle com deficiéncia de vitamina D, grupo frutose e grupo frutose com
deficiéncia de vitamina D mostrou esteatose significativa. No entanto, a
suplementacdo de vitamina D mostrou-se benéfica na reducdo da esteatose. NOs
sugerimos a associagdo da esteatose com a expressao de Plin2 nos hepatocitos,
sabendo que o Plin2 esta envolvido na formacgéao de goticulas lipidicas no figado e
nos tecidos periféricos. Detectamos um aumento da expressédo de Plin2 no grupo
controle com deficiéncia de vitamina D, grupo frutose e grupo frutose com deficiéncia
de vitamina D. Mais uma vez, a suplementacéo de vitamina D reduziu a expresséo

de Plin2 no grupo controle e no grupo frutose (Figuras 19 e 20).
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Figura 18. Esteatose hepatica.

A 30p *kok *k
l 1
a sk
&\i *k * o
M 20F
2 m]
)
@
SIS
[1]
T A
@ 10f
(7]
3 [¢)
it
: %
3
7]
w ) ) ; )

=]

C CDD CDS F FDD FDS

Legenda: (A) densidade de volume da esteatose hepética quantificada com estereologia; (B) se¢bes
representativas do figado coradas com HE (mesma ampliagdo em todas as
fotomicrografias). Os valores sdo a média + DP (n=5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch
ANOVA e os testes de comparacdo miltipla T2 do Tamhane: * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001. A identificacdo dos grupos € indicada no canto superior esquerdo. A esteatose
micro- (seta) e macrovesicular (seta aberta) foram identificadas na CDD, e a estrutura do
figado foi restaurada na CDS. Esteatose acentuada foi observada em F e FDD, e a
estrutura do figado foi renovada em FDS. Grupos: C, controle; DD, deficiéncia de vitamina
D; DS, suplementacgédo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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Figura 19. Imunoflorescéncia de Perilipina 2 (Plin2).

=== PLIN2

Legenda: Sec¢bes representativas do figado preparadas para imunofluorescéncia com anti-Plin2
(microscopia a laser confocal de varredura verde para identificar uma proteina de
revestimento de goticulas lipidicas citoplasmaticas constitutivamente associada, mesma
ampliacdo em todas as fotomicrografias). A identificacdo dos grupos é indicada no canto
superior esquerdo. Houve aumento da mancha de Plin2 no CDD e ainda mais
pronunciado no F e no FDD. No CDS e no FDS, a estrutura do figado foi restaurada.
Grupos: C, controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacéo de vitamina D; F,
frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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Figura 20. Expressao génica hepatica de Perilipina 2 (Plin2).
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Legenda: Os valores sdo a média + DP (n=5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes de
comparacdo mdltipla T2 do Tamhane: * P <0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. Grupos: C,
controle; DD, deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacédo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019

4.5 Expressao génica (QPCR)

45.1 Lipogénese e beta oxidacéo

Analisamos a expressao de genes relacionados a lipogénese no figado
(Figura 21). Em geral, tanto a deficiéncia de vitamina D quanto a ingestéo de frutose
sao insultos que elevam a expressao desses genes. No entanto, a suplementacao
de vitamina D pode diminuir o Srebplc, Fas e Ppar, exceto Chrebp (que é mais
influenciado pela ingestao de frutose). A expressao génica de Ppar alfa esta ligada a
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beta oxidacao (Figura 22A) e, como a lipogénese, foi aumentada pela deficiéncia de

vitamina D e frutose, mas diminuiu pela suplementacédo de vitamina D.
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Figura 21. Expressédo génica hepatica.
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Legenda: (A) Srebplc, fator de transcricdo 1c de ligacdo ao elemento regulador de esterol;
(B) Chrebp, proteina de ligacdo a elementos responsivos a carboidratos; (C) Fas,
acido graxo sintase; (D) Ppar gama, gama peroxissomo-proliferador-ativador-
receptor. Os valores sdo a média + DP (n = 5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch
ANOVA e os testes de comparacdo mdultipla T2 do Tamhane: * P <0,05; ** P <0,01;
*** P <0,001. Grupos:
suplementacgéo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019

controle;

DD, deficiéncia de vitamina D; DS,
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4.5.2 Inflamacgéo

Alguns genes proé-inflamatérios foram mais expressos devido a deficiéncia de
vitamina D e & ingestdo de frutose (lI1 e 116, Figura 22B-C), enquanto a Tnf alfa
aumentou notavelmente devido a ingestdo de frutose (Figura 22D). Em todos os
casos, a suplementacdo de vitamina D teve um efeito benéfico na reducdo da

expressao desses genes.

Figura 22. Expressao génica hepatica.
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Legenda: (A) Ppar alfa, peroxissomo-proliferador-ativador-receptor alfa; (B) II1, interleucina 1; (C) 116,
interleucina 6; (D) Tnf alfa, fator de necrose tumoral alfa. Os valores sdo a média + DP (n =
5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes de comparacdo mdltipla T2 do
Tamhane: * P <0,05; ** P <0,01; ** P <0,001. Grupos: C, controle; DD, deficiéncia de
vitamina D; DS, suplementacéo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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45.3 Vitamina D

Confirmamos o estado de ativacdo da vitamina D medindo a expresséo
génica de Vdr e Cyp27bl. Como esperado, a deficiéncia de vitamina D aumentou a
expresséo de Vdr (principalmente nos grupos controle, Figura 23A), mas reduziu a
suplementacdo de vitamina D. O Cyp27bl, um ligante para Vdr que transforma
25(OH)D na forma hormonal 1,25(0OH)2D, foi aprimorado nos grupos submetidos a

deficiéncia de vitamina D (Figura 23B).

Figura 23. Expressédo génica hepatica.
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Legenda: (A) Vdr, receptor de vitamina D; (B) Cyp27b1, enzima de ativagdo de Vdr. Os valores séo a
média + DP (n=5 / grupo), Brown-Forsythe e Welch ANOVA e os testes de comparacao
mdltipla T2 do Tamhane: * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. Grupos: C, controle; DD,
deficiéncia de vitamina D; DS, suplementacéo de vitamina D; F, frutose.

Fonte: A Autora, 2019
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4.6 Contribuicdo e interacdo da ingestao de frutose e vitamina D: ANOVA de

dois fatores

A andlise esta resumida na Tabela 4. Estudamos trés conjuntos de dados
vinculados a biometria (sete andlises), bioquimica (oito andlises) e expresséo génica

(onze genes).

a) Biometria
A vitamina D foi significativa na modificacdo de seis dos sete itens estudados
(exceto ingestdo de agua) e frutose (exceto MC), correspondendo a 86% das
analises. Frutose e vitamina D interagiram em cinco dos sete dados (71%),

indicando uma forte influéncia desses dois fatores nos resultados.

b) Bioquimica
A frutose afetou todos os dados bioquimicos analisados (100%) e a vitamina
D alterou sete dados (88%). Frutose e vitamina D interagiram em cinco dos oito
dados (63%), indicando também uma forte influéncia desses dois fatores nos
resultados.

c) Expresséo génica
A frutose foi responsavel por alterar oito genes (73%), enquanto a vitamina D
alterou todos os genes analisados (100%). Frutose e vitamina D interagiram
modificando oito genes (73%), reforcando novamente a interpretacdo de que esses

dois fatores podem afetar a expressao génica nesse modelo.
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Tabela 4. Anaélise de varidncia (ANOVA) de dois fatores: frutose ingerida vs. concentragdo de

vitamina D.

ANOVA de dois “/:; de varidncia e teste de signif_icén_cia
fatores Interagdo Frutose Vitamina D

% P % P % P
Biometria
PAS 17,40 <0,0001 13,65 <0,0001 50,06 <0,0001
Massa Corporal 3,10 ns 2,17 ns 57,60 <0,0001
HOMA-IR 12,41 0,0096 13,78 0,0016 47,56 <0,0001
1A 591 0,0043 61,87 <0,0001 21,96 <0,0001
IH 1,96 ns 48,90 <0,0001 1,79 ns
QUICKI 33,14 <0,0001 10,47 0,0020 35,47 <0,0001
Esteatose 13,57 0,0484 20,32 0,0037 18,84 10,0179
Bioquimica
25(0OH)D 0,94 ns 1,74 0,0033 93,40 <0,0001
Adiponectina 12,02 ns 31,16 0,0009 414 ns
Insulina 36,63 <0,0001 21,87 <0,0001 41,40 <0,0001
Leptina 252 0,0017 16,68 0,0028 22.02 0,0033
TAG hepatico 23,03 0,0023 19,04 0,0014 22,85 0,0024
TAG plasmatico 6,52 ns 28,46 0,0010 16,69 0,0284
CT hepatico 54,85 <0,0001 16,96 <0,0001 19,86 <0,0001

CT plasmatico 18,93 0,0010 44,63 <0,0001 12,02 0,0082
Expressoes Genicas

Chrebp 470 ns 65,37 <0,0001 6,86 0,0440

Cyp27b1 7,31 0,0044 0,14 ns 79,76 <0,0001
Fas 21,85 <0,0001 19,48 <0,0001 44,13 <0,0001
Iy 30,72 <0,0001 9,74 <0,0001 50,11 <0,0001
16 13,65 0,0008 0,22 ns 68,32 <0,0001
Plin 2 26,37 <0,0001 5,57 0,0012 58,09 <0,0001
Ppar aifa 19,91 <0,0001 44,32 <0,0001 24,53 <0,0001
Ppar gama 1,06 ns 6,28 0,0007 82,70 <0,0001
Srebpic 12,73 0,0009 39,01 <0,0001 32,21 <0,0001
Tnf alfa 1,52 ns 38,44  <0,0001 45,88 <0,0001
Vdr 10,62 0,0011 0,03 ns 75,55 <0,0001

Legenda: 25(0OH)D, 25-Hidroxivitamina D; CT, Colesterol total; Cyp27b1, 1-alfa-hidroxilase; Fas, Acidos
graxos sintase; HOMA-IR, modelo de homeostase para avaliacdo da resisténcia a insulina; A, ingestio
alimental; IH, ingestdo hidrica; I, Interleucina; PAS, pressao arterial sistdlica; Plin, Perilipina; Ppar,
Receptor ativador de proliferador de peroxissomo; QUICKI, verificagdo quantitativa do indice de
sensibilidade a insulina; Srebp, Fator de transcrigdo de ligagio ao elemento regulador de esterol; TAG,
triacilglicerol; Tnf, fator de necrose tumoral; Vdr, vecepter de Vitamina D.

Fonte: A Autora, 2019
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5 DISCUSSAO

A vitamina D é depletada em roedores apés algumas semanas de restricao
alimentar, e também afetada quando os animais sdo alimentados com uma dieta rica
em gordura (Borges et al., 2016) ou com uma dieta rica em frutose (Douard et al.,
2014). O modelo murino tem sido usado para estudar os efeitos da deficiéncia de
vitamina D (Borges et al., 2018) e suplementacao (Lee et al., 2018), que podem ser
consideradas translacionais para seres humanos (Bonnet et al., 2019). Além disso, o
figado e o tecido adiposo séo locais essenciais que concentram mais a vitamina D
do que outros tecidos do corpo (Heaney et al., 2009). Além disso, como
demonstrado recentemente, o tecido adiposo € o local de armazenamento mais
critico para a vitamina D no organismo (Abbas, 2017). No presente estudo, ap6s dez
semanas de restricdo alimentar, os niveis circulantes de 25(OH)D diminuiram
significativamente em comparacdo com 0S animais que nao se submeteram a
restricdo alimentar em vitamina D.

Os animais néo apresentam diferenca significativa na MC concordando com a
literatura sobre deficiéncia de vitamina D, suplementacdo (Benetti et al., 2018) e
ingestao de frutose (Schultz et al., 2013; Schultz et al., 2015), embora a ingestéo de
agua tenha sido maior nos grupos alimentados com a dieta de frutose, que podem
estar ligados com a PAS alta detectada nesses animais. Além disso, ambos 0s
insultos, frutose e deficiéncia de vitamina D, estdo relacionados a um aumento da
pressao arterial devido a um efeito direto no eixo renina-angiotensina-aldosterona
(Sundersingh et al., 2015).

No presente estudo, a deficiéncia de vitamina D afetou a tolerancia e a
sensibilidade a insulina, de acordo com um estudo recente (a suplementacdo de
vitamina D pode restaurar a sinalizagao de insulina muscular prejudicada) (Benetti et
al., 2018) e nosso estudo anterior de animais obesos (Borges et al., 2016). No
entanto, outros nao observaram um efeito da suplementacdo de vitamina D na
glicemia de jejum, insulina, HOMA-IR, lipidios plasmaéticos, enzimas hepaticas e MC
(Tabrizi et al., 2017). Nossos animais ndo mostraram diferenga na concentracao de
adiponectina, o que € compativel com o MC normal que vimos, enquanto 0s niveis

de leptina foram alterados com a deficiéncia de vitamina D.



68

A ingestédo de frutose causa diminui¢cdo na sensibilidade a insulina e promove
dislipidemia (Stanhope et al., 2009), aumenta a lipogénese de novo, reduz as
defesas antioxidantes e diminui a biogénese mitocondrial (Karise et al., 2017). A
frutose pode regular positivamente o Chrebp, aumentando o fluxo glicolitico,
afetando a homeostase da glicose (Kim et al., 2016) e levando a resisténcia a
insulina e hiperinsulinemia, uma vez que a insulina ativa a transcrigdo e a ativagao
proteolitica de Srebplc (Horton et al., 2002) e Chrebp (Kim et al., 2016). Em nossas
descobertas, a suplementacéo de vitamina D poderia reduzir a gama Srebplc, Fas e
Ppar, enquanto o Chrebp estava conectado a frutose. Além disso, o Ppar alfa
aumentou em animais com deficiéncia de vitamina D e alimentou uma dieta rica em
frutose e diminuiu com a suplementacdo de vitamina D. Em outro estudo do nosso
grupo, a combinacdo de deficiéncia de vitamina D e dieta rica em gordura causou
um efeito aditivo figado, com lipogénese aumentada e beta-oxidacdo reduzida
(Borges et al., 2018). No entanto, a suplementacao de vitamina D em roedores pode
atenuar a esteatose hepatica, modulando o metabolismo lipidico através da
regulacédo negativa do Srebplc e de seus genes-alvo (Yin et al., 2012).

A associacdo entre os niveis de vitamina D e a DHGNA tem sido cada vez
mais reconhecida (Kwok et al.,, 2013). Aqui, demonstramos que 0 grupo controle
com deficiéncia de vitamina D, o grupo frutose e o grupo frutose com deficiéncia de
vitamina D melhoraram a esteatose no figado. O Plin2 é candidato a um marcador
molecular de acumulacao lipidica prolongada, pois é uma proteina vital associada a
goticulas lipidicas no figado normal e esteatdtico (Hoang et al., 2018). Plin2 foi
aumentado no grupo controle com deficiéncia de vitamina D e também no grupo
frutose. A literatura recente relatou aumento do acumulo de goticulas lipidicas nas
fibras musculares devido a deficiéncia de vitamina D, enquanto sua suplementacéo
evita 0 acumulo lipidico e regula a expressédo de Plin2 in vivo e in vitro (Li et al.,
2018).

Além disso, a deficiéncia de vitamina D pode aumentar a expressao de
citocinas pré-inflamatérias, enquanto sua suplementagdo pode atenuar os efeitos
adversos da obesidade induzida pela dieta e a inflamacéo associada (Chang e Kim,
2017; Wallbaum et al., 2018). Além disso, combinada com o insulto pos-menopausa,
a deficiéncia de vitamina D é um indutor de citocinas inflamatérias no figado (Borges
et al., 2018). No presente estudo, embora a expressao dos genes ll1 e 116 tenha

aumentado nos grupos com deficiéncia de vitamina D e a expressao do gene Tnf
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alfa tenha sido mais afetada pela ingestdo de frutose, todos os grupos tiveram
efeitos benéficos nessas expressdes génicas quando a vitamina D foi suplementado.

A fibrose hepatica frequentemente acompanha todos os tipos de doencas
hepaticas crbnicas devido ao aumento substancial na sintese da matriz extracelular
pela CEh, excedendo a capacidade de degradacédo hepatica (Ding et al., 2014).
HSC, células hepaticas positivas para Relina (Kobold et al., 2002), sdo a fonte
primaria de proteinas extracelulares durante a fibrogénese (Thompson et al., 2015) e
desempenham papéis criticos no desenvolvimento hepatico com regeneracao,
regulacdo imune hepética e fibrogénese em resposta a lesdo hepatica
(Ramachandran et al., 2015). Quando ocorre fibrose hepatica, as CEh no estado de
repouso sdo ativadas (Atzori et al., 2009). A frutose pode induzir esteatose hepatica
e, em seguida, fibrose hepatica em Macaca fascicularis (Cydylo et al., 2017). Além
disso, a fibrose hepética pode ser modulada pela vitamina D (1,25-di-hidroxivitamina
D) através da ligacdo ao seu receptor (Vdr), interrompendo muitas vias fibréticas
(Wahsh et al., 2016). Nossa observacdo da ativagdo do CHe, que ocorreu
principalmente no grupo da frutose e no grupo da frutose com deficiéncia de
vitamina D, é um resultado original essencial deste estudo, principalmente devido a
suplementacao de vitamina D que mostrou beneficios pela diminuicdo da fibrose
intersticial no figado.
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Figura 24. Resumo grafico do trabalho apresentado.

FRUTOSE l DEFICIENCIA DE
VITAMINA D
H Glicose m Insulinaﬂ

v v

l VDR
Célula Estrelada - CYP27B1
Ativada HH Lipogénese
Relina+ /
l oo [ |FRuUTOSE
i ..' [ | DEFICIENCIA DE VITAMINA D
Fibrose

®, o ]
Esteatose l
Plin2+

|| SUPLEMENTAGAO DE VITAMINA D

Legenda: CYP27B1, l-alfa-hidroxilase, altera 25 (OH) D para 1,25 (OH) 2D e é o ligante do receptor
de vitamina D; AGL, acidos graxos livres; IR, resisténcia a insulina; Plin2, perilipina 2;
VDR, receptor de vitamina D.

Fonte: A Autora, 2019.
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CONCLUSAO

Em concluséo, nosso estudo mostrou que 0s animais suplementados com
vitamina D mantem a niveis controles sua pressdo sanguinea e melhoram a
resisténcia a insulina. Além disso, nossa observacdo experimental demonstrou os
efeitos adversos da deficiéncia de vitamina D no metabolismo, esteatose hepética e,
combinada com a ingestdo de frutose, fibrose intersticial hepéatica com ativacao de
células estreladas hepaticas e alteracéo da lipogénese, beta oxidacao e inflamacéo
hepatica. Todos esses dados melhoraram quando a vitamina D foi suplementada

nos animais.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The fructose added to soft drinks and processed food, as well as frequent detection of vitamin D deficiency in the

Viamin B body, are two insults increasingly considered to cause lesions in target organs. We studied the liver after a
l‘f'ﬁm’ chronic high-fructose diet deficient and supplemented with vitamin D. Sixty C57BL/6 mature male mice were
Plin2 allocated into six groups (n = 10) for ten weeks control (C), control deficient in vitamin D (CDD), control

supplemented with vitamin D (CDS), fructose (F), fructose deficient in vitamin D (FDD), and fructose supple-
mented with vitamin D (FDS). The gene expressions of vitamin D receptor and CYP27B1 and 25 hydroxyvitamin
D plasma level ensured that the diets caused vitamin D deficiency or sq:plcmmlamn_Bodymaﬁd.ﬂm
change, but blood pressure (BP) increased in CDD, F, and FDD, whereas BP was lled in FDS. ib
insulin tolerance and resistance were seen in both vitamin D deficency and fructose groups but improved with
vitamin D supplementation. The steatosis and fibrosis were observed in the CDD, F and FDD groups. Also, F and
FDD showed activation of stellate cells (HSC). Lipogenesis and infl ion gene exg ions were enhanced in
the CDD, F and FDD groups, but diminished with vitamin D supplementation. In conclusion, we demonstrated
the adverse effects of vitamin D deficiency on metabolism, liver steatosis and, combined with fructose intake,
Liver interstitial fibrosis with hepatic stellate cell activation, and alteration of the lipogenesis, beta-oxidation, and
Liver inflammation. All these data imp d when vitamin D was 1  in the animal

1. Introduction Vitamin D primarily regulates the homeostasis of calcium and

phosphorus and is acquired by eating foods such as farty fish and eggs,

Fructose, a monosaccharide common in fruits and vegetables, is
added to sweeten food and beverages. It is the industrial, not fruit
fructose intake that induces metabolic disorders and increased risk of
insulin resistance/diabetes [1]. Fructose has a high lipogenic power [2]
without significantly affecting adipose tissue mass [3] but enhancing
the start and progression of nonalcoholic fatty liver disease (MAFLD)
[4] and cardiometabolic alterations [5). Fructose has become ubiqui-
tous in our food supply, with the highest consumers being teens and
young adults [6].

and chiefly by cutaneous synthesis through exposure to uliraviolet rays
type B. The CYP27B1, the key 1 alpha-hydroxylase that changes 25
hydroxyvitamin D (25 (OH) D) to the hormonal form 125-di-hydro-
xyvitamin D (125 (OH) 2D), is the ligand for the vitamin D receptor
(VDR) [7]. The target genes regulated by vitamin D might control a
crowd of biological activities such as the immune system, skin and
muscle function, cellular growth, and other biological processes [8].
Although the association between vitamin D deficiency and body
mass accumulation is still a matter of debate [9], recent reports re-

Abbreviations: 125 (OH) D, 125-di-hydroxyvitamin D; 25 (OH) D, 25-hydroxyvitamin I; AUC, area under the curve; BM, body mass; BP, blood pressure; Chrebp,
carbohydrate-responsive element-binding protein; CY27B1, 1-alpha-hydroxylase; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; Fas, fatty acid synthase; FFA, free
fatty acids; HE, hematoxylin and eosin; HOMA, homeostatic model assessment; HSC, hepatic stellate cells; 11, interleukin; IR, insulin resistance; NAFLD, nonalcoholic
fatty liver disease; Plin, perilipin; Ppar, p proliferator-acti -receptor; gPCR, real-time polymerase chain reaction; QUICK], quantitative insulin-sensi-
bility check index; Srebp, sterol regulatory element-binding transcriptor factor; TAG, triacylglyeerol; TC, total cholesterol; Taf, tumor necrosis factor; VDR, vitamin D
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