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“E muito melhor langar-se em busca de conquistas grandiosas, mesmo expondo-se ao
fracasso, do que alinhar-se com os pobres de espirito, que nem gozam muito nem
sofrem muito, porque vivem numa penumbra cinzenta, onde ndo conhecem nem vitoria,

nem derrota.”

Theodore Roosevelt.
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RESUMO

A vitamina D pode atuar em diversos processos celulares vitais. Atualmente, inimeros
estudos tém demonstrado a associacdo entre baixos niveis séricos de vitamina D e
fatores de risco que constituem critérios diagnosticos para diabetes mellitus. Este estudo
avaliou a influéncia da suplementagdo de vitamina D no metabolismo de ratos
diabéticos e nos pardmetros bioquimicos relacionados a doenca. Trinta e dois ratos
recém-desmamados foram divididos em quatro grupos de oito animais: 1- controle ndo
diabéticos (C), 2- diabéticos ndo suplementados (DC), 3- diabéticos suplementados com
10 pL de vitamina D/dia (DS50), 4- diabéticos suplementados com 13 pL de vitamina
D/dia (DS100), durante 20 dias. A indugdo da diabetes foi realizada através da aplicacdo
de estreptozotocina intraperitoneal, na concentragdo de 60 mg/Kg de peso do animal. O
peso corporal e o consumo de racdo foram monitorados trés vezes por semana, agua e
racdo oferecidas ad libitum. A eutandsia foi realizada por pungdo cardiaca.
Posteriormente, foram realizadas as andlises sanguineas de triglicerideos, colesterol
total, HDL, glicemia, albumina, proteinas totais, insulina, vitamina D e célcio por meio
de espectrofotometria e ELISA. Os resultados foram submetidos & analise de variancia
ANOVA, sendo utilizado o teste de Tukey para o confronto das médias (p<0.05).
Verificou-se diminuicdo na glicemia de jejum dos animais suplementados com vitamina
D em relagdo aos diabéticos ndo suplementados (C= 113,35+6,71; DC=410,78+42,24;
DS50=346,71+66,00; DS100=240,531£56,57; p=0,0004), havendo diminuicdo da
glicemia relacionada ao aumento da dosagem de vitamina D. Os valores de TG apesar
de ndo apresentarem significancia estatistica, diminuiram acentuadamente nos grupos
suplementados (C=90,73+18,67; Dc=107,51+12,74; DS50=73,57+14,58;
DS100=83,90+6,78; p=0,41), proteinas totais apresentaram aumento noOS grupos
suplementados (C= 5,46+0,17; DC=4,85+0,09; DS50=5,17+0,27; DS100=5,63+0,27;
p=0,0583), assim como os valores de albumina (C=3,19+0,08; DC=2,84+0,03;
DS50=3,04+0,12; DS100=3,10+0,08; p=0,0235). Os valores de colesterol total, HDL,
vitamina D e célcio ndo apresentaram diferencas significativas relacionadas a
suplementagdo. A vitamina D estd relacionada com a diminuicdo dos valores de
glicemia de jejum e aumento da insulina nos grupos suplementados, 0 que sugere
melhora desses pardmetros relacionados & doenca. Outros parecem ndo se relacionarem

com a suplementag&o, necessitando de mais estudos acerca do tema.

Palavras-chave: Vitamina D, Diabetes Mellitus, Metabolismo, Ratos.



ABSTRACT

Vitamin D can act in various vital cellular processes. Currently, numerous studies have
demonstrated an association between low serum vitamin D levels and parameters which
are diagnostic criteria for diabetes mellitus. This study evaluated the effect of vitamin D
supplementation on the metabolism of diabetic rats and biochemical parameters related
to the disease. 32 weanling rats were divided into four groups of eight animals: 1-
nondiabetic controls (C), 2- unsupplemented diabetic (DC), 3- diabetic supplemented
with vitamin D 10 L / day (DS50) 4- diabetic supplemented with 13 uL of vitamin D /
day (DS100) for 20 days. The induction of diabetes was performed by applying
streptozotocin intraperitoneally at a concentration of 60 mg / kg of animal weight. Body
weight and feed intake were monitored three times a week, provided water and food ad
libitum. The animals were sacrificed by cardiac puncture. Subsequently, the blood
analyzes were performed triglycerides, total cholesterol, HDL, glucose, albumin, total
protein, insulin, vitamin D and calcium by spectrophotometry and ELISA. The results
were submitted to ANOVA were performed using the Tukey test for comparison of
means (p <0.05). There was decrease in animal fasting glucose supplemented with
vitamin D compared to diabetics without supplementation (C = 113.35 £ 6.71; DC =
410.78 + 42.24; DS50 = 346.71 £ 66.00 ; DS100 = 240.53 + 56.57; p = 0.0004), with
decreased blood glucose associated with an increased dosage of vitamin D. The TG
values while not present statistical significance, declined sharply in the supplemented
groups (C = 90.73 + 18.67; DC = 107.51 + 12.74; DS50 = 73.57 £ 14.58; DS100 =
83.90 = 6.78; p = 0.41), total protein showed an increase in supplemented groups (C =
5.46 £0.17; DC =4.85 £ 0.09, 5.17 + 0.27 = DS10; DS13 = 5.63 + 0.27; p = 0.0583) as
well as albumin values (C = 3.19 + 0.08; DC = 2.84 + 0.03, DS50= 3.04 + 0.12; DS100
=3.10£0.08; p =0, 0235). The total cholesterol, HDL, vitamin D and calcium did not
show significant differences related to supplementation. Vitamin D appears to be related
to a decrease of fasting insulin and blood glucose levels in the supplemented groups
suggesting improvement of such parameters related to the disease. Others do not seem

to relate to supplementation, requiring more studies on the subject.

Keywords: Vitamin D, Diabetes Mellitus, Metabolism, Rats.
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1 INTRODUCAO

A hipovitaminose D é uma deficiéncia vitaminica prevalente nas mais variadas
idades, racas, situacbes econdmicas e regides geograficas. Esta deficiéncia contribui
para muitas condigdes, tais como, osteomalacia, osteoporose (HOLICK, 2004) e
fraturas osteoporoéticas (BOONEN et al., 2007) , tendo sido também associada ao
aumento do risco de doencgas ndo esqueléticas, como esclerose multipla (MUNGER et
al., 2006), cancer (GARLAND et al., 2006), doengas auto imunes, diabetes mellitus tipo
1 e 2 (FOROUHI et al., 2008) diabetes gestacional (HOLMES et al., 2009) e doencas
cardiovasculares (WANG et al., 2008).

A vitamina D € um horménio do grupo dos esterdides, tendo como principais
formas o ergocalciferol (Vitamina D2) e o colecalciferol (Vitamina D3), cuja fun¢éo no
tecido Gsseo j& é bem estabelecida. Age como um regulador da homeostasia mineral por
meio de sua acdo nos 0ssos, rins e glandulas paratiredides, sendo fundamental para a
absorc¢éo do calcio e fosforo, de modo que apenas 10 a 15% do célcio da dieta e 60% do
fosforo sdo absorvidos no intestino sem a vitamina D. Baixos niveis de vitamina D tem
se tornado uma grave endemia, em consequéncia de seu baixo consumo na dieta,
combinado com o0 uso de protetores solar, hiperpigmentacdo da pele e ao
envelhecimento. (HOLICK, 2006).

A existéncia de receptores para a forma ativa da vitamina D (1,25 OH2D) em
células sem acdo direta no metabolismo 6sseo, como células beta pancreéticas, do
coracdo e do sistema imunoldgico, foi uma descoberta que ampliou o papel fisiol6gico
desta molécula (HAUSSLER et al., 1998). Algumas dessas células contém a enzima
requerida para a sintese da vitamina independente da acdo do paratormdnio (PTH),
sugerindo assim, acles extraesqueléticas da vitamina D. Desta forma, além de suas
acOes conhecidas e tradicionais, a vitamina D vem sendo, cada vez mais, estudada por
seus efeitos antiproliferativos, pré-diferenciacéo e imunomodulatérios (BIKLE, 2009).

O diabetes mellitus € uma enfermidade cronica resultante de defeitos na secre¢ao
e/ou agdo da insulina envolvendo processos especificos, tais como destruicdo das
células beta pancredticas, distirbios da secrecdo da insulina e resisténcia insulinica.
Trata-se de uma patologia caracterizada por um estado hiperglicémico cronico, que,
como consequéncia, leva a retinopatia, nefropatia, hipertensdo arterial, alteragcbes no
sistema nervoso periférico, disfungdes sexuais e artropatias, complicacbes que podem

evoluir para faléncia dos rins, cegueira, amputacdo de membros inferiores, doencas



coronarianas e vasculares cerebrais de forma sucessiva (FRANCO, 2004; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2006; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2006).

O DM é uma das doencas de mais rapido crescimento em todo o mundo, sendo
considerada a primeira causa de morbidade e mortalidade cardiovascular em populagGes
ocidentais (REIMANN et al, 2009). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
0 DM é um problema de saude pablica mundial e em 2000 os seis paises com 0 maior
nimero de pacientes diabéticos eram india (32,7 milhdes), China (22,6 milhdes),
Estados Unidos (15,3 milhdes), Brasil (12 milhdes), Paquistédo (8,8 milhdes) e Japéo
(7,1 milhGes). No Brasil, aproximadamente 50% das pessoas com DM desconhecem sua
condicdo morbida, sendo que 10% delas sdo portadoras de diabetes mellitus tipo 1
(DMT1). E, em alguns paises esse percentual de pessoas que desconhecem ter a doenga
sobe para 80% (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

O numero de portadores de DM estd aumentando devido ao envelhecimento,
crescimento da populacdo, e principalmente, devido a obesidade, alimentacdo
inadequada e mudangas no estilo de vida das populagdes. Certos fatores nutricionais,
tais como a vitamina D, também podem estar associados & existéncia e/ ou surgimento
da doenga; neste sentido, tem sido sugerido que a condicdo de baixos niveis de vitamina
D possa contribuir para o0 aumento do risco do diabetes mellitus e sua suplementacéo ou
niveis ideais estejam associados ao melhor controle da doenca (BIKLE, 2009).

E deficiente, na revisio bibliografica ja realizada, a existéncia de um estudo
determinando a associacdo da deficiéncia de vitamina D com o controle metabdlico e as
complicages cronicas em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo, principalmente
no campo experimental, em modelos animais. Esta pesquisa visa aumentar o
conhecimento sobre a vitamina D, assim como as consequéncias da sua suplementacéo
em animais portadoras de DM induzido. Os achados deste estudo podem mostrar uma
associagdo direta da suplementacdo de vitamina D com o controle metabdlico e as
complicagbes cronicas do diabetes mellitus e, desta forma, gerar contribui¢bes
cientificas na formulacdo de novas terapias e/ ou politicas de salde neste campo,
permitindo a recomendacdo de medidas que visem & reducdo e controle do diabetes
mellitus e, consequentemente, & diminuicdo de suas complicacfes, proporcionando um

melhor prognostico e qualidade de vida aos portadores desta enfermidade.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Vitamina D
2.1.1 Aspectos fisiologicos e metabolicos

A vitamina D (calciferol) € um termo genérico para um grupo de esterdides
lipossolaveis, cujas principais formas sdo a vitamina D2 e vitamina D3 (Figura 1). A
vitamina D2 é sintetizada nas plantas e fungos a partir da irradiagdo dos raios
ultravioletas e também fornecida via suplementos, enquanto a vitamina D3 é obtida
através de uma reacdo fotolitica na pele. A vitamina D3 é um hormonio sintetizado na
pele através de uma reacdo de isomerizagao térmica catalisada pela radiagdo ultravioleta
(UV) (290 a 315 nm). A sintese cuténea € iniciada por meio da transformacdo do
precursor epitelial 7-deidrocolesterol em colecalciferol por acdo dos raios ultravioleta.
Posteriormente, o colecalciferol entra na circulagdo e é transportado para o figado,
unido a proteina ligante da vitamina D (DBP). No figado, ocorre a primeira
hidroxilagdo, sintetizando 25-hidroxivitamina D [25(OH)D3], que sera secretada no
plasma. Este composto, em concentracdo fisioldgica, tem pouca atividade bioldgica,
necessitando de outra etapa metabdlica para tornar-se ativo. Nesta etapa, a 25(0OH)D3 é
metabolizada pela enzima 25-hidroxivitamina D 1la-hidroxilase nos rins, formando
1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0OH)2D3] (SCHUCH et al., 2009) (Figura 2).

A sua forma ativa [1,25(0OH)2D3] atua ligando-se a um receptor nuclear
especifico, pertencente & familia de receptores dos horménios esteroides e tiroidianos.
Este processo é regulado pelo paratorménio (PTH) e pelas concentrages sanguineas de
célcio e fosfato. Em seguida, a 1,25-OH2D ¢ liberada na corrente sanguinea, ligando-se
a proteina ligadora da vitamina D até alcancar seus tecidos-alvos por meio dos
receptores da vitamina D. Esses receptores, bem como a enzima que transforma a
[25(OH)D3] na forma ativa da vitamina D, foi identificado em outros tecidos. A
vitamina D3 de origem cutanea € considerada a forma natural desta vitamina, embora a
via oral também possa se constituir uma fonte, representando, no entanto, menos de
20% (GRIZ, 2013).



o™

Vitamina D2 Vitamina D3

Figura 1. Estrutura quimica do ergocalciferol (vitamina D2) e do colecalciferol
(vitamina D3). Fonte: PETERS, 2014.

Os efeitos bioldgicos da forma ativa da vitamina D se ddo de uma maneira
similar aos horménios esterdides e sdo mediados pelos receptores nucleares especificos
de vitamina D (VDR), presentes nos principais sitios de acdo desta vitamina, como por
exemplo, rins, glandulas paratireoides, intestino e 0sso. No nucleo das células-alvo, a
1,25(0OH)2D3 se associa a0 VDR e esse complexo se liga ao receptor de cido retindico
(RXR), formando fatores de transcricdo heterodimeros de vitamina D (VDRE),
iniciando, assim, a cascata de interacdes moleculares que modulam a transcri¢cdo de
genes especificos (DUSSO et al., 2005; KIMBALL et al,. 2008). Estudos genéticos e
epidemioldgicos tém mostrado que o metab6lito 1,25(0OH)2D3 tem um potencial efeito
anti-proliferativo e de pro-diferenciagdo em uma variedade de células, agindo em
diferentes processos celulares, tais como: progresséo do ciclo celular, apoptose, adeséo
celular, estresse oxidativo, funcdo imune e metabolismo esteroide (SCHUCH et al.,
2009; MUSZKAT etal., 2010; PARKER et al., 2010; ATIF et al., 2012).
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Figura 2. Metabolismo da Vitamina D.

Adaptado de N Engl J Med 2007. HOLICK, L. F.




Com isso, a vitamina D pode atuar em diversos processos celulares e fisiologicos
vitais, tais como: desenvolvimento e manutencdo do tecido 6sseo, manutencdo da
homeostase normal do calcio e do fosforo, funcdo cognitiva e manutencdo da massa
muscular, cancer de mama, obesidade, doenca cardiovascular e diabetes mellitus
(SCHUCH et al., 2009; MUSZKAT et al., 2010; PARKER et al., 2010; ATIF et al.,
2012).

2.1.2 Deficiéncia: definicdo, causas e complicagdes.

O status de vitamina D, atualmente, é avaliado através da dosagem sérica de
25(0OH)D3 (PARKER et al., 2010), porém, o valor exato que define a deficiéncia desta
vitamina ainda é controverso. Os estudos que tentam determinar este valor, em sua
grande maioria, correlacionam a deficiéncia de vitamina D com a baixa densidade
mineral 6ssea. O valor ideal de vitamina D é aquele capaz de reduzir o risco de fraturas
osteoporoticas, porém, até o presente momento, ndo ha um consenso sobre este valor.
Diversos estudos tém sido elaborados com o objetivo de tentar definir o valor minimo
de 25(OH)D3 capaz de suprimir a producdo de PTH e, consequentemente, reduzir o
risco de fraturas (HUGHES, 2011).

O Institute of Medicine of the National Academies (IOM) considera deficiéncia
de vitamina D valores de 25(OH)D3 abaixo de 20 ng/mL (50 nmol/L) enquanto outros
especialistas, como Endocrine Society, National Osteoporosis Foundation,
International Osteoporosis Foundation (IOF), American Geriatric Society, sugerem que
o valor minimo necessario para reduzir o risco de quedas e fraturas é de 30 ng/mL (75
nmol/L) (VIETH, 2006; NATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2010;
HOLICK et al., 2011). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reforca a
recomendacdo da manutengdo de niveis séricos acima de 30 ng/mL (75 nmol/L)
baseado em revisdes que demonstram adequada supressdo de PTH, absor¢do de célcio e
reducdo dos riscos de fraturas com esses niveis (OMS, 2003). Em um estudo realizado
em mulheres brasileiras na p6s-menopausa na cidade do Rio de Janeiro encontrou como
ponto de corte para supressdo do PTH o valor de 61,5 nmol/mL de 25(OH)D3 (RUSSO
et al., 2009).

A deficiéncia de vitamina D é extremamente prevalente em todas as idades,
racas, regibes geogréficas e camada socioecondmica, e tem sido relatada com grande
frequéncia, mesmo em regides ensolaradas. Estudos de prevaléncia de hipovitaminose D

na Arabia Saudita, Australia, Turquia, Emirados Arabes e India mostraram que 30 a



50% de criancas e adultos tinham niveis da 25-OHD abaixo de 20 ng/ml (SEDRANI,
1984; MCGRATH, 2001). Em Recife, um estudo avaliando 627 mulheres na pds-
menopausa de demanda espontanea, do Centro de Osteoporose de PE, mostrou uma
prevaléncia de deficiéncia de vitamina D de 8% para valor de vitamina D (25-OHD)
abaixo de 15 ng/ml e de 43% considerando valor abaixo de 25 ng/ml (BANDEIRA et
al., 2003)

Atualmente, a hipovitaminose D tem sido considerada um problema de saude
publica no mundo todo. Os fatores de risco para hipovitaminose D sdo a falta de
exposicdo aos raios ultravioleta solares, latitude elevada (acima da latitude 35
praticamente ndo h& formacdo de VD), altitude, inverno rigoroso, variacdo sazonal,
trabalho em ambientes fechados, uso de filtro solar (protetores com fator 8 bloqueiam
95% dos fotons de UV), hiperpigmentacdo da pele, vestimentas pesadas, poluicdo
ambiental, baixo consumo da vitamina (o Brasil carece de uma politica de
enriquecimento e fortificacdo de alimentos com VD), doencgas e/ou condi¢des cirurgicas
do trato gastrointestinal e a idade avangada (RUSSO et al., 2009).

A deficiéncia de vitamina D pode ocorrer quando a ingestdo de vitamina D €
inadequada ou quando existe baixa exposicdo solar. Outras causas podem levar a
deficiéncia de vitamina D, incluindo doenca renal cronica, pele escura, idade avangada,
sindrome de ma-absorcdo, drogas (fenobarbital, glicocorticoide, medicagBes para o
tratamento de AIDS/HIV), doenca hepética, obesidade e cirurgia bariatrica (GRIZ,
2013).

Com o avango da idade, a capacidade da pele em sintetizar colecalciferol a partir
de 7-deidrocolesterol diminui. Além disso, alguns fatores estdo associados
especificamente & hipovitaminose D nesta populacédo, tais como, pouca exposi¢do ao
sol, uso de roupas que cobrem o corpo e uso de multiplos medicamentos concomitantes
(PREMAOR E FURLANETTO, 2006).

A doenca renal cronica parece também ser um fator de risco para a deficiéncia
de vitamina D, e aproximadamente 70 a 80% dos pacientes com doenca renal cronica
tém niveis séricos baixos de vitamina D (GONZALES et al., 2004). Com a diminuigao
da taxa de filtracdo glomerular e da massa renal, existe uma diminuig&o da liberagdo do
substrato para a 1-alfa hidroxilase renal, a qual limita a capacidade do rim afetado em
produzir a forma ativa de vitamina D. Além disso, & medida que a doenca renal
progride, ocorre uma retencdo do fosfato, levando a diminuigdo da atividade da 1 alfa

hidroxilase (DUSSO, 2005) e aumento dos niveis do fator de crescimento dos



fibroblastos (FGF-23), que, por sua vez, também reduz a atividade da 1-alfa hidroxilase
(PERWAD et al., 2005). O FGF23 € um horménio fosfaturico e é regulado pelo nivel de
fosfato sérico e da 1,25-OH2D. Niveis elevados do FGF 23 aumentam no estagio inicial
da doenca renal cronica, provavelmente em resposta a retencdo de fosfato, em uma
tentativa para aumentar a excrecdo do fosfato em conjungdo com o aumento do PTH.
Embora o PTH estimule a atividade da 1-alfa hidroxilase, o efeito supressivo do FGF23
sobre esta enzima parece predominar nesta situagdo clinica. Por isso, devido a essas
anormalidades, ndo é surpresa que os niveis da 1,25-OH2D estejam diminuidos.
Adicionalmente & diminuicdo da produgdo da forma ativa da vitamina D, existe
evidéncia de que ocorre uma resisténcia a acdo da vitamina D, decorrente de uma
reducdo da concentragdo do receptor da vitamina D, levando a uma diminuindo da
ligacdo da 1,25-OH2D com seu receptor (PATEL et al., 1995).

Estas alteragbes na fisiologia da vitamina D em pacientes com doenga renal
cronica contribuem para o desenvolvimento da hipocalcemia, levando um aumento dos
niveis de PTH, o qual mobiliza o célcio do esqueleto pela estimulacdo da reabsorgéo
6ssea mediada pelos osteoclastos. Este processo acarreta numa perda do 0sso lamelar e
substituicdo por um osso estruturalmente mais fraco com diminuicéo da qualidade 6ssea
e propensao a fraturas (GRIZ, 2013).

A deficiéncia de vitamina D resulta em anormalidades no metabolismo do
célcio, fésforo e Gsseo. Especificamente, a deficiéncia de vitamina D causa diminuicdo
da eficiéncia da absorcao do calcio e fosforo no intestino, resultando no aumento dos
niveis de PTH. O hiperparatiroidismo mantém os niveis de célcio sérico normal & custa
da mobilizagdo do calcio do esqueleto e aumenta a perda de fosforo pelo rim. O
aumento da atividade osteoclastica mediada pelo aumento dos niveis séricos do PTH
causa diminuicdo da densidade mineral dssea, resultando em osteopenia, osteoporose e
aumento do risco de fraturas. A fosfatlria causada pelo hiperparatiroidismo secundario
resulta em niveis baixos de fosforo. Isto resulta em um inadequado produto calcio-
fosforo, causando defeito na mineralizagdo do esqueleto. Criangas com pouca
mineralizagdo Gssea em seu esqueleto sdo acometidas de deformidades esqueléticas
classicamente conhecidas como raquitismo. Nos adultos, as placas epifisarias séo
fechadas, e existe suficiente mineral no esqueleto para prevenir deformidades
esqueléticas. Por outro lado, a osteomalacia causa diminuicdo da densidade mineral
Ossea e esté associada a dor 0ssea e muscular, fraqueza muscular e propenséo a queda e
aumento do risco de fraturas (PLOTNIKOFF, 2003).



2.1.3 Mecanismo de agéo

Acredita-se que a 1,25 (OH2D) atue nas células-alvo de uma maneira similar aos
horménios esteroides e € mediado através de sua ligagdo com o receptor nuclear
especifico de vitamina D (VDR). O VDR é um membro da superfamilia dos receptores
hormonais nucleares incluindo os receptores para 0s hormonios esteroides, tiroidianos e
acido retingico. O VDR funciona como um heterodimero geralmente com o receptor do
acido retindico para a regulagdo dos genes-alvo da vitamina D. Direta ou indiretamente,
a 1,25 (OH2D) controla mais de 200 genes, incluindo genes responsaveis pela regulagéo
celular, proliferacéo, diferenciacéo e apoptose (HOLICK, 2006; NAGPAL, 2005).

A 1,25 (OH2D) estimula a absorcéo do célcio e fosfato, mobilizando-os para
estimular a reabsorcéo 6ssea (DELUCA, 1988). Sem vitamina D, somente 10 a 15 % do
célcio da dieta e em torno de 60% do fosforo sdo absorvidos. Niveis suficientes de
vitamina D aumentam a absorcdo do calcio e fosforo em 30-40% e 80%,
respectivamente. Quando os niveis de calcio ionizado no plasma declinam, o PTH é
secretado pelas paratireoides e estimulam a producdo de 1,25 (OH2D) a nivel renal. A
deficiéncia de vitamina D resultara em inadequada sintese de 25 (OHD) e 1,25 (OH2D),
inadequada homeostasia do célcio e uma constante elevacdo dos niveis de PTH, levando
a um quadro de hiperparatiroidismo secundario, com aumento da remodelacdo Gssea e
perda da massa 6ssea (GRIZ, 2013).

A 1,25 (OH2D) interage com seus receptores nos osteoblastos para estimular a
expressdo do ligante do fator ativador do receptor nuclear kB (RANK ligand). E este,
por sua vez, interage com seu receptor na superficie dos osteoclastos (RANK) para
induzir os mastdcitos imaturos em osteoclastos maduros, 0s quais dissolvem a matriz e
mobilizam o célcio e outros minerais a partir do esqueleto. No rim, a 1,25 (OH2D),
estimula a reabsorcdo do calcio proveniente do filtrado glomerular (DUSSO, 2005;
HOLICK, 2007).



2.2 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus € definido como uma desordem metabolica de multiplas
etiologias e que se caracteriza por um estado de hiperglicemia cronica, decorrente da
anormalidade na secrecdo e/ou acdo da insulina, com consequentes distirbios no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (WILD et al., 2004).

A prevaléncia mundial desta doenca, para todas as faixas etérias, foi estimada
em 2,8% no ano 2000, com proje¢des de atingir 4,4% em 2030, e 0 nimero total de
pessoas portadoras de DM que era de 171 milhdes em 2000 pode alcangar 366 milhdes
em 2030 (KING et al., 1998). Outros autores avangam na estimativa do incremento no
nimero de individuos diabéticos para o ano de 2030, projetando que 90% dos
individuos serdo acometidos pelo diabetes mellitus tipo 2 (WILD et al., 2004). O fator
demogréfico mais importante que influencia a prevaléncia do DM no mundo parece ser
0 aumento na proporcao de pessoas com mais de 65 anos de idade, sobretudo nos paises
desenvolvidos, cuja populagdo urbana é projetada para dobrar entre 2000 e 2030. Nos
paises em desenvolvimento o crescimento populacional é observado em todas as faixas
etarias com predominéncia para grupos etarios mais jovens (KING et al., 1998).

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), seguindo orientacbes da OMS e
ADA, propde a classificagdo do DM baseada na sua etiologia e ndo pela forma de
tratamento. Dessa forma, o DM é classificado em DM tipo 1 (DMT1), DM tipo 2
(DMT?2), outros tipos especificos de DM e diabetes mellitus gestacional (DMG);
existindo ainda a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida, as quais
sdo consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de DM e doengas
cardiovasculares (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009).

Os tipos de DM mais comuns s&éo o0 DMT1 e o DMT2, sendo ambos, doencas
cronicas graves decorrentes de alteragdes no funcionamento de células beta do pancreas
com subsequentes alteracbes do metabolismo de carboidratos e lipidios
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009). O DMT1 decorre primariamente da
destruicdo das células betas resultando, quase sempre, em cetoacidose com grandes
flutuagBes da glicemia, acomete geralmente individuos magros e apresenta expressiva
deterioracdo clinica quando o tratamento com insulina ndo é iniciado precocemente
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006). Esse tipo de DM ocorre em cerca
de 5% a 10% dos diabéticos e inclui casos decorrentes de doenca autoimune e aqueles

nos quais a causa da destruicdo das celulas beta ndo é conhecida (SOCIEDADE
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BRASILEIRA DE DIABETES, 2006). A forma rapidamente progressiva € comumente
observada em criancas e adolescentes entre 10 a 14 anos, e a forma lentamente
progressiva geralmente aparece em adultos (Latent Autoimmune Diabetes in Adults —
LADA), sendo esta ultima erroneamente classificada como DMT2 pelo seu
aparecimento tardio (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).

O DMT2 resulta, em geral, de graus variaveis de resisténcia a insulina e de
deficiéncia relativa de secrecdo de insulina, em que a resposta da célula ao estimulo da
glicose é subdtimo, ndo ocorrendo a primeira etapa de secre¢do da insulina apds
estimulacéo pela glicose (BAYNES; DOMINICZAK, 2000). O tratamento do DMT?2
visa manter o controle glicémico adequado, seja com dieta hipocaldrica, préatica de
exercicios fisicos ou uso de medica¢es como sensibilizadores da agdo de insulina, anti-
hiperglicemiantes, secretagogos, drogas anti-obesidade e/ou insulina, as quais podem
ser utilizadas isoladamente ou em associa¢des (ARAUJO et al., 2000).

A hiperglicemia é a principal caracteristica do DM. Em condic0es fisioldgicas a
regulagdo da glicemia é mantida através de um delicado balanco entre a secre¢éo de
insulina e a sensibilidade a insulina. Assim, um sinal inicial de intolerancia a glicose
e/ou uma diminuicdo na sensibilidade da insulina nos tecidos periféricos resulta no
aumento compensatorio da secrecdo da insulina para a manutencdo da normoglicemia
(TFAYLI; ARSLANIAN, 2009). Por outro lado, em alguns individuos, a relagdo
hiperbdlica que governa esse balango esta prejudicada e tem reflexos diretos nas células
beta pancredticas, as quais ndo respondem as elevadas concentracdes de insulina com
uma diminuicdo da secrecdo desse horménio, aumentando assim a resisténcia insulinica
(TFAYLI; ARSLANIAN, 2009).

2.2.1 Vitamina D e diabetes mellitus

Os mecanismos envolvidos na patogenia do DM podem ser precipitados pela
presenca de certos fatores como a predisposicdo genética, a obesidade, o sedentarismo,
a elevacdo de &cidos graxos livres e citocinas pro-inflamatorias, que interferem na
reserva funcional das células B, ¢ a sensibilidade tecidual a insulina, em proporcdes
diferentes. Estudos tém atribuido um papel da vitamina D na regulacdo funcional do
pancreas enddcrino, particularmente nas células beta (TAKIISHI et al., 2010).

A identificacdo de receptores da 1,25 OHD, e da expressdo da 1-o hidroxilase

nas células beta pancredticas, sugerem a associagdo da vitamina D na patogénese do
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diabetes (BLAND, 2004). Tem se demonstrado, em modelos animais, que a secrecéo de
insulina pancreética € inibida pela deficiéncia de vitamina D, e em seres humanos, a
deficiéncia de vitamina D foi relacionada com intolerancia a glicose e DMT2 (CHIU et
al., 2004). Baixos niveis de vitamina D podem levar a uma deficiéncia na secrecdo de
insulina induzindo intoleréncia & glicose. Por outro lado, alguns autores sugerem que a
reposicao ou suplementacdo com vitamina D pode reverter esse quadro, havendo relatos
de que a reposicdo das reservas de vitamina D em pacientes com deficiéncia dessa
molécula melhora a intolerancia a glicose (GRI1Z, 2013).

A relacdo da vitamina D com o funcionamento das células beta se d& de varias
formas. A vitamina D em sua forma ativa (1,250H2D), penetra nas células beta
pancreéticas e interage com o complexo receptor da vitamina D — receptor do &cido
retindico (VDR-RXR), o qual se liga aos elementos responsivos da vitamina D
(VDRE), encontrado nos genes promotores da insulina humana, com a finalidade
aumentar a ativacdo da transcri¢do do gene da insulina e aumentar a sintese insulinica.
De outra forma, a ativacdo da vitamina D pode ocorrer dentro da célula beta atraves da
1-o hidroxilase, a qual é expressa nesta célula. Além disso, indiretamente, a vitamina D
pode agir devido a sua regulacdo na concentracdo extracelular e do influxo de célcio
através da célula beta, uma vez que a secre¢do de insulina é um processo dependente
deste mineral (SERGEEV et al., 1995) e, na regulagdo da sintese de calbidina, uma
proteina ligadora de célcio que modula a liberagdo de insulina estimulada pela
despolarizacéo via regulacéo do calcio intracelular (SOQY et al., 1999).

A vitamina D pode aumentar também a sensibilidade da insulina por estimular a
expressdo génica dos receptores deste hormdnio (INS-R) nos tecidos periféricos alvos e,
indiretamente, através do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Acredita-se que a
angiotensina Il contribui para o aumento da resisténcia insulinica por inibir a acdo da
insulina no tecido vascular e musculo esquelético, levando a uma diminuicdo da
captagdo de glicose (SOWERS, 2004). A vitamina D, portanto, parece ter uma
regulagdo  enddcrina  negativa no  sistema  renina-angiotensina-aldosterona,
proporcionando outro mecanismo, ligando a vitamina D a uma diminui¢do do risco de
DMT2 (WEI et al., 2008)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar a influéncia da suplementacdo com vitamina D no metabolismo de

ratos diabéticos.
3.2 Objetivo especifico
- Avaliar o efeito da suplementagdo com vitamina D nos parametros bioquimicos

relacionados ao diabetes mellitus, tais como, glicemia, perfil lipidico (triglicerideos,

colesterol total e HDL-colesterol), albumina, proteinas totais, célcio e insulina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados
segundo as normas preconizadas no “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (Institute of Laboratory Animals Resoruces, National Academy of Science,
Washington, D.C., 1996), pelos principios éticos estabelecidos pela Experimentacdo
Animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA e
pela legislagdo nacional para vivissecgdo animal em vigor (Lei 11.794, de 08.10.2008 e
Lei 9.605, de 12.02.98).

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal- CEUA da Universidade Federal do estado do Rio de janeiro — UNIRIO
(parecer de nimero 001/ 2014 — ANEXO 1).

4.2 Desenho experimental

O experimento foi realizado no Biotério do Instituto Biomédico da UNIRIO.
Foram utilizados 32 Rattus norvegicus da linhagem Waistar, machos, recém-
desmamados (21 dias de idade — Figura 3) provenientes do Centro de Criagdo de
animais de laboratério (CECAL) / Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Durante o
experimento os animais foram mantidos em caixas plasticas de polipropileno (5 animais
por caixa- Figura 4), em sala climatizada com temperatura de 24+1°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas. O peso corporal e o consumo de racdo foram monitorados
duas vezes por semana, a agua e a racdo padrdo para ratos (marca Purina) foram
oferecidas ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (Quadro 1) (n=8): C =
Controle ndo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 =
Diabéticos + dieta padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da
recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos + dieta padrdo + suplementacdo com
vitamina D (100% acima da recomendagdo diéria) (DS100). Apds periodo de
aclimatacdo dos animais (3 dias), o diabetes experimental foi induzido por uso de
estreptozotocina, sendo administrada vitamina D por gavagem aos animais pertencentes
aos grupos que receberam suplementacdo. O experimento teve duragdo de 20 dias. Ao

término do periodo experimental a eutanasia foi realizada por pungdo cardiaca,
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realizando-se a coleta de amostras de sangue venoso em tubos de polipropileno para as

dosagens bioquimicas. O desenho experimental esta na Figura 3.

GRUPO TRATAMENTO

Controle (n=8) C Animais ndo diabéticos alimentados com
racdo padréo

Diabéticos controle (n=8) DC Animais diabéticos alimentados com ragdo
padrdo

Diabéticos + suplementacédo DS50 | Animais diabéticos suplementados com

de vitamina D (n=8) dosagem diéria de 10 microlitros de vitamina
D (50% acima da recomendac&o diaria).

Diabéticos + suplementacdo | DS100 | Animais diabéticos suplementados com

de vitamina D (n=8)

dosagem diéria de 13 microlitros de vitamina

D (100% acima da recomendacéo diéria).

Tabela 1. Distribuicéo e descri¢do dos grupos experimentais do estudo.
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Dias

32 ratos machos com 21
dias de idade

Periodo de adaptacéo
de 3 dias no biotério da

UNIRIO
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
C DC DS50 DS100

Inducéo do diabetes

28

Verificacdo da Glicemia

Suplementacéo da vit. D

Puncao cardiaca

(coleta do sangue e do
tecido muscular)

Analises bioquimicas

Figura 3: Desenho experimental do estudo.
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4.3 Protocolo de inducéo do diabetes experimental

Apos periodo de adaptacdo dos animais no biotério (3 dias), a indu¢do do DM
foi realizada por meio da administragdo intraperitoneal, em dose Unica , da droga
estreptozotocina (STZ), na dosagem de 60 mg/Kg de peso do animal ( Streptozotocin —
marca Sigma Life Science, USA, Lote SLBH0076V, Cddigo: 1001651091), dissolvida
em tampé&o citrato 10 mM e pH 4,5 (LERCO et al., 2003; MACHADO et al., 2000).
Apos jejum alimentar de 12 horas com acesso livre & agua, procedeu-se a administracdo
da droga. Dada a similaridade entre as moléculas de glicose e STZ e a sua competigao
pelo transportador de glicose tipo 2 (GLUT2), esperou-se 30 minutos apds a indugao
para que os animais tivessem livre acesso a racéo, de forma a evitar a internalizacdo da
glicose ao invés da droga diabetogénica (SZKULDESKI, 2001). No quinto dia apds
indugéo, a confirmagdo do DM foi realizada por meio da determinagdo da glicemia de
jejum utilizando tiras reagentes accue chek (Contour TS, sistema para monitoramento
de glicose sanguinea, Bayer HealthCare LLC, EUA, Lote: DW4DM3E52B, Validade
04/2016, Registro na ANVISA do Medidor:80384380012; Lancetador: 80384380013;
Lancetas: 8038480010; Tiras de teste: 80384380008). Foram considerados diabéticos
somente animais que apresentaram glicemia maior ou igual a 250 mg/dL (LERCO et al,
2003). E, ao longo do periodo experimental, a cada 7 dias novas avaliagbes da glicemia
foram realizadas para acompanhamento da glicemia.. Os animais do grupo controle ndo
diabéticos(C) foram submetidos ao mesmo procedimento de inducdo, porém, foi

administrada somente solugéo salina (soro fisioldgico).

4.4 Suplementacéo de vitamina D

A vitamina D utilizada na suplementacgdo foi do tipo colecalciferol — vitamina D3
(Addera D3 Gotas - Sanofi Aventis - Registro no Ministério da Salde:
1.7817.0028.001-0). A administracéo da vitamina D ou solucéo fisioldgica foi realizada
durante os 20 dias de experimento, com o auxilio de uma pipeta apropriada, que
garantiu a ingestdo. Para o grupo experimental DS50 a vitamina D foi administrada em
volume de 10 microlitros (ou seja, 50% acima da recomendacédo diaria da vitamina por
kg/peso), e para o grupo DS100 em volume de 13 microlitros (100% acima da
recomendacdo diéria da vitamina por kg/peso). Os grupos controle (C) e diabético
controle (DC) receberam solucdo fisiol6gica na mesma proporgdo utilizada para 0s

grupos que ingeriram a vitamina D (10 microlitros).
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4.5 Eutanésia e obtencéo do soro

Apos jejum de 12 horas, os animais foram sacrificados por puncdo cardiaca, com
uso de anestesia intravenosa (Tiopental sddico — Thiopentax — Cristélia — Registro no
Ministério da Saude: 1. 0298.0094, Lote: 13118164, Validade: 11/2015), em seguida foi
retirado o sangue total do coragdo e coletado em tubos apropriados. Imediatamente ap6s
a coleta o sangue foi centrifugado a 3000 RPM, o soro retirado e armazenado a

temperatura de -20°C para as posteriores analises.

4.6 Andlises bioquimicas

Todas as andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas
do Departamento de Bioquimica, Localizado no Instituto Biomédico da Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO.

46.1 Glicemia

Coletou-se sangue da cauda dos animais para a andlise de glicemia com uso de
glicosimetro portatil (sistema de monitoramento de glicose sanguinea), conforme
instrucOes descritas no equipamento, (Contour TS, Bayer HealthCare LLC, EUA) para
a confirmacdo do diabetes (t=8), semanalmente durante o experimento e no dia do
sacrificio (t=28) . Nesta dosagem o sangue foi coletado ap6s jejum de 12 horas.

A dosagem de glicose de jejum foi avaliada no soro dos animais, em duplicata,
por método enzimatico colorimétrico através de Kits Labtest LTDA, conforme as
instrucBes descritas pelo fabricante (Ref.:133, Registro no Ministério da Saude:
10009010236, Labtest Diagnostica S.A., Minas Gerais, Brasil). O procedimento foi
realizado em sistema automatico, através de equipamento analisador automético capaz
de medir com exatiddo a absorbancia entre 490 e 520 nm. (Autoanalisador Chem
Well®, Katal, Interteck, Sdo Paulo, Brasil).

A média da variacdo intra-ensaio da glicose no kit utilizado é de 0,98%%, e

inter-ensaio de 1,89%.

4.6.2 Perfil lipidico

O perfil lipidico foi avaliado em duplicata, por meio da determinagdo dos
triglicerideos, colesterol total e HDL no soro dos animais. As dosagens foram realizadas
através de Kits Labtest, por método enzimético colorimétrico conforme as instrugdes

descritas pelo fabricante (Respectivamente, Ref.: 087, Registro no Ministério da Salde:
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10009010070; Ref.: 076, Registro no Ministério da Salde: 10009010068; Ref.: 128,
Registro no Ministério da Sadde: 10009010231, Labtest Diagnoéstica S.A., Minas
Gerais, Brasil). Os procedimentos foram realizados em sistema automatico, através de
equipamento analisador automatico capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre
490 e 520 nm. (Autoanalisador Chem Well®, Katal, Interteck, S&o Paulo, Brasil).

A média da variacdo biolégica dos kits utilizados foram as seguintes:
Triglicerideos — intra-ensaio: 1,31%, inter-ensaio: 1,81%; Colesterol Total — intra-

ensaio: 1,3%, inter-ensaio: 2,23%; HDL - intra-ensaio: 0,9%, inter-ensaio: 2,36%.

4.6.3 Insulinae 25(OH)Ds

As analises de insulina e 25- Hidroxivitamina D3 foram realizadas em duplicata
no soro dos animais, por meio de Kits de imunoensaio ligado a enzima (ELISA),
conforme instrucdes descritas pelo fabricante. Dados dos kits: Insulina para Ratos Kit
ELISA - Cddigo do produto: EZRMI-13K, Lote: 2517655, fabricante Merck Millipore
Corporation, Darmstadt, Alemanha, distribuido no Brasil por Genese produtos
diagnosticos LTDA, Séo Paulo ; Vitamina D3 - Cddigo do produto: CEA915GE, Lote:
L140927827, fabricante USCN Life Science, distribuido no Brasil por Genese produtos
diagndsticos LTDA, Séo Paulo. As duas analises realizadas através de equipamento
Autoanalisador (Chem Well®, Katal, Interteck, Sdo Paulo, Brasil).

A média da variagdo bioldgica dos kits utilizados foram as seguintes: Insulina
para ratos — intra-ensaio: 4,64%, inter-ensaio: 11,95%; 25- Hidroxivitamina D3 - intra-

ensaio: <10%, inter-ensaio: <12%, exatidao de 83 a 102%.

4.6.4 Proteinas totais, Albumina e célcio

As analises de Proteinas totais, albumina e calcio foram realizadas em duplicada,
no soro dos animais, por meio de Kits Labtest seguindo as instrugdes descritas pelo
fabricante (respectivamente, Ref.: 99, Registro no Ministério da Salde: 10009010080;
Ref.: 19, Registro no Ministério da Sadde: 10009010025; Ref.: 90, Registro no
Ministério da Saude: 10009010067, Labtest Diagnostica S.A., Minas Gerais, Brasil).

Os procedimentos foram realizados em sistema automatico, através de
equipamento analisador automatico capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre
490 e 520 nm. (Autoanalisador Chem Well®, Katal, Interteck, S&o Paulo, Brasil).
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A variacdo bioldgica média dos kits foram as seguintes: Proteinas totais - intra-
ensaio: 0,62%, inter-ensaio: 0,96%; Albumina - intra-ensaio: 1,05%, inter-ensaio:

1,65%; Caélcio — intra-ensaio: 0,77%, inter-ensaio: 1,07%.

4.7 Tratamento estatistico

Os dados foram representados como média e erro padrdo da média (EPM). Os
resultados submetidos a analise de variancia ANOVA, sendo utilizado o teste de Tukey
para o confronto das médias. O software utilizado sera o GraphPad 4.7 Composicéo
corporal 5.0 ® (for Windows), considerando p<0,05 como probabilidade minima

aceitavel para diferencga entre as médias.

4.8 Biosseguranga

Durante a execucdo da metodologia proposta os pesquisadores envolvidos
usaram luvas de procedimentos cirirgicos e jalecos para sua protecdo individual.
Quando necessario usou-se ainda mascaras, e éculos de protecao.

As carcagas dos animais foram congeladas, e o descarte, tanto destes residuos
bioldgicos, como dos materiais perfuro-cortantes (seringas, agulhas e outros) foi
realizados conforme procedimento padrédo exigido pelo CEUA- UNIRIO. O material
coletado por empresa de descarte especializada (2MC Transportes de residuos, CNPJ:
07.941.147/0001-25 — Comprovante da coleta/ ANEXO 2).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso Corporal

O peso corporal (g) dos ratos dos grupos experimentais no inicio e final do
experimento esta ilustrado nas Figuras 4 e 5, respectivamente. Neste pardmetro, ndo
houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais nos tempos analisados (peso
inicial: p=0,4842; peso final: p=0,4337). No entanto, como ja era esperado, foi
observada menor evolugéo no ganho de peso corporal dos animais diabéticos em relagéo
ao grupo controle, porém, sem diferenca estatistica (p>0,05). Os valores de média e
erro padrdo da média (EPM) para os grupos no inicio e final do experimento estdo
descritos abaixo:
- Inicio do experimento: C = 138,91+5,73; DC = 147,26+2,76; DS50 = 139,61+3,37,;
DS100 = 140,22+4,43.
- Final do experimento: C = 269,64+8,83; DC= 260,1346,82; DS50= 242,73£13,40;
DS100=261,04+13,02.
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Figura 4. Peso corporal (g) dos ratos por grupo no inicio do experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.
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Figura 5. Peso corporal (g) dos ratos por grupo no final do experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.

5.2 Consumo alimentar

O consumo alimentar médio dos animais (g/24 h) est4 resumido na Figura 6. A
media da ingestdo alimentar diria dos animais do grupo C foi menor que a dos ratos
diabéticos (DC, DS50 e DS100) (p=0,0001). Dentre os animais diabéticos, os animais
do grupo DS50 consumiram a mesma quantidade de ragéo por dia quando comparados
aos grupos DC e DS100; ja os animais do grupo DS100 consumiram menos racdo que
0s animais do grupo DC (p=0,0001). Os valores de média e erro padrdo da media
(EPM) do consumo alimentar dos grupos foram os seguintes: C = 20,02+1,17; DC =
30,56+1,57; DS50 = 27,57+0,81; DS100 = 20,59+0,38.
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Figura 6. Consumo alimentar diario (g/24h) dos ratos por grupo no final do
experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais.

5.3 Andlises bioguimicas

5.3.1 Glicemia

A Figura 7 mostra os valores de glicemia de jejum nos grupos estudados. O
grupo controle apresentou uma glicemia de jejum significativamente menor (P<005)
que os demais grupos experimentais, como jé era esperado, 0 que mostra que a indugao
por STZ foi eficaz. A andlise dos dados relativos a glicemia apresentados na figura 5
demonstram que o grupo experimental ndo diabético apresentou valor médio de
glicemia de jejum dentro da faixa de normalidade. J& nos grupos diabéticos observou-se
aumento significativo da mesma a niveis considerados patoldgicos. A suplementagdo de
vitamina D alterou a glicemia dos animais tratados em comparagdo com 0 grupo
diabético controle (DC), de forma inversamente proporcional, ou seja, observou-se que
quanto maior foi a dosagem de suplementagdo de vitamina D, menor foi o valor da
glicemia de jejum, porém, esse resultado ndo foi estatisticamente significativo.
Adicionalmente, a administragdo de vitamina D no grupo que recebeu maior dosagem
desta molécula (DS100), apresentou niveis de glicemia igual, estatisticamente, ao

apresentado no grupo controle. Os valores de média e erro padrdo da média (EPM) da
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glicemia de jejum dos grupos foram os seguintes: C = 113,35+6,71; DC = 410+42,24;
DS50 = 346,71 +66,00; DS100 = 240,53+56,57.
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Figura 7. Niveis séricos de glicose de jejum dos ratos por grupo no final do
experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais.

5.3.2 Perfil lipidico: Colesterol Total, HDL-colesterol e Triglicerideos

Nas Figuras 8, 9 e 10 é possivel observar os resultados do perfil lipidico entre os
grupos estudados. Os niveis séricos de colesterol total ndo apresentaram diferenca
estatistica entre nenhum dos grupos estudados (p=0.8228) (Figura 8). Os valores de
media, desvio padrdo (DP) e Erro Padrdo da média (EPM) do colesterol dos grupos
foram os seguintes: C= 34,50+6,48; EPM=2,29/ DC= 36,38+8,20; EPM=2,90/ DS50=
33,86+4,74; EPM= 1,79/ DS100=34,57+6,58; EPM = 2,49.
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Figura 8. Niveis séricos de colesterol total dos ratos por grupo no final do experimento.
C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementagdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.

A Figura 9 mostra os valores médios de HDL-colesterol encontrados. Apesar de
ndo haver diferenga estatistica (p=0,1832) entre 0s grupos experimentais, é possivel
observar uma tendéncia & diminuigdo deste pardmetro no grupo DC, o que demostra
piora no perfil lipidico, situacdo caracteristica da patogénese do diabetes. Observa-se
ainda, que nos grupos DS50 e DS100 esses valores aumentam, mesmo que nao
estatisticamente, o que demonstra uma tendéncia a melhora do metabolismo lipidico nos
grupos suplementados com a vitamina D quando comparados ao grupo diabético que
ndo recebeu a vitamina. Destaca-se, que 0 aumento da dose da vitamina ndo aumentou
os niveis de HDL-colesterol quando comparados ao grupo que recebeu menor dosagem
Os valores de média e erro padrdo da média (EPM) do HDL-c dos grupos foram os
seguintes: C = 18,85+3,11; DC = 11,11+1,52; DS50 = 17,43+2,38; DS100 =
15,24+2,69.
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Figura 9. Niveis séricos de HDL-colesterol dos ratos por grupo no final do

experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.

A Figura 10 expressa graficamente os valores séricos de triglicerideos
encontrados nos grupos experimentais. Apesar de ndo haver diferenca estatistica
(p=0,4181) entre os grupos, houve aumento no valor dos triglicerideos no grupo DC em
relacdo ao C, situagdo caracteristica da patogénese do diabetes, confirmando as
alterac6es no perfil lipidico causados pela doenga. Embora também ndo significativa do
ponto de vista estatistico, a suplementacdo de vitamina D sugeriu uma reducdo nos
niveis de triglicerideos nos animais dos grupos DS50 e DS100 quando comparados com
0s animais do grupo DC. O aumento da dose da vitamina ndo diminuiu os niveis de
triglicerideos em relacéo ao grupo que recebeu menor dosagem, ou seja, 0 aumento da
dose de suplementagdo néo foi proporcional a melhora do quadro lipidico. Os valores de
media e erro padrdo da média (EPM) dos triglicerideos dos grupos foram os seguintes:
C =90,73+18,67; DC = 107,51+12,74; DS50 = 73,57+14,58; DS100 = 83,90+6,78.
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Figura 10. Niveis séricos de triglicerideos dos ratos por grupo no final do experimento.
C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.

5.3.3 Vitamina D (250HD3)

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos

experimentais (p=0,1798) em relacdo aos niveis séricos de 250HD; (C = 101,99+19,42;
DC =106,2115,24; DS50 = 66,64+8,72; DS100 = 101,06+15,45).
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Figura 11. Niveis séricos de 250HD3 dos ratos por grupo no final do experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que nédo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.
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5.3.4 Insulina

A Figura 12 expressa os valores de insulina encontrados nos diferentes grupos.
O grupo controle apresentou uma concentragdo de insulina significativamente maior
(p=0,0096) que o grupo DC, como ja era esperado, o que mostra que a indugéo por STZ
foi eficaz, confirmando seu efeito diabetogénico através da diminuicdo da produgdo de
insulina e, consequentemente diminuicdo da concentragdo sanguinea deste hormdnio.
Além disso, os animais do grupo DS50 apresentaram uma tendéncia ao aumento na
concentracdo de insulina, sendo estatisticamente iguais aos animais tanto do grupo DC
como do grupo C, sugerindo que a vitamina induziu um aumento na secrecdo de
insulina (p>0,05). Os valores de média e erro padrdo da meédia (EPM) dos grupos foram
0s seguintes: C =0,81+0,15; DC = 0,35+0,04; DS50 = 0,42+0,14; DS100 = 0,33+0,04.

1.5+
-
£ 10-
>
=
©
£ ab
a 0.5+ I b
£

0.0- T

Q% Q%\/

Figura 12. Niveis sericos de insulina dos ratos por grupo no final do experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais.

5.3.5 Proteinas totais

Em relacdo as proteinas totais ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os
grupos (Figura 13), sugerindo que a suplementacdo ndo teve influéncia neste fator
bioquimico em animais diabéticos. No entanto, houve uma tendéncia, embora nao
significativa do ponto de vista estatistico, a0 aumento das proteinas totais nos grupos

suplementados com vitamina D, de modo que quanto maior a dosagem desta vitamina,
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maior a concentragdo de proteinas totais. Os valores de média e erro padrdo da média
(EPM) das proteinas totais dos grupos foram os seguintes: C = 5,46+0,17; DC =
4,85+0,09; DS50 = 5,17+0,27; DS100 = 5,63+0,27.
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Figura 13. Niveis séricos de proteinas totais dos ratos por grupo no final do

experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.

5.3.6 Albumina

A Figura 14 mostra que houve diferenca estatistica (p=0,0235) na concentracéo
de albumina sérica entre os grupos estudados. Os valores de albumina diminuiram
significativamente no grupo DC quando comparados ao grupo C. A albumina dosada
apresentou-se maior nos grupos suplementados quando comparados ao grupo DC, e
estes valores, foram proporcionais ao aumento da dose de suplementagéo, de forma que
0 grupo DS100 e DS50 obtiveram valores semelhantes estatisticamente ao grupo C. Os
valores de média e erro padrdo da média (EPM) da albumina dos grupos foram os
seguintes: C = 3,1940,08; DC = 2,84+0,03; DS50 = 3,04+0,12; DS100 = 3,10+0,08.
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Figura 14. Niveis séricos de albumina dos ratos por grupo no final do experimento.

C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
diferentes indicam que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais.

5.3.7 Célcio

A Figura 15 mostra que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos

estudados nos valores médios de célcio. Os valores de média, desvio padréo (DP) e Erro

Padrdo da média (EPM) do Calcio dos grupos foram os seguintes: C= 13,50+2,42;

EPM=0,86; DC= 13,46+1,62, EPM=0,57/ DS50=

DS100=14,70+3,06; EPM = 1,16.
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Figura 15. Niveis séricos de célcio dos ratos por grupo no final do experimento.
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C = Controle nédo diabético + dieta padrdo; DC = Diabéticos + dieta padrdo; DS50 = Diabéticos + dieta
padrdo + suplementacdo com vitamina D (50% acima da recomendacdo diaria); DS100 = Diabéticos +
dieta padrdo + suplementagdo com vitamina D (100% acima da recomendacdo diaria). Colunas com letras
iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos experimentais.
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6 DISCUSSAO

Por apresentarem semelhancas clinicas e laboratoriais com o diabetes mellitus
em seres humano, estudos que utilizam modelos de diabetes experimental em ratos vém
sendo bastante utilizados na reproducéo da sintomatologia desta doenca (SPADELLA,
1989; SCHELLINI, 1992, LERCO et al., 2003).

Considera-se a hiperglicemia induzida por estreptozotocina (STZ) em roedores
um bom modelo de triagem inicial, utilizado amplamente e extremamente Util na
reproducdo do quadro metabdlico do diabetes. A STZ, N-[methylnitrocarbamoyl]-D-
glucosamine, é isolada de Streptomyces achromogenes e apresenta atividade antibiotica
e antineoplésica, além de ser um potente agente metilador de &cido desoxirribonucléico
(DNA), que age como doador de 6xido nitrico nas células beta pancreéticas, as quais
s80 mais sensiveis aos danos causados pelo 6xido nitrico (LUKIC et al., 1998; REES,
2005).

Segundo Schnedl et al. (1994), a toxicidade dirigida para as células beta deve-se a
similaridade entre a molécula de STZ e a molécula de glicose, o que faz com que a STZ
seja internalizada via GLUT2 presentes em hepatocitos, células epiteliais intestinais e
renais, e astrocitos de alguns nlcleos cerebrais. Por outro lado, o tratamento com
insulina diminui a expressao de GLUT2 e previne a agéo diabetogénica da STZ.

O mecanismo de acdo da STZ j& é bem descrito na literatura. O quadro de DM ¢é
determinado pela destruicdo irreversivel das células beta pancreéticas, resultando em
diminuicdo da secregdo de insulina e causando perda de peso, visto que sua
concentracdo sérica é proporcional a adiposidade (SCHNEDL et al.,1994). Trabalhos
tém demonstrado que a utilizagdo de doses entre 40mg/kg e 60mg/Kg, via endovenosa,
para indugdo de DM nos animais é suficiente para gerar quadro de deficiéncia de
insulina e alteragdes metabdlicas comuns desta patologia (YAMAZAKI et al., 2005).

Neste estudo, a confirmagdo do diabetes mediante presenca de hiperglicemia, foi
realizada no quinto dia ap6s indugdo, considerando como ponto de corte glicemia
capilar de jejum superior a 250 mg/dL, de acordo com Lerco et al. (2003). A
hiperglicemia cronica, caracteristica encontrada nos diferentes grupos diabéticos deste
estudo, foi resultado de um processo patogénico severo em decorréncia da deficiéncia
na producdo da insulina, o que provocou anormalidades no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009).

Em relacdo ao peso corporal dos animais que participaram deste estudo, foi

observada menor evolugdo no ganho de peso dos animais diabéticos, o que ratifica 0s
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achados encontrados por outros autores que trabalharam com diabetes experimental
(OLIVEIRA; ARAUJO, 1986; LERCO et al, 2003), os quais afirmam que quanto maior
o0 tempo de instalagdo do DM maior é a debilidade e, consequentemente, o decaimento
no ganho de peso corporal.

A avaliacdo da evolugdo ponderal nos animais controle normais evidenciou
ganho médio de peso corporal de 111,42g entre o inicio e o término do periodo
experimental, 18% a mais que no grupo diabético sem suplementacéo, onde esse ganho
foi de 90,67g. Além disso, os animais ndo diabéticos apresentaram consumo alimentar,
ingestdo hidrica e diurese compativel com animais sadios, segundo pardmetros descritos
por alguns autores para ratos machos, adultos e faixa de peso corporal semelhantes
(CARVALHO et al., 2009).

Os roedores dos diferentes grupos diabéticos deste experimento, inclusive os que
receberam suplementacdo, apresentaram, visivelmente, sintomas caracteristicos de DM
descompensado, tais como polidria, polidipsia e polifagia, condizentes com sintomas
encontrados em outros estudos que utilizaram o modelo de diabetes induzido por
agentes quimicos em ratos (CARVALHO et al., 2003; SPADELLA et al., 2005). Tais
sintomas sdo amplamente conhecidos no DM e relacionados ao estado de hiperglicemia,
o principal fator responsavel pelo desenvolvimento da polidria, polifagia e polidipsia. A
polidria instala-se quando a quantidade de glicose filtrada pelos rins ultrapassa a
capacidade de reabsorcéo das células tubulares e a glicose aparece na urina. Pelo efeito
osmotico da glicose presente no fluido tubular ocorre diurese osmética (HEDGE et al.,
1987). A associagdo entre a perda de agua e eletrdlitos e a auséncia de ingestéo hidrica
adequada pode gerar desidratacdo e, por conseguinte, insuficiéncia circulatoria
periférica (PITANGA, 2004).

De acordo com Lerco et al (2003), a polidipsia presente nos animais diabéticos
ocorre devido & hiperosmolaridade sangliinea, em consequéncia de altos niveis de
glicose circulante, que faz a agua passar do meio intracelular para o extracelular a fim
de manter o equilibrio osmético; e a desidratacdo intracelular é percebida pelos
osmorreceptores cerebrais, gerando sede intensa.

Geralmente, um rato adulto sadio, com cerca de 300g, consome
aproximadamente cinco gramas de racdo e 10 mL de &gua para cada 100g de peso
corpéreo por dia, sendo tal consumo influenciado pelo estado de salde, vida sexual do

animal, temperatura e umidade do ambiente e hora do dia, uma vez que 0s ratos
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N

possuem habitos noturnos e alimentam-se quase sempre & noite (HARKENESS;
WAGNER, 1993).

Segundo o que foi observado no dia a dia do laboratorio, é relevante destacar
que o tratamento com vitamina D promoveu uma reducdo na ingestdo hidrica e diurese
dos animais destes grupos, em relacdo ao grupo controle diabético que ndo recebeu a
vitamina, talvez isso tenha ocorrido pelos menores niveis de glicemia observados nos
grupos suplementados quando comparados com o grupo controle diabético, diminuindo
por consequéncia a sede e polilria nestes animais.

Né&o foram observadas alteragdes significativas no consumo alimentar entre os
diferentes grupos de animais diabéticos, contudo todos os grupos diabéticos tiveram o
consumo alimentar elevado quando comparado com o controle normal. A auséncia de
insulina para promover a captacdo de glicose pelas células dependentes de sua acéo
contribuiu para a manutencdo de niveis elevados de glicemia e de estado de catabolismo
aumentado, o0 que resultou na manutencdo de polifagia, sintoma do DM
descompensado. Embora ndo estatisticamente, 0s grupos que receberam vitamina D
apresentaram consumo menor de racdo, o que se deve, provavelmente, também a
diminuicdo da glicemia nestes grupos, corroborando com o fato de que quanto menores
os niveis de glicemia, menos severa serd a polifagia no DM (LERCO et al., 2003).

Ao final do periodo experimental, como ja esperado, a glicemia dos animais
diabéticos foi superior a dos animais néo diabéticos (p=0,0004), visto que a principal
caracteristica do DM ¢ a hiperglicemia decorrente da falha na producéo ou no efeito da
insulina, o que foi provocado e confirmado pela acdo da STZ nos grupos diabéticos
deste estudo. Nos grupos que receberam a vitamina D ouve uma tendéncia relevante a
reducdo da glicemia, destacando-se o fato de que no grupo DS100, ou seja, 0 que
recebeu maior dosagem da vitamina D, os niveis glicémicos se igualaram
estatisticamente ao grupo ndo diabético, achado importante e que pode ser um
indicativo da acgéo da vitamina D como “agente hipoglicemiante”, sendo esta vitamina
uma alternativa a ser considerada no manejo terapéutico do diabetes. Os resultados aqui
encontrados corroboram com uma metanalise que incluiu oito estudos com o objetivo
de avaliar o efeito da vitamina D na glicemia. A duragéo variava de sete meses a dois
anos, e as doses de vitamina D de 400 a 5714 Ul/ dia.

Em cinco ensaios em que a glicemia era normal na linha de base, ndo se notou
efeito sobre a glicemia ou a incidéncia de diabetes. J& a andlise no subgrupo cuja

glicemia basal era alterada a suplementacdo de vitamina D (700 Ul/dia) melhorou o
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controle posterior da glicemia, mostrando uma diminui¢do na tendéncia a piora da
glicemia que costuma ocorrer nesses grupos (PITTAS, 2010). Borissova e cols.
observaram que o aumento na 25(OH)D sérica de 10 para 30 ng/mL pode melhorar a
sensibilidade & insulina em 60%, diminuindo consequentemente os niveis de glicose
sanguinea.

Uma meta-analise (ZIPITIS, 2008) que incluiu 5 estudos observacionais, que
relacionaram a suplementagdo com vitamina D na infancia com o risco de
desenvolvimento de DM1, sugere que este risco é reduzido significativamente quando
as criangas recebem suplementacéo. Os resultados destes estudos caso-controle indicam
uma reducéo do risco de até 29%.

As dislipidemias sdo complicages tipicas encontradas no DM quimicamente
induzido, representando um sério risco para doengas cardiovasculares (YADAV;
MOORTHY; BAQUER et al., 2005). As anormalidades lipidicas mais comuns no DM
sdo a hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (KHAN et al., 1995; MITRA et al.,
1995). A dislipidemia tipica é caracterizada por hipertrigliceridemia, HDL baixo e LDL
pequena e densa, entretanto, portadores de DMT1 apresentam-na em menor frequéncia
que os portadores de DMT2 (FEITOSA et al., 2009). A hipertrigliceridemia também
estd associada a consequéncias metabolicas de hipercoagulabilidade, hiperinsulinemia,
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose. E sabido que no DM induzido por STZ, o
aumento dos niveis séricos de glicose € acompanhado pela elevacdo do colesterol e
triglicerideos plasmaticos, uma vez que a hiperglicemia ¢ o maior determinante na
alteracdo dos niveis totais de VLDL-c e triglicerideos (LEHTO et al., 1997).

No presente estudo, embora ndo estatisticamente, 0s animais diabéticos
apresentaram tendéncia a aumentos médios de triglicerideos e colesterol total em
relagdo aos animais normais, 0 que poderia representar uma das complicagdes
resultantes do diabetes. A deficiéncia na produgéo de insulina no DM causa alteragfes
no metabolismo lipidico pela auséncia do efeito da insulina em promover a lipogénese e
inibir a lipdlise, ocasionando aumento significativo de triglicerideos plasmaéticos,
provavelmente em decorréncia da elevada sintese de triglicerideos a partir dos acidos
graxos que chegam ao figado, em virtude de maior lipélise no tecido adiposo
(CARVALHEIRA et al., 2002). Como resultado disso, ha elevada sintese de VLDL
hepética acompanhada de menor catabolismo da mesma pela menor atividade da LLP
(JAIN et al., 2007). Considerando que o DM resulta em aumento da lipdlise no tecido

adiposo, com o aumento dos niveis de &cidos graxos sanguineos hd maior produgéo de
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corpos cetdnicos pelo figado, mas os &cidos graxos em excesso captados pelo figado
ndo sdo totalmente oxidados a corpos cetonicos pela cetogénese (FORETZ et al., 1999).
Desta forma, tal excesso de 4&cidos graxos sera direcionado para a sintese de
triglicerideos que serdo transformados em VLDL e, visto que as VLDL em excesso ndo
serdo depuradas pela LLP, haverd a instalagdo de uma hipertrigliceridemia
potencializada pelos baixos niveis de insulina no sangue, uma vez que a LLP tem sua
acdo dependente do nivel de insulina circulante (CONTRERAS et al., 2000).

A andlise dos resultados evidenciou que a suplementacdo com vitamina D
resultou em reducdo nos niveis de triglicerideos e de colesterol total em relagdo ao
grupo diabético controle. O que embora ndo tenha atingido significAncia estatistica
representa melhora do ponto de vista clinico, e do risco cardiovascular. Considerando
que, segundo j4 foi citado, a vitamina D participaria da melhora da resposta a insulina, a
diminuicdo de triglicerideos e do colesterol seria uma resposta em consequéncia a
melhora do quadro do DM.

Ainda sobre o perfil lipidico dos animais, observou-se uma tendéncia a
diminuicdo do HDL no grupo diabético controle em relagdo ao grupo ndo diabético, e
aumento do HDL nos grupos que receberam vitamina D, em relacdo ao diabético
controle. Nos dois casos essa diferenca ndo foi significativa. Concentragdes elevada de
HDL-c é um fator de protecdo para as doencas cardiovasculares entre 0s idosos
estudados. Esse papel do HDL-c, apesar de ainda ndo estar totalmente estabelecido, é
atribuido a sua capacidade de mediacéo do transporte reverso do colesterol (FREITAS
et al., 2009).

Individuos com baixos niveis de vitamina D tém maior incidéncia de
dislipidemia. A anélise de mais de 15 mil adultos no National Health and Nutrional
Examination Survey 11l (NHANES 111) mostrou uma relacéo entre os fatores de risco
cardiovascular e os niveis de 25-hidroxicalciferol e verificou que tais variaveis foram
inversamente associados a hipertrigliceridemia (MARTINS et al., 2007). Outros
estudos, também, apontaram uma associagdo inversa entre 25(OH)D e as concentra¢des
de triglicerideos, HDL-c e colesterol total (BOGH et al., 2010; BOTELLA-
CARRETERO et al., 2007; CIGOLINI et al., 2006; LIU et al., 2009;).

Os mecanismos plausiveis para essas associacdes tém sido relacionado aos
efeitos do calcio, PTH e das estatinas. As estatinas aumentariam as concentracfes de
vitamina D e possivelmente inibiriam a agdo da enzima hidro-metilglutaril coenzima A

redutase (HMG-CoA). Como o colesterol € sintetizado a partir do 7-deidrocolesterol
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pela acdo da enzima HMG-CoA, entéo a inibicdo dessa enzima provocada pela estatina,
eleva a concentracdo de 7-deidrocolesterol, que é convertido a 25(OH)D. A maior
concentragdo desta vitamina poderia elevar a inibicdo enzimatica, agindo de maneira
sinérgica com as estatinas na redugéo do colesterol total (FERRAREZI, 2011). Assim,
os resultados de um estudo realizado em pacientes com infarto agudo do miocérdio
sugerem que as concentracdes séricas de 25 (OH)D acima de 30 nmol/L s8o necessarias
para que a atorvastatina reduza os niveis de colesterol total, triglicerideos e LDL-c
(PEREZ- CASTRILLON, 2010).

Em relacdo aos niveis de vitamina D médios dos diferentes grupos, ndo foi
encontrada diferenca significativa entre os grupos apesar da suplementagcdo com a
mesma.

No tocante aos resultados encontrados em relagdo a insulina, observou-se, como
esperado, diminuicéo significativa da insulina nos grupos diabéticos, o que confirma o
quadro de deficiéncia insulinica do DM e a acéo eficaz da STZ como indutor da doenga
neste estudo. E importante destacar que no grupo DS50, observou-se um aumento da
insulina de forma que alcangou valores iguais estatisticamente ao grupo controle ndo
diabético, o que sugere que a vitamina D tenha influenciado positivamente na secregao
insulinica. Corroborando com este resultado, estudos referentes a suplementacdo com
25(0OH)D sugerem uma melhora na secrecdo de insulina em individuos com DM
(BORISSOVA et al., 2003). Outros pesquisadores confirmam que a suplementacéo de
25(0OH)D em humanos pode aumentar a secre¢do de insulina estimulada em resposta a
carga de glicose oral em pacientes com DMT2 (sem glicemia de jejum alterada) em
adultos saudaveis ndo diabéticos e em individuos com deficiéncia de vitamina D sem
DMT2 estabelecida (CHIU, 2004; ORWOLL et al., 1994). A 25(OH)D pode atuar
nesses mecanismos em virtude da presenca (VDR) nas células-B e de proteinas
ligadoras de célcio dependente de vitamina D (DBP) no tecido pancreético, melhorando
a secrecdo da insulina (ISHIDA, 1998). Adicionalmente, a deficiéncia de 25(OH)D
parece dificultar a capacidade das células-f na conversdo da pré-insulina a insulina,
diminuindo sua producéo, e pode induzir a intolerancia a glicose (AYESHA et al.,
2001; MAESTRO et al., 2000).

Os niveis séricos de proteinas totais constituem-se em uma medida aproximada
da proteina sérica (albuminas e globulinas) que pode revelar o estado nutricional,
presenca de doenca renal, doenca hepatica e muitas outras condi¢fes (KATAOKA et

al., 2006). A albumina é a proteina mais abundante do plasma e dos liquidos
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extracelulares, sendo uma das mais extensamente estudadas, e tem importancia
preponderante na determinacdo da pressdo oncética plasmatica exercendo ainda funcéo
de proteina de transporte (ACUNA; CRUZ, 2004). Adicionalmente, os niveis séricos de
proteinas, particularmente as constitutivas pertencentes a classe das albuminas, tém
demonstrado serem bons indicativos de evolucdo clinica favoravel em pacientes
criticamente enfermos (JESCHKE et al., 2005).

A analise dos resultados aqui encontrados ndo evidenciou diferenca estatistica
em relacdo as proteinas totais nos diferentes grupos, no entanto, a albumina foi
significativamente menor no grupo diabético quando comparado ao controle,
possivelmente estando associada a um possivel processo inflamatorio, visto que a
albumina € um reagente de fase aguda negativa (TAN, 2004). Além disso, esta reducdo
podera estd associada as glicacbes ndo-enzimaticas causadas pelo estado de
hiperglicemia do Diabetes mellitus, diminuindo assim a concentragéo de albumina livre.
A diminuicdo da albumina ndo poderia estar associada a uma provavel
microalbumindria, geralmente causada pela nefropatia diabética, visto que o periodo de
20 dias seria insuficiente para desencadear uma leséo renal (CHRISTENSON, 1996).

Observou-se ainda, que a tratamento com vitamina D foi capaz de elevar os
niveis da albumina sérica nos grupos que receberam a suplementacdo, igualando-se
estatisticamente, aos valores encontrados no grupo controle ndo diabético. Estes
resultados sugerem que a vitamina D seria capaz de diminuir o processo inflamatorio
causado pelo DM. Dentre os fatores que podem contribuir para este estado inflamatdrio
no diabetes estdo o estresse oxidativo, a hiperglicemia, os produtos de glicagéo
avangados (AGEs) e a oxidacdo do LDL (lipoproteina de baixa densidade), a vitamina
D poderia agir de formas direta ou indireta em alguns delas, influenciando na albumina
sérica (TAN, 2004).
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7 CONCLUSAO

A suplementacdo com vitamina D nas proporcdes utilizadas ndo apresentou
alteracdo positiva no perfil lipidico e ndo modificou os sintomas normalmente induzidos
pelo DM, tais como, perda de peso, polifagia, polidipsia e polidria. Por outro lado, a
vitamina D administrada apresentou efeito hipoglicemiante importante e foi capaz de
melhorar o perfil da insulina de forma significativa. Estudos prospectivos e de
intervencdo em humanos que comprovem a efetividade da adequagdo do status da
vitamina D, tanto na prevencdo como no tratamento do DM, ainda sdo escassos. Mais
ainda, a compreensdo dos mecanismos exatos pelos quais a 25(OH)D ou a forma ativa
1,25(0H)2D3 promovem melhor funcionamento das células-B, do sistema renina-
angiotensina e da regulacdo da quantidade de gordura corporal sdo também
incompletos.

Considerando os resultados deste trabalho e que h& importantes lacunas no
conhecimento sobre a acdo dessa vitamina em relacdo & prevencdo e ao tratamento de
doencas endocrinometabdlicas, a investigacdo da adequagdo do status da vitamina D

nessas situagoes deve ser objeto de futuras pesquisas.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL(CEUA) DA UNIRIO
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