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EFUNCAO HEPATICA EM MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES
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VITAMIN D SUPPLEMENTATION, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
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RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementagdo com vitamina
D sobre a atividade antioxidante e a fun¢do hepatica em modelo experimental de diabe-
tes mellitus semelhante ao tipo 2 em humanos. Foi conduzido um ensaio com 35 ratos
machos Wistar para indugao de DM2 por dieta hiperlipidica e normoproteica, seguida
de administracdo de estreptozotocina (30 mg/kg i.p.). Apds confirmacéo do diabetes,
os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 7 animais tratados
durante 28 dias: Controle Normal (CN), Controle Diabético (CD), diabéticos tratados
com metformina (150 mg/kg) e diabéticos suplementados com vitamina D nas doses de
0,25 ug/kg/dia e 0,50 ug/kg/dia. O controle normal recebeu apenas tampao citrato. Os
grupos tratados com vitamina D apresentaram valores de glicemia de jejum significati-
vamente menores em relacdo ao grupo CD. Além disso, os grupos com suplementagio
de vitamina D apresentaram médias significativamente maiores de atividade da enzima
antioxidante Superdxido Dismutase (SOD) e de contetido de Grupos Sulfidrilicos Nao
Proteicos (GSHNP) no figado em comparagdo ao grupo CD, sem diferengas quanto a
atividade da catalase. Quanto aos marcadores de fungdo hepatica, o grupo tratado com
vitamina D 0,50 pg/kg apresentou valores significativamente menores de contetido de
colesterol no figado e de concentragdes séricas de Aspartato Aminotransferase (AST)
quando comparados ao grupo CD. A analise histopatoldgica revelou células binuclea-
das no figado nos grupos tratados com vitamina D, o que indica possivel regeneracgdo
hepatica, enquanto no grupo CD foi identificada presencga de esteatose e de degeneracdo
de hepatdcitos. Portanto, a andlise dos resultados evidencia que a suplementagido com
vitamina D por 28 dias contribuiu para a redu¢io da glicemia, aumento da atividade
antioxidante e prote¢do hepdtica em modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2.
Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2; Vitamina D; controle glicémico; atividade
antioxidante.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effect of vitamin D supplementation on an-
tioxidant activity and liver function in an experimental model of type 2 diabetes mellitus in
humans. A trial was conducted with 35 male Wistar rats for induction of T2DM by a high-
fat, normal-protein diet, followed by administration of streptozotocin (30 mg/kg i.p.). After
confirmation of diabetes, the animals were randomly distributed into five groups of seven
animals treated for 28 days: normal control (NC), diabetic control (DC), diabetics treated with
metformin (150 mg/kg), and diabetics supplemented with vitamin D at doses of 0.25 ug/kg/
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day and 0.50 ug/kg/day. The normal control received only citrate buffer. The vitamin D-treated
groups had significantly lower fasting blood glucose levels than the CD group. Furthermore,
the vitamin D-supplemented groups had significantly higher mean activity of the antioxidant
enzyme superoxide dismutase (SOD) and non-protein sulfhydryl group (NPSG) content in the
liver compared to the CD group, with no differences in catalase activity. Regarding markers
of liver function, the group treated with vitamin D 0.50 ug/kg had significantly lower liver
cholesterol content and serum aspartate aminotransferase (AST) concentrations compared
to the CD group. Histopathological analysis revealed binucleated liver cells in the vitamin
D-treated groups, indicating possible liver regeneration, while the CD group demonstrated
steatosis and hepatocyte degeneration. Therefore, the analysis of the results shows that vitamin
D supplementation for 28 days contributed to the reduction of glycemia, increased antioxidant
activity and liver protection in an experimental model of type 2 diabetes mellitus.
Keywords: type 2 diabetes; Vitamin D; glycemic control; antioxidants.



SUPLEMENTACAO COM VITAMINA D, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FUNCAO
HEPATICA EM MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doengas metabdlicas
caracterizado por hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢ao
e/ou a¢do da insulina. De acordo com a 11th edition IDF Diabetes
Atlas (International Diabetes Federation, 2025), 0 DM apresenta-se
como um importante e crescente problema de satde publica em
nivel global, sendo o nimero estimado de pessoas com DM no
mundo igual a 589 milhdes, com previsao de atingir, até 2050, um
total de 853 milhoes de pessoas, ampliando ainda mais o impacto
global desta condigao. O Brasil destaca-se como o sexto pais com
o maior nimero de casos, com mais de 16 milhoes de diagndsticos
confirmados (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2023).

A etiopatogenia do Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), forma
mais comum da doenca, envolve sinalizacio defeituosa da in-
sulina, que impede a translocagdo do transportador de glicose
(GLUT) para a membrana celular, resultando no acimulo de
glicose no sangue (Fernandez et al., 2022). Em longo prazo, a
hiperglicemia cronica aumenta a produgio de Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO), resultando em estresse oxidativo e inflamagao
cronica (Rochette et al., 2018; Amato et al., 2019). Como conse-
quéncia dos elevados niveis de ERO, ocorrem lesdes as células
parenquimatosas do figado (Li et al., 2015; Singh et al., 2022).

A relagao patogénica entre fun¢do hepdtica e DM2 é com-
plexa e ainda néo totalmente compreendida. A resisténcia a
insulina promove a libera¢do de acidos graxos pelo tecido adi-
poso, que se acumula no hepatécito, aumentando o deposito de
triglicerideos no figado. Esse acimulo causa esteatose hepatica e
lipotoxicidade, resultando em aumento da producéo de radicais
livres, inflamagdo cronica, apoptose celular e necrose, sendo
um fator de risco para as doencas hepaticas, como a Doenga
Hepatica Gordurosa Nao Alcoolica (DHGNA) (Targher et al.,
2021; Ott-Fontes; Neto; Goldoni, 2020; Shibabaw et al., 2019).

O tratamento do DM2 inclui a utilizagdo de hipoglice-
miantes orais e modificagao no estilo de vida, que compreen-
de alimentagao saudavel e pratica regular de exercicio fisico,
condutas essenciais para um bom controle metabdlico e di-
minui¢do do risco de suas complicagdes (Ruze et al., 2023). A
suplementacdo de micronutrientes para prevengio e controle
do DM2 e de suas complicagdes tem sido objeto de estudo de
numerosas pesquisas, em que tem sido utilizada suplementacio
com vitaminas e minerais, destacando-se a vitamina D (Pittas
et al., 2019; Cojic et al., 2021; Moraes et al., 2021).

A vitamina D tem despertado interesse devido a presenga
do receptor de vitamina D (VDR) em vdrias células e tecidos,
incluindo células B do pancreas, adipdcitos e tecido muscu-
lar, além de ter agdo anti-inflamatdria, suprimindo ERO que
causam danos oxidativos, e possui a¢do antifibrdtica (Fathi et
al., 2022; Ribeiro et al., 2022; Liu et al., 2019). Ademais, estu-
dos correlacionam a deficiéncia de vitamina D a gravidade de
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doencgas hepaticas. Isso sugere que a vitamina D participa de
processos como proliferaciao de linfdcitos, sintese de citocinas
inflamatdrias, retardo da senescéncia celular e sintese e secre¢io
de insulina (Carlberg; Racyk; Zawrotna, 2023).

Por essas razdes, o objetivo do presente estudo é avaliar o
efeito da suplementagdo de vitamina D na atividade antioxi-
dante e na funcéo hepatica em modelo experimental de DM
tipo 2 em humanos.

METODOS
Animais e aspectos éticos

Rattus norvergicus Wistar, machos, com idade entre 08 e 12
semanas e peso corporal entre 180 e 200 g, foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os
animais foram mantidos em caixas de polipropileno (4 a 5 ratos/
caixa), com ragdo padrédo (ragdo Nuvilab®) e dgua ad libitum,
em sala climatizada com temperatura ambiente de 25+2°C e
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, durante a fase
de aclimatagéo e ao longo de todo o periodo experimental.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPI (nimero
660/2020). Os procedimentos seguiram os principios éticos pre-
vistos pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle e Experi-
mentacdo Animal) e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Uti-
lizagao de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA/16).

Inducéo do diabetes e protocolo experimental

A indugdo do diabetes experimental foi realizada por meio
de protocolo com oferta de ragao hiperlipidica e normopro-
téica (DHLNP) ad libitum, combinada com administragdo de
estreptozotocina (STZ) 30 mg/Kg, dissolvida em tampdo citrato
10 mM e pH 4,5, por via intraperitoneal (adaptado de Oliveira
et al., dados nao publicados). Apds periodo de 5 semanas de
manuten¢ido com DHLNP, foi feita a administragdo de STZ. Nas
primeiras 24 horas apds administracdo de STZ, foi fornecida aos
animais uma solugao de glicose a 10% para evitar hipoglicemia.

A confirmagio do diabetes ocorreu 72 horas apds a injegao
de STZ, com glicemia de jejum de 12 horas medida por tiras
reagentes OnCall Plus®. Valores de glicemia iguais ou superio-
res a 250 mg/dL foram considerados indicativos de diabetes
(Basha; Sankaranarayan, 2015).

Ao longo do periodo experimental, todos os animais com
diabetes confirmados foram mantidos com DHLNP e, a cada
7 dias, foram realizadas determinagdes de glicemia capilar
aleatdria, realizadas no turno da manha, em horério entre
9h e 11h. Diariamente foi realizada a determinac¢do de peso
corporal e consumo alimentar e, ao final de 28 dias, os animais
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de todos os grupos foram eutanasiados por administragao
intraperitoneal inicial de lidocaina 10 mg/kg e 150 mg/kg de
tiopental. Amostras de sangue venoso foram obtidas para as
dosagens bioquimicas de controle glicémico e dos marcadores
de fungao hepatica, e o figado foi coletado para avaliagdo da
atividade antioxidante e analise histoldgica.

Grupos experimentais

Os animais utilizados no estudo foram inicialmente divididos
de forma aleatdria em dois grupos, sendo o primeiro constitu-
ido por 7 animais para o grupo controle normal e o outro com
28 animais para indugdo do diabetes. Os animais com DM2
confirmado foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de
7 animais, assim distribuidos: 1. grupo controle ndo diabético
(CN); 2. grupo controle diabético (CD); 3. grupo diabético tra-
tado com metformina 150 mg/kg (MET) via oral (dissolvida em
agua destilada); 4 e 5. Grupos diabéticos tratados, via oral, com
vitamina D em 6leo de girassol, respectivamente, nas doses de
0,25 pg/kg/dia (Vit D 0,25) e 0,50 pg/kg/dia (Vit D 0,50) (Figura
01). Os grupos CN e CD receberam apenas o veiculo (6leo de
girassol) utilizado para dissolver a vitamina D.

Figura 1 - Descri¢ao dos grupos experimentais utilizados
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Determinacéo das concentracdes séricas de glicose de
jejum e do percentual de hemoglobina glicada

A analise das concentragdes de glicose de jejum foi conduzida
pelo método enzimdtico colorimétrico com analisador auto-
matico Zybio Z3CRP, usando kits Biosystem. O percentual de
hemoglobina glicada foi determinado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography
- HPLC), utilizando analisador automatico Trinity Biotech
HB9210 e kits de reagentes da mesma empresa.
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Avaliacéo dos marcadores de funcéo hepatica

A avalia¢do dos marcadores de fungdo hepatica foi realizada
pela determinagdo das concentragdes séricas de Aspartato Ami-
notransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), sendo
os resultados expressos em U/mL. Avaliou-se ainda as concen-
tragdes séricas de albumina, sendo os resultados encontrados
expressos em g/dL. Todas as analises foram realizadas com kits
Labtest seguindo as especificagdes do fabricante.

Avaliacéo do conteudo de gordura no tecido hepdtico

Para quantificagido do contetdo de Triglicerideos (TG) e Coles-
terol Total (CT), utilizou-se o método de Trinh et al. (1998) e
Barbosa et al. (2016). Posteriormente, foi realizada a dosagem
de CT e TG utilizando kits de reagentes Labtest, conforme es-
pecificagdes do fabricante. Os resultados encontrados foram
expressos em mg/g de tecido.

Avaliacdo da atividade antioxidante no figado
Preparo de homogenato do figado

Os figados foram colocados em microtubos contendo solugao
tampdo igual a dez vezes a massa do tecido. Posteriormente,
foram homogeneizados em banho de gelo.

Determinagdo da atividade da enzima catalase no figado

A atividade da catalase tecidual foi determinada segundo
o método descrito por Beers e Sizer (1952). Para a leitura,
foram anotados os valores de absorbéncia inicial e apds 6
minutos. O resultado foi expresso em unidades de atividade
da catalase por mg de tecido. Determinagio da atividade da
enzima Superdxido Dismutase (SOD) no figado

A medida da atividade da SOD foi baseada na habilidade de
consumir o radical O2-, diminuindo a razio de auto-oxidagédo
do pirogalol (1,2,3-trihidroxibenzeno) (Furtado et al., 2022). A
absorbancia foi lida a 560 nm no espectrofotdmetro Glomax®
Discover Microplate Reader. Uma unidade de SOD (U SOD)
evita a auto-oxidagdo de 50% de pirogalol do padrao. O resultado
foi expresso em unidades de atividade da SOD por mg de tecido.

Quantificagdo dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos no tecido
hepético (GSHNP)

Para quantifica¢cdo dos GSHNP, utilizou-se o método de
Moron, Depierre e Mannervik (1979). A leitura foi realizada
em até 5 minutos no espectrofotdmetro Bioespectro SP220,
ajustado para 412 nm, com um branco (1 mL de agua destilada,
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2 mL de tampao Tris e 100 pL de DNTB 0,01 M). O conteudo
em mM/mg de tecido de grupamentos sulfidrila nao protéicos
foi calculado multiplicando a absorbancia pelo fator 317,8.

Avaliacéo histopatolégica do figado

O figado foi removido e preservado em formol tamponado a
10% por 48 horas. Foram obtidas sec¢des transversais, sendo
selecionados trés cortes por amostra do figado de cada animal.
Nessas sec¢oes foram aplicadas técnicas histologicas habituais com
inclusao em parafina para obtengao de cortes de 5 um de espes-
sura. Posteriormente, foram preparadas laminas com os cortes
histoldgicos, que foram corados com hematoxilina-eosina (HE).

As laminas com cortes histologicos foram analisadas por
microscopia de luz (Olympus CX31, Japao) e fotografadas nas
objetivas de 4x e 10x com uma camera digital (Moticam WiFi X,
Motic Microscépios, Richmond, VA) acoplada a um computador.

Anadlise estatistica

Os dados foram representados como média + erro padrio
da média. Para comparagdo entre os grupos, foi utilizada a

Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Tukey.
Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8.0.1
(Graphpad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05.

RESULTADOS

Efeito da suplementacéo com vitamina D sobre o con-
trole glicémico em modelo experimental de DM2

Em relagdo a glicemia de jejum, os grupos tratados com vi-
tamina D nas doses de 0,25 e 0,50 pg/kg/dia apresentaram
valores médios significativamente menores (p<0,05) do que
os do grupo CD, apesar de serem significativamente maiores
em relacdo a CN. Quanto ao efeito da suplementa¢do com
vitamina D sobre o controle glicémico, avaliado pela porcen-
tagem de hemoglobina glicada, ndo houve diferencas entre
os grupos (Tabela 1). No entanto, pode-se observar que os
grupos tratados com vitamina D apresentaram valores médios
de hemoglobina glicada <7,0%.

Tabela 1 - Glicemia de jejum (mg/dL) e hemoglobina glicada (%) em animais diabéticos apos 28 dias de tratamento com vitamina D nas
doses de 0,25 e 0,50 pg/Kg e Metformina 150 mg/Kg.

VIT D 0,25 VIT D 0,50
GRUPOS CN (N=07) CD (N=07) MET (N=07)
(N=07) (N=07)
Glicemia de jejum
99,29+2,35 513,90+17,98° 459,00+9,55* 410,60+28,55*° 403,90+31,68*°
(mg/dL)
Hemogloblina
glicada (%) 5,87 £0,52 7,95+1,49 7,37£1,65 5,70+0,44 6,10+0,43

Nota: Média + EPM (Erro Padrao da Média). One Way ANOVA seguido de teste de Tukey. As diferengas significativas sao apresentadas como:

ap<0,05 quando comparado ao CN; bp<0,05 quando comparado ao CD; cp<0,05 quando comparado ao MET. CN = controle normal; CD =

controle diabético; MET = grupo diabético tratado com metformina; VIT D 0,25 = grupo diabético tratado com vitamina D na dose de 0,25 ug/

kg/dia; VIT D 0,50 = grupo diabético tratado com vitamina D na dose de 0,50 ug/kg/dia.

Efeito da suplementacdo com vitamina D sobre marcadores de funcéo hepatica em modelo experimental de DM2

Quanto aos marcadores bioquimicos de fung¢do hepatica, os valores de AST foram significativamente menores (p<0,05) no

grupo VIT D 0,50 ug/kg em relagao ao grupo CD. Nao houve diferenca significativa entre os grupos diabéticos com e sem tra-

tamento ao avaliar-se as concentragdes de ALT e albumina. Destaca-se que todos os grupos de animais diabéticos apresentaram
valores significativamente maiores (p<0,05) de AST e ALT quando comparados com CN (Tabela 2). Efeito da suplementagdo com
vitamina D sobre o peso do figado e contetido de gordura hepatica em modelo experimental de DM2
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Tabela 2 - Marcadores bioquimicos de fungdo hepatica apds 28 dias de tratamento com vitamina D nas doses de 0,25 e 0,50 pug/Kg e Metfor-
mina 150 mg/Kg em ratos Wistar diabéticos.

VIT D 0,25 VIT D 0,50
Marcadores CN (N=07) CD (N=07) MET (N=07)
(N=07) (N=07)
AST (U/mL) 60,00+6,73 114,10+3,58 * 112,70£8,57 * 108,40+3,8 * 93,14+2,34 *b
ALT (U/mL) 65,57+3,62 107,00+5,32 2 98,71+5,01* 97,33+3,81* 105,90+4,29 *
Albumina
(/dL) 25,86%0,96 28,57+1,61 26,29+1,01 30,71£1,62 30,43+0,78
g

Nota: Média + EPM (Erro Padrao da Média). One Way ANOVA seguido de teste de Tukey. As diferencas significativas sao apresentadas como:
ap<0,05 quando comparado ao CN; bp<0,05 quando comparado ao CD; c¢p<0,05 quando comparado ao MET. CN = controle normal; CD =
controle diabético; MET = grupo diabético tratado com metformina; VIT D 0,25 = grupo diabético tratado com vitamina D na dose de 0,25 pg/
kg/dia; VIT D 0,50 = grupo diabético tratado com vitamina D na dose de 0,50 pg/kg/dia.

Efeito da suplementac¢éo com vitamina D sobre marcadores de atividade antioxidante no figado de ratos diabéticos

Quanto aos marcadores de atividade antioxidante no tecido hepatico, os grupos tratados com ambas as doses de vitamina D
apresentaram valores médios significativamente maiores (p<0,05) de atividade da enzima SOD quando comparados a CD, sem
diferencas na atividade da enzima catalase. E o grupo tratado com vitamina D na dose de 0,25 ug/kg apresentou contetdo de
GSHNP significativamente maior (p<0,05) quando comparado a CD (Tabela 3).

Tabela 3 - Marcadores de atividade antioxidante no figado de animais diabéticos apds 28 dias de tratamento com vitamina D nas doses de
0,25 e 0,50 pg/Kg e Metformina 150 mg/Kg.

VIT D 0,25 VIT D 0,50
Marcadores CN (N=07) CD (N=07) MET (N=07)
(N=07) (N=07)
CAT (U/mg) 241,80+46,42 119,90+6,98* 196,80+17,49 189,00+£16,98 179,20+7,30
SOD (U/mg) 272,5+11,67 94,98+29,20° 133,3+15,90° 234,7+8,78¢ 226,8+24,25¢
GSHNP
183,60+15,09 82,06%6,28* 174,70+19,03" 138,70+10,97° 92,3748,29*¢
(mM/mg)

Nota: Média + EPM (Erro Padrao da Média). One Way ANOVA seguido de teste de Tukey. As diferencas significativas sdo apresentadas como:
ap<0,05 quando comparado ao CN; bp<0,05 quando comparado ao CD; c¢p<0,05 quando comparado ao MET. CN = controle normal; CD =
controle diabético. CN = controle normal; CD = controle diabético; MET = grupo diabético tratado com metformina; VIT D 0,25 = grupo
diabético tratado com vitamina D na dose de 0,25 pg/kg/dia; VIT D 0,50 = grupo diabético tratado com vitamina D na dose de 0,50 pg/kg/dia.
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Efeito da suplementacé@o com vitamina D sobre o peso
do figado e conteudo de gordura hepdatica em modelo
experimental de DM2

Quanto a suplementagdo com vitamina D sobre o peso de 6rgios,
ndo houve diferencga entre os grupos quanto ao peso relativo do
figado (g/100) de peso corporal (Figura 2).

Figura 2 - Efeito da administragdo didria de vitamina D nas doses de
0,25 € 0,50 pg/kg e Metformina 150 mg/kg sobre o peso relativo do
figado (g/100) de ratos Wistar com DM2 ap6s 28 dias de tratamento.
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Nota: Média + EPM (Erro Padrao da Média). One Way ANOVA seguido
de teste de Tukey. CN = controle normal; CD = controle diabético. CN
= controle normal; CD = controle diabético; MET = grupo diabético
tratado com metformina; VIT D 0,25 = grupo diabético tratado com
vitamina D na dose de 0,25 pg/kg/dia; VIT D 0,50 = grupo diabético
tratado com vitamina D na dose de 0,50 pg/kg/dia.

No que se refere ao conteudo de lipidios no figado, o grupo que
recebeu suplementagao com vitamina D na dose de 0,50 pg/kg
durante 28 dias apresentou conteudo de colesterol significati-
vamente menor (p<0,05) quando comparado com o grupo CD.
Nio houve diferencas entre os grupos em relagdo ao conteido
de triglicerideos no figado (Figura 3).

Figura 3 - Contetido de colesterol e triglicerideos em tecido hepa-
tico apos 28 dias de tratamento com vitamina D nas doses de 0,25 e
0,50 pg/Kg e Metformina 150 mg/Kg em animais diabéticos.

o
1

a m CN
)]
) b = CD
£ -
¢ B MET
= B VITD0.25
é ) =3 VITD 0,50
=
|

=
L

oo
1

H CN
&l}
5‘06 a = (D
2 6
8 = MET
; 4 B3 VITD.25
=
% = VITDO0.50
T,
o 2
H
0_
N N e ®
g o & & N
RO
O S

Nota: One Way ANOVA seguido de teste de Tukey. As diferencas
significativas sdo apresentadas como: ap<0,05 quando comparado ao
CN; bp<0,05 quando comparado ao CD; cp<0,05 quando comparado
ao MET. CN = controle normal; CD = controle diabético. CN = controle
normal; CD = controle diabético; MET = grupo diabético tratado com
metformina; VIT D 0,25 = grupo diabético tratado com vitamina D
na dose de 0,25 pg/kg/dia; VIT D 0,50 = grupo diabético tratado com
vitamina D na dose de 0,50 pug/kg/dia.

Efeito da suplementacéo com vitamina D em modelo
experimental de DM2 sobre a histologia do figado

Quanto a andlise histologica, o figado dos animais nos grupos
CN e nos grupos de animais diabéticos tratados com metformina
e com vitamina D nas doses de 0,25 e 0,50 ug/kg apresentava
aspectos histoldgicos compativeis com situagiao normal. Con-
tudo, nas laminas de figado de animais do grupo CD foram
encontrados hepatocitos em degeneragio e presenca de esteatose.
Adicionalmente, os sinus6ides encontravam-se dilatados, e foi
identificada a presenca de células de defesa ao redor da veia
central, caracterizando um infiltrado inflamatério perivascular
(Figura 4B). Destaca-se que, nas laminas de animais dos grupos
tratados com vitamina D nas doses de 0,25 e 0,50 pg/kg (Figuras
4D e E), foi identificada a presenca de células binucleadas, o que
indica a ocorréncia de divisdo celular.

Figura 4 - Fotomicrografias representativas dos achados histold-
gicos em tecido hepatico de ratos Wistar diabéticos apds 28 dias

de tratamento com vitamina D nas doses de 0,25 e 0,50 pg/Kg e

Metformina 150 mg/Kg.
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Os grupos sdo mostrados a seguir: Grupo CN (A), Grupo CD (B),
Grupo MET (C), Grupo VIT D 0,25 (D) e Grupo VIT D 0,50 (E). CN
= controle normal; CD = controle diabético. CN = controle normal; CD

= controle diabético; MET = grupo diabético tratado com metformina;
VIT D 0,25 = grupo diabético tratado com vitamina D na dose de 0,25
ug/kg/dia; VIT D 0,50 = grupo diabético tratado com vitamina D na
dose de 0,50 pg/kg/dia. VC: Veia Central; Setas amarelas indicam he-
patocitos em degeneragio; Circulos pretos indicam esteatose; Circulos
vermelhos indicam hepatdcitos binucleados; Circulos amarelos indicam

células de defesa perivasculares. Barra de escala: 100 pm.
DISCUSSAO

Neste estudo foi investigado o efeito da suplementagéo de vi-
tamina D no controle glicémico e, considerando as diferentes
fungdes desempenhadas pelo figado, foram avaliados marcadores
funcionais da fungdo deste 6rgdo, as concentragdes séricas de
albumina e de enzimas de cit6lise hepatica, além da atividade
antioxidante da SOD e catalase e o contetido de grupamentos
sulfidrilicos ndo protéicos, além de investigacio de alteracoes
estruturais no tecido hepatico e o conteudo de lipidios.

A suplementa¢ido com vitamina D em animais diabéticos,
nas duas doses utilizadas, durante quatro semanas resultou
em menores valores de glicemia capilar em jejum em compa-
ragdo com os ratos diabéticos sem tratamento. Os efeitos da
vitamina D na diminui¢do da glicemia de jejum encontrados
neste estudo foram parecidos com os achados de Yalcin et al.
(2023), utilizando um modelo experimental de diabetes in-
duzido por administra¢do de estreptozotocina 50 mg/Kg por
via intraperitoneal e suplementagdo com vitamina D diaria de
1,25 pg/Kg durante 8 semanas, dose e tempo de tratamento
maiores que os utilizados no presente estudo.

Os efeitos da vitamina D na diminui¢do da glicemia podem
ser explicados pela presenca de receptores de vitamina D (VDR)
em diversos tipos de células, incluindo as células  das ilhotas
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pancredticas, adipdcitos e células musculares (Fathi et al., 2022;
Ribeiro et al., 2022; Liu et al., 2019). Essa vitamina pode atuar
na regulacgdo da sintese, secrecao e sensibilidade a insulina e na
modulagio da sensibilidade dos tecidos a insulina, facilitando
a captagdo de glicose e reduzindo o estresse oxidativo (Chagas
et al., 2012; Barchetta et al., 2013).

Entretanto, ao analisar o efeito da suplementag¢do com vitami-
na D durante 28 dias no percentual de glicacdo da hemoglobina,
marcador de controle glicémico de longo prazo, ndo foram encon-
tradas diferencas em relagdo ao grupo diabético sem tratamento.
Redugéo de valores de hemoglobina glicada foi demonstrados por
Moharir et al. (2020) utilizando tratamento de 3 semanas com
dose didria de vitamina D de 100 pg/kg em modelo experimental
de diabetes induzido por dieta hiperlipidica durante 3 semanas e
dose intraperitoneal de STZ 35 mg/Kg em ratos Wistar.

Entretanto, a auséncia de mudanga no percentual de HbAlc
neste estudo pode ser explicada, a0 menos em parte, pelas baixas
doses combinadas ao curto periodo de suplementacdo aqui utili-
zados. A HbAlc é um marcador que reflete o controle glicémico
dos trés a quatro meses anteriores ao exame, em que um maior
tempo de hiperglicemia sustentada resulta em maior glicagdo
da hemoglobina (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2023).

A hiperglicemia cronica é a base fisiopatoldgica de muitas
complicagdes do DM2, e esse estado hiperglicémico contribui
para a disfuncdo das células p pancredticas, com agravamento
da resisténcia insulinica e glicotoxicidade. O aumento sus-
tentado da glicemia contribui para a ocorréncia de estresse
oxidativo e inflamacéo, os quais geram lesao celular e tecidual
(Monickaraj et al., 2013).

Em contrapartida, o aumento da atividade do sistema antioxi-
dante por aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como
a SOD e a CAT, pode ajudar a diminuir a ocorréncia de lesdo
oxidativa, pois a SOD protege o corpo contra as ERO, eliminando
o excesso de anion superdxido com formagao de perdxido de
hidrogénio, enquanto a catalase é uma enzima que catalisa a de-
composi¢do das moléculas de H202 em H20 e O2 (Godoy-Lugo
et al., 2022; Nandi ef al., 2019; Saif-Elnasr; Ibrahim; Alkady, 2017).

No presente estudo, os grupos tratados com vitamina D
apresentaram maior atividade da enzima SOD no tecido hepa-
tico em comparag¢do com o grupo de animais diabéticos sem
tratamento, sem diferenga na atividade da enzima catalase. De
modo diferente, a suplementagdo oral por 4 semanas com vi-
tamina D (2.000 UI/kg/dia de vitamina D combinada com 500
mg/kg/dia de calcio) em ratos Wistar com diabetes induzido por
estreptozotocina (45 mg/Kg por via intraperitoneal) apresentou
maior atividade das enzimas catalase e SOD em comparagio
com o grupo ndo tratado (Alatawi, Faridi e Alatawi, 2018).

As enzimas antioxidantes sao importantes constituintes
do sistema de defesa contra danos oxidativos, e sua atividade
aumenta em situagdes em que a atividade oxidativa esta au-
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mentada, como ocorre no diabetes. O aumento da atividade
pré-oxidante no diabetes pode estar relacionado ao fato de que
a hiperglicemia pode levar ao aumento da produc¢édo de ERO
por meio da glicagdo de proteinas, auto-oxidagao de glicose e
oxidagdo de dcidos graxos (Kono; Fridovich, 1982).

O mecanismo pelo qual a vitamina D pode aumentar a ati-
vidade de enzimas antioxidantes é por meio da estimulagio da
sintese de proteinas transportadoras de ions metalicos, levando
ao aumento na biodisponibilidade desses ions na célula, os quais
atuam como cofatores para a atividade de enzimas antioxidantes
(Silva et al., 2016).

Ademais, os animais do grupo que recebeu suplementagdo
de vitamina na dose de 0,25 ug/kg apresentaram contetido de
GSHNP mais elevado em comparagao com o grupo de animais
diabéticos sem tratamento. GSHNP é um produto da Glutationa
reduzida (GSH), e 0 aumento no seu conteiido pode indicar que
a vitamina D pode ter um efeito protetor contra o estresse oxida-
tivo induzido pelo DM2, ajudando a restaurar as concentragdes
de GSH e, consequentemente, a capacidade antioxidante do
tigado. A glutationa reduzida (GSH) desempenha um impor-
tante papel na protecdo dos grupos sulfidrila nas membranas,
auxiliando na protec¢do da célula contra a agdo de radicais livres,
o0 que ¢ importante no DM, doenca que tem o estresse oxidativo
envolvido na sua patogénese (Ammon et al., 1989).

Resultados semelhantes aos encontrados neste estudo foram
descritos por Della Nera et al. (2023), os quais referiram que a
vitamina D pode modular a expressdo de enzimas antioxidantes
e anti-inflamatorias, o que pode contribuir para a reducédo dos
danos hepaticos.

Conforme discutido anteriormente, a hiperglicemia, jun-
tamente com a hiperinsulinemia, pode induzir lesdo hepatica,
com resposta inflamatoria, esteatose e fibrose hepatica como
consequéncia do aumento da produgdo de ERO (Kim et al.,
2021). A andlise das concentragdes séricas de AST e ALT, enzi-
mas de citdlise, é utilizada como marcadores de dano hepatico
(Miyauchi et al., 2019). A ALT é considerada um indicador
mais sensivel de hepatotoxicidade do que a AST, pois a AST ¢
encontrada em todos os tecidos corporais, enquanto a ALT é
encontrada principalmente no figado e, em pequenas quanti-
dades, nos rins e no coracio (Teixeira et al., 2009).

Além disso, a hiperglicemia e a hiperinsulinemia impulsio-
nam o aumento da conversao hepitica de carboidratos em acidos
graxos, e o seu acumulo no figado esta associado a diminui¢ao
da sensibilidade a insulina, condi¢do comum em pacientes com
doencas hepaticas, como a Doenc¢a Hepatica Gordurosa Néo
Alcoolica (DHGNA), os quais possuem um risco duas vezes
maior de desenvolver DM2 (Ferguson; Finck, 2021; Smith et
al., 2020; Silva et al., 2019).

Neste estudo, os valores de AST foram menores no grupo
VIT D 0,50 ug/kg em relagao ao grupo CD. Resultados parecidos

el2

foram encontrados por Abdel-Rehim et al. (2019) em estudo com
suplementagao de vitamina D (0,1 pg/kg/dia), combinada ou néo
ao tratamento com metformina 200 mg/kg/dia durante 30 dias
em modelo experimental de diabetes induzido por dieta rica em
gordura durante 4 semanas, seguido de inje¢do intraperitoneal
de 55 mg/kg de estreptozotocina em ratos Sprague Dawley.

As menores concentragdes séricas de AST no grupo que
recebeu suplementacéo de vitamina D (0,50 pg/kg) podem es-
tar relacionadas as agdes antidiabéticas e hepatoprotetoras da
vitamina D, que pode proporcionar melhora do metabolismo
hepatico por meio da modulagao de citocinas inflamatérias (Ha-
rinarayan, 2014). Importante destacar que todos os grupos de
animais diabéticos apresentaram maiores valores de AST e ALT
quando comparados com os animais normais (grupo controle
normal). O aumento desses marcadores pode estar relacionado a
complicagdes hepaticas associadas ao DM, bem como ao possivel
dano hepatico decorrente do modelo experimental de diabetes
utilizado neste estudo. De fato, em animais com diabetes induzido
por estreptozotocina, tal efeito pode ocorrer como consequéncia
do efeito hepatotoxico do farmaco (El-Demerdash ef al., 2005).

Ainda em relagdo ao figado, no presente estudo néio fo-
ram observadas diferencas no peso do 6rgao entre os grupos
avaliados. No entanto, em modelo experimental de diabetes
induzido por dieta hiperlipidica e hiperglicidica durante 8 se-
manas e inje¢do intraperitoneal de estreptozotocina 35 mg/
kg, Ning et al. (2015) demonstraram que a administragdo oral
de vitamina D 0,03 pg/kg/dia durante 8 semanas resultou em
peso do figado menor quando comparado ao grupo controle
diabético. A partir desses resultados, os autores sugeriram que
um periodo mais prolongado de suplementagdo com vitamina
D poderia contribuir para atenuar o aumento do peso hepatico
em modelos experimentais de diabetes.

No que se refere ao contetido de lipidios no figado, neste es-
tudo o grupo tratado com vitamina D 0,50 pg/kg/dia apresentou
menor contetido de colesterol do que os animais diabéticos sem
tratamento. Nesse sentido, Leung (2016) ja havia sugerido que
a vitamina D pode reduzir o acimulo hepatico de lipidios por
meio de ativacdo da sinalizagdo da proteina quinase  depen-
dente de Ca*?/calmodulina (CaMKK}) ativada pela Proteina
Quinase Ativada por Monofosfato de Adenosina (AMPK) sob
condi¢oes de resisténcia a insulina. O envolvimento da sinaliza-
¢do da AMPK nessas condigoes pode ocorrer porque a AMPK
¢ um alvo da adiponectina e de medicamentos antidiabéticos
que atuam na diminuigao da resisténcia a insulina (Jeon, 2016).

Em relagdo a analise histoldgica, os figados de ratos diabéti-
cos sem tratamento apresentaram hepatocitos em degeneragdo
com sinusoéides dilatados, células de defesa perivasculares e
presenga de esteatose, enquanto nos grupos de animais dia-
béticos tratados com vitamina D nas doses de 0,25 e 0,50 pg/
kg/dia houve presencga de hepatdcitos binucleados, indicando
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divisao celular nos grupos tratados com vitamina D e alteragoes
menos intensas no tecido hepatico. Achados parecidos foram
encontrados por Hassan et al. (2020) em ratos diabéticos sem
tratamento em estudo utilizando modelo de diabetes experi-
mental induzido por dieta hiperlipidica durante duas semanas
e injecdo intraperitoneal de estreptozotocina 30 mg/Kg, em que
houve dano hepatico com presenga de focos necréticos e/ou
inflamatorios nos animais diabéticos sem tratamento, enquanto
no grupo tratado com vitamina D 3.300 UI/Kg (dose equivalente
a 82,5 pg/Kg) durante 6 semanas as alteragdes morfologicas
encontradas foram menos graves em comparagao com o grupo
diabético sem tratamento.

A presenca de hepatdcitos em divisdo celular pode repre-
sentar um processo de regeneracgdo de lesdo, pois, quando o
figado sofre danos, os hepatdcitos podem entrar em ciclo ce-
lular e proliferar para substituir as células danificadas (Bangru;
Kalsotra, 2020). Ao relacionar o achado sugestivo de presenca
de divisao celular associado a suplementagdo de vitamina D
com os menores valores séricos de AST encontrados, embora
sem diminuicdo de ALT, é possivel afirmar a hipdtese de que o
tratamento com vitamina D exerceu efeito hepatoprotetor para
preservar a integridade dos hepatocitos, o que pode ter limitado
o extravasamento de ALT para a corrente sanguinea, apesar das
mudangas estruturais detectadas. Adicionalmente, a dura¢do do
protocolo experimental pode ter sido insuficiente para produzir
alteragdes mensuraveis na enzima ALT, de modo que avaliagdes
mais prolongadas ou complementares poderiam ser necessarias
para possibilitar uma compreensao mais clara do impacto da
suplementag¢do com vitamina D sobre a atividade da ALT.

A vitamina D pode exercer efeitos positivos no tratamento
de doengas hepaticas, pois apresenta propriedades anti-infla-
matdrias que auxiliam na reducéo da expressao de citocinas
pro-inflamatérias, consideradas como mediadores-chave na
inflamacdo hepatica associada ao diabetes. Além disso, a vi-
tamina D pode modular a autofagia, um processo celular que
remove proteinas e organelas danificadas, ajudando na remogéo
de hepatécitos em degradagio, melhorando a integridade celular
e reduzindo a degeneracio hepatica (Bergamin et al., 2023).

Contudo, é importante mencionar as limitagdes do presente
estudo, incluindo o fato de que a duragdo do tratamento com
vitamina D possivelmente tenha sido insuficiente para impactar
no controle glicémico em longo prazo e, assim, no percentual
de glica¢do da hemoglobina glicada, bem como na atividade
da catalase, enzima antioxidante. Nesse contexto, para futuras
pesquisas, recomenda-se considerar a mensuragéo de citocinas
pro-inflamatdrias no plasma e em nivel tecidual, assim como
realizar a determinacio da secre¢do de insulina, a fim de fornecer
uma compreensdo mais abrangente dos mecanismos envolvidos.

Por outro lado, um dos pontos fortes do presente traba-
lho foi a demonstragdo de efeito da vitamina na melhora da
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glicemia de jejum, acompanhada de efeito hepatoprotetor
evidenciado pela analise histolégica e de marcadores bioqui-
micos de fun¢do hepatica.

CONCLUSAO

A suplementa¢ao com vitamina D durante 28 dias, nas doses
utilizadas, em modelo experimental de diabetes, com caracteris-
ticas clinicas parecidas com as do DM2 em humanos, melhorou a
glicemia de jejum e demonstrou um efeito protetor no figado de
animais diabéticos, evidenciado pela reducio das concentragoes
de AST e pela presenca de células binucleadas nos grupos trata-
dos, indicando uma possivel regeneragao celular hepatica. Esses
resultados destacam o potencial da vitamina D como recurso
nutracéutico para a prote¢io e regeneragio do figado no DM2.

Sobre a atividade das enzimas antioxidantes, o aumento da
atividade da enzima superéxido dismutase sugere a ocorrén-
cia de uma resposta adaptativa para neutralizar o aumento da
producio de radicais livres e pode indicar um mecanismo de
defesa antioxidante da vitamina D.

Por fim, destaca-se a necessidade de estudos adicionais uti-
lizando periodos de suplementagdo mais longos, além de outras
doses, de maneira a caracterizar de forma mais completa os
efeitos dessa vitamina no controle glicémico em longo prazo e
em parametros de atividade antioxidante e de fungido hepdtica.
Além disso, deve ser investigados os mecanismos especificos
relacionados com as a¢des dessa vitamina, de modo a fornecer
evidéncias robustas para a conduc¢io de ensaios clinicos que
examinem a qualidade, seguranca e eficacia terapéutica desse
micronutriente como um recurso nutracéutico no tratamento
do DM2 e proteg¢ao hepatica.

NOTA

O presente trabalho foi realizado com apoio financeiro da
Fundac¢do de Amparo a Pesquisa no Piaui (FAPEPI) / Programa
de Pesquisa para o Sistema Unico de Satde - SUS (PPSUS) -
CHAMADA FAPEPI/SESAPI/MS-Decit/ CNPq N° 004/2020.
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