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RESUMO

CORDEIRO, Maiara Mikuska. Efeito da suplementacéo de vitamina D3 associada
ao exercicio fisico na obesidade em animais submetidos a uma dieta
hipercal6rica. Estudo in vivo. 2019. 80 p&ginas. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2019.

Introducédo: A obesidade caracteriza-se pelo acumulo excessivo de tecido adiposo
decorrente de varios fatores, dentre eles temos, a inatividade e o excesso de
alimentos ricos em carboidratos simples, lipidios e agucares. O estado de obeso
esta relacionado com os baixos niveis de vitamina D. Objetivo: Avaliacdo do efeito
da associacéo entre suplementacdo de vitamina D3 e a pratica regular de atividade
fisica em ratos obesos obtidos pela ingestdo de dieta de cafeteria. Materiais e
Métodos: Aos 21 dias de vida ratos da linhagem wistar foram cedidos pelo Biotério
central e dispostos em caixas em um numero de 3 animais em cada gaiola. Sendo
assim, separados aleatoriamente em 8 grupos. Um grupo foi designado como
CONTROLE recebeu racado comercial apenas, outro grupo designado como OBESO
recebeu dieta hipercalérica (refrigerante de cola, salgadinhos, bolachas entre
outros). A dieta ofertada foi disposta de maneira ad limbitum durante todo o tempo
de vida dos animais que foi 90 dias de vida. Os animais foram subdivididos em
animais sedentarios e exercitados. Animais do grupo EXE realizaram exercicio fisico
desde os 21 dias até os 90 dias, os demais animais do grupo SED néo participaram
dessa intervencdo terapéutica. O exercicio fisico foi aerdbico de natacdo em aquario
de concreto, realizada 3 vezes na semana por 15 minutos. Ainda esses grupos
foram subdivididos em outros dois grupos: Animais que receberam suplementacéo
com Vitamina D3 (VIT D3 +) e ndo suplementados (VIT D3 -) por meio do método de
gavagem dos 60 dias até os 90 dias de vida dos animais. Aos 91 dias o sangue foi
coletado e analisado a fim de averiguacdo de parametros bioquimicos, além de
analises complementares como célcio, leptina e TNF-a. Resultados: Verifica-se no
estudo que a vitamina D3, possivelmente possui agdes no metabolismo dos animais
obesos. O grupo obeso sedentario obteve melhoras nos parametros morfométricos,
sendo estes, reducdo do peso corporal final, indice de Lee e estoques de gordura.
No quadro metabdlico também ocorreu melhora de forma que houve reducédo nos
parametros de glicemia, triglicerideos e colesterol nos animais tratados com
suplementacao de vitamina D3 quanto em animais submetidos ao exercicio fisico.
Constatou-se no grupo exercitado associado a suplementacdo de vitamina D3
reducdo do perfil inflamatério e lipidico, elucidando a atuagdo da vitamina Ds.
Conclusédo: Por meio deste estudo compreendemos que de fato a vitamina D3
possui um importante papel durante o estado de instalacdo e progressdo da
obesidade. Animais que obtiveram a suplementacdo demonstraram resultados de
estagnacdo da doenca, decorrente em melhoras no perfil metabdlico e inflamatério.
O exercicio, quando combinado com a vitamina D3 indica um efeito sinérgico,
caracterizando um importante achado na literatura.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hipercaldrica. Vitamina D. Colecalciferol.
Exercicio fisico.



ABSTRACT

CORDEIRO, Maiara Mikuska. Effect of vitamin D3 supplementation associated
with physical exercise in obesity in animals submitted to a hyperercoral diet. In
vivo study. 2019. 80 pages. Dissertation (Masters in Interdisciplinary Health Care) —
State University of Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2019.

Introduction: Obesity is characterized by the excessive accumulation of adipose
tissue due to several factors, such as inactivity and excess of foods rich in simple
carbohydrates, lipids and sugars. In addition, obesity is related to low levels of
vitamin D OBJECTIVE: To evaluate the effect of the association between vitamin D3
supplementation and the regular practice of physical activity in obese rats obtained
by eating a cafeteria diet. Materials and methods: At 21 days of age, rats of the
Wistar lineage were assigned by the Central Biotério and placed in boxes in a
number of 3 animals in each cage. Thus, they were randomly divided into 8 groups.
One group was designated as CONTROL these animals received commercial feed,
another group was designated as obese throughout the experimental period received
hypercaloric diet (cola, snacks, crackers and others). The diet offered was arranged
ad limbitum during the whole life of the animals that was 90 days of life. The animals
were separated in sedentary and exercised animals. Animals of the EXE group
performed physical exercise from 21 days to 90 days, the other animals of the SED
group did not participate in this therapeutic intervention. Physical exercise was
aerobic swimming in concrete aquarium, performed 3 times a week for 15 minutes.
Still, these groups were subdivided into two other groups: Animals that received
supplementation with Vitamin D (VIT D3 +) and not supplemented (VIT D3 -) by
means of the gavage method from 60 days to 90 days of life of the animals. At 91
days of age the animals were euthanized, the blood collected was analyzed in order
to investigate biochemical parameters, as well as complementary analyzes such as
calcium, leptin and TNF-a. Results: It is verified in the study that the vitamin has
actions in the metabolism of obese animals. The sedentary obese group obtained
improvements in the morphometric parameters, being these, reduction of the final
body weight, Lee index and fat stocks. In the metabolic table, improvement was also
observed in the glycemia, triglycerides and cholesterol parameters in the animals
treated with vitamin D3 supplementation, as well as in animals submitted to physical
exercise. It was found in the exercise group associated with vitamin D3
supplementation, reduction of the inflammatory and lipid profile, elucidating the
performance of vitamin D3. Conclusion: Through this study we understand that in
fact vitamin D has an important role during the state of installation and progression of
obesity. Animals that obtained supplementation showed results of stagnation of the
disease, resulting in improvements in the metabolic and inflammatory profile. The
exercise when combined with vitamin D3 indicates a synergistic effect, characterizing
an important finding in the literature.

Keywords: Obesity, Hight Fat Diet. Vitamin D. Cholecalciferol. Physical Exercise
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1. INTRODUCAO

O aumento da obesidade vem sendo motivo de grande preocupacdo devido
ao impacto exercido como fator de risco para outras doencgas que comprometem a
qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. A obesidade € uma doenca
multifatorial e sua fisiopatologia € complexa. InUmeros fatores genéticos, ambientais
e comportamentais influenciam no balanco energético e, consequentemente, no
aumento da gordura corporal (MANCINI; MELO; ANGELUCCIA, 2014).

Com base na definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a
obesidade pode ser classificada em valores de referéncia, conhecido como o indice
de massa corporal (IMC). Considera-se que ha excesso de peso quando o IMC é = a
25 kg/m2 e que ha obesidade quando o IMC é = 30 kg/m2 (IBRAHIM et al., 2010).

Quadro 1- Classificacéo Internacional do IMC para individuos adultos

Muito abaixo do peso Abaixo de 17
Abaixo do peso Entre 17 e 18,50
Peso normal Entre 18,5 e 24,99
Sobrepeso Entre 25 e 30
Obesidade | Entre 30 e 35

Obesidade Il (severa) Entre 35 e 40
Obesidade Ill (mérbida) Acima de 40

Fonte: Adaptado de OMS

Alguns estudos segundo Belegri et al. (2017), Bortolin et al. (2018) e Bray et
al. (2016) sugerem influéncias de habitos de vida como principais fatores
desencadeadores da instalagcdo da obesidade em individuos que possuem habitos
alimentares ruim, alimentam-se de dietas ricas em lipidios e carboidratos simples,
esse fator também encontra-se associada a inatividade fisica. O aumento da

obesidade desencadeada por diferentes fatores tém acentuado o numero de
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individuos com complicagbes clinicas, tais como a Sindrome Metabdlica (SM)
resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares (PORET et al., 2017).

A SM ¢é caracterizada pela associacao de diferentes disturbios metabdlicos e
endocrinos, como obesidade, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,
hipertensao arterial e dislipidemias. Elementos que favorecem a instalacdo precoce
do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (PORET et al., 2017; TEIXEIRA, 2015).

Um dos fatores preocupantes da obesidade se da pelo aumento expressivo
do tecido adiposo, assim temos diferentes formas de expanséo do tecido adiposo
em diferentes locais como a obesidade central ou visceral, sendo associada a
distarbios metabdlicos, doencas cardiovasculares como o desenvolvimento das
doencas arteriais coronarias e a hipertensao arterial (FARHANGI et al., 2016)

Héa vérias desordens nutricionais e fisiolégicas que implicam na progressao
desta doenca, dentre essas desordens, destaca-se 0os baixos niveis de vitamina D
em individuos obesos ja descritos inicialmente por Blumberg et al. (2006), em que ha
interagéo entre ambas as doengas (obesidade e hipovitaminose D3), de maneira que
o0 baixo nivel de vitamina D é resultado de uma maior quantidade de TAB,
consequentemente aumento de gordura corporal, dessa forma o TAB atuaria como
um reservatério de vitamina D3, e com isso estaria sequestrando essa vitamina,
determinando uma menor biodisponibilidade da vitamina D; (BLUMBERG et al.,
2006; CIMINI et al., 2017).

Além de seu papel na regulacdo da homeostase calcio sistémico e saude
esquelética, a vitamina D possui acdes conhecidas como extra-6sseas em que ela
possui participacdo desde efeito protetor sobre os tecidos cardiaco e nervoso, a
sinalizacao de recrutadores inflamatorios (FARHANGI et al., 2017; SLUSHER et al.,
2015)

Considerando essas acfes, encontrou-se uma relacdo de regulacdo da
vitamina D sobre o tecido adiposo de maneira que ha participacdo dela na
lipogénese e adipogénese (LI et al., 2012). Um estudo realizado na Italia mostra os
beneficios da suplementacdo de vitamina D em individuos hum programa de perda
de peso. Os individuos que foram suplementados com doses de 100 e 50 mil Ul
tiveram melhor resposta na perda de peso que os individuos que os individuos nao
suplementados (WAMBERG et al., 2013).

Outra maneira de controle do peso corporal para evitar 0 sobrepeso e suas

doencas relacionadas é a pratica regular de atividade fisica. O exercicio fisico &
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conhecido por ser uma ferramenta ndo invasiva e ndo farmacolégica de baixo custo
que auxilia o controle do peso corporal. A préatica regular de atividade fisica tem sido
proposta para melhorar aspectos bioquimicos e psicolégicos promovendo assim a
melhora no quadro geral, contudo pouco se sabe a respeito dos beneficios da
suplementacéo de vitamina D.

Diante disso o objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo da suplementacgéo
de vitamina D3 em animais obesos aliados a pratica regular de atividade fisica em

ratos obesos obtidos por dieta de cafeteria.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

A obesidade possui uma definicdo classica caracterizada por ocorrer o
acumulo em excesso de lipidios em forma de células adiposas, promovendo o
aumento excessivo de tecido adiposo. Esse seria o resultado do desarranjo no
estado nutricional, onde ha maior consumo de energia e reducdo do gasto de
energeético, devido a fatores que permeiam a genética, meio ambiente, estilo de vida
e fatores.

A incidéncia de doencas cardiovasculares e metabdlicas na populagédo
mundial vem crescendo junto com aumento de individuos obesos. Esses fatores tém
chamado a atencao dos profissionais de salde e pesquisadores da area. Estima-se
que 70% dos adultos norte-americanos encontram-se acima do peso e 35% sao
considerados obesos segundo um estudo desenvolvido pela National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES, 2016).

Em 2015, o Brasil ja tinha cerca de 18 milhdes de pessoas consideradas
obesas. Somando o total de individuos acima do peso, o montante chega a 70
milhdes, o dobro de ha trés décadas anterior. O Ministério da Saude divulgou uma
pesquisa que revela que houve aumento de pessoas adultas com excesso de peso.
Em um periodo de 10 anos (2006-2016) 50% da populacdo brasileira entrou em
estado de sobrepeso e 19% encontra-se em estado de obeso (VIGITEL, 2016).

Devido ao padrdo socioecondmico que se alterou durante o periodo de
estudo o estado nutricional também sofreu mudancgas. Segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), assim como o Sistema de Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL)
chegaram a um consenso que a populacdo brasileira encontra-se em um estado de
transicdo da desnutricdo para a obesidade.

A prevaléncia global de obesidade e diabetes tipo Il atingiu propriedades
epidémicas que classificaram como uma doenga emergente e preocupante em todos
os paises (D’MELLO et al., 2011). O facil acesso a alimentos e bebidas ricos em
gordura e acucar estao fortemente associadas a obesidade, pois levam a hiperfagia
além da energia necessidades do organismo (FORSLUND et al., 2005; BERG et al.,
2009; CHAPELOT, 2011). O hipotalamo é uma area do cérebro chave envolvida na
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regulacdo da homeostase energética que integra sinais nutricionais, neuronais e
hormonais regulando o consumo e a despesa energética (OSBORN; OLFSKY,
2012). Durante a obesidade, resposta hipotalamica a leptina diminui frente a uma
alimentacdo rica em lipidios e acucares proporcionando o estado de maior consumo
alimentar (NOBRE et al., 2018).

Esse crescente numero de consumo exacerbado de alimentos pobres em
micronutrientes estéa relacionado ao desencadeamento da obesidade, desta maneira
alguns pesquisadores desenvolvem estudos acerca da compreensdo da etiologia
doenca, entre essas formas de busca dos mecanismos pelos quais a obesidade
induz as disfungdes fisiologicas.

Existem diversas formas de inducdo a obesidade utilizando modelos de
animais, o mais rotineiro é o uso de roedores (ROSINI et al., 2012). Dentre esses
modelos alguns conseguem instalar a doenca a partir de mutacbes genéticas
Contudo tais modelos ndo se assemelham a génese atual da obesidade em
humanos, isso porque quando partimos para o genotipo humano a chave da
obesidade ndo esteja ligada a mutacdes nos alelos de cromossomos humanos
(ROSINI et al., 2012; ESSER et al., 2014).

Uma possivel hipétese entre a genética e obesidade sdo as formas
monogénicas da mesma, iSso porque, estdo associadas a diversos genes e
mutacBes envolvidos no equilibrio de energia, fornecendo entendimento sobre
alguns dos mecanismos relacionados a regulacdo do peso corporal, bem como
mutacdes nos genes da leptina (LEP), receptor da leptina (LEPR) e receptor-4 de
melanocortina (MC4R), estes possuem importante regulacdo de apetite. Quando
alterados produzem o fendtipo da obesidade devido a hiperfagia desencadeada
(BARNESS et al., 2007; MOEHLECKE et al., 2015; NOBRE et al., 2018).

Quando ha esse desequilibrio energético a forma de armazenar a energia que
“resta” se da pela expanséo das células adiposas, ricas em lipidios. Em mamiferos
encontram-se dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo branco (TAB) e o tecido
adiposo marrom (TAM). O TAB é capacitado para a funcdo de armazenamento de
energia em periodos de balangco energético positivo (RICQUIER, 2006). Ja a TAM
possui como funcdo principal oxidar lipidios para produzir calor, logo este, é
especializado na termogénese adaptativa, induzida pela exposicao ao frio ou a dieta
(HIMMS-HAGEN, 1990).
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O ponto chave para a compreensédo e tratamento da obesidade é o tecido
adiposo, atualmente descobriu-se que o tecido adiposo desempenha um papel
importante na integracdo do sistema endocrino, sinais metabdlicos e inflamatorios
para controlar homeostase energética, através da producdo de uma variedade ou
proteinas bioativas, em conjunto referidas como "adipocinas”, que incluem: leptina,
adiponectina, resistina, visfatina, fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a), inibidor de
plasminogénio tipo 1, entre outros. Alguns desses hormonios produzidos pelo tecido
adiposo estdo associadas a desordens no metabolismo consequentemente
auxiliam na promocao da obesidade (CALABRO et al., 2008; MOEHLECKE et al.,
2015; PORET et al., 2017).

2.1.1 Inflamacéo crénica

Inflamacdo € decorrente de uma série de reagbes celulares e humorais
destinado a defender o corpo de varios potenciais prejudiciais ao organismo, isto
inclui, bactérias, virus, traumas mecanicos e fisicos (CILDIR; AKINCILAR;
TERGAONKAR, 2013, LEE; LEE, 2014). Tipicamente, na inflamag&o aguda, a leséo
inicial ou o agente patolégico desencadeia a liberacdo de um numero de moléculas
imunomoduladoras incluindo citocinas e quimiocinas de macréfagos residentes em
tecidos células, provocando um rapido recrutamento de neutréfilos e depois
macréfagos e linfécitos da circulagdo para o local da inflamacao (CILDIR et al.,
2013). O infiltrando celular, em seguida, destréi os agentes infecciosos e remove as
células danificadas. Finalmente, a transicdo de inata a imunidade adaptativa é
realizada via apresentacao de antigenos células (APC) e linfocitos B e T. Em geral, a
inflamacdo €& caracterizada pelo aumento dos niveis sistémicos de citocinas,
juntamente com o0 aumento das células imunes infiltrantes, com neutréfilos
dominando principalmente nas fases agudas, enquanto o0s macréfagos em
condi¢des mais cronicas (LEE; LEE, 2014).

A conexao entre inflamacao e diabetes foi sugerida ha mais de um século
(WILLIAMSON, 1901), mas a evidéncia de que a inflamagdo € um importante

bY

mediador no desenvolvimento de resisténcia a insulina veio recentemente. Foi
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descrito que a os niveis circulantes do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) possui
efeitos que elevar as concentracdes de glicose sérica (KHOVIDHUNKIT, 2004).

O tecido adiposo é formado por células armazenadoras de energia
(adipocitos) que em grande quantidade aumentam seu tamanho (hipertrofia) ou
aumentam em quantidade (hiperplasia). Ha4 também uma funcdo do TAB como
orgdo secretor de horménios e proteinas sinalizadoras de inflamacéo, portanto
essas descobertas forneceram a base para associar obesidade a um estado crénico
de inflamacdo subclinica (CALABRO et al.,, 2008; IBRAHIM, et al., 2010;
MOEHLECKE et al., 2015; PORET et al., 2017).

Quando esse aumento estd relacionado a hipertrofia ocorre a liberagdo de
citocinas e quimiocinas inflamatorias, que irdo recrutar células fagocitarias como os
macrofagos. Esses macrofagos formardo uma estrutura semelhante a coroas (Crow-
like) que cercardo os adipdcitos, ocorrendo a liberagdo de mais citocinas
inflamatérias pelos macréfagos (MOEHLECKE et al., 2015; PORET et al., 2017).

Na Figura 2.1 observa-se que o TAB em estado normal, possui funcdes de
regulacdo metabdlica e apresenta um perfil anti-inflamatério, devido a presenca de
macrofagos de fenodtipo tipo 2 (M2) que secretam citocinas anti-inflamatorias
(BALISTRERI, 2010).

Os macréfagos podem ser divididos em dois tipos essas variagdes ocorrem
de acordo com a via de ativacdo de cada um, sendo assim temos o0 que Sao
designados de ativacao classica tipo M1 podendo ser induzidos por interferon-gama
(INF-Y) e lipoproteina lipase (LPL) e de ativacdo alternada tipo M2 podendo ser
induzidos pela interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13), como € demonstrado na
figura 2 (MRAZ; HALUZIK, 2014).

Figura 2.1 - Tipos de macréfagos no tecido adiposo e citocinas anti-inflamatérias e pré-inflamatérias
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Fonte: Adapatado de Claria et al., 2011.
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Nos individuos magros, o tecido adiposo possui macréfagos residentes,
essencialmente de via de sinalizacao tipo M2, que se encontram préximos e até
entre os adipdcitos, possuem como funcdo armazenar lipidios e sintetizar citocinas
anti-inflamatérias e antigenos M2, tal como o CD206 (receptor manose). Algumas
citocinas também estdo envolvidas nestes processos como a arginase (enzima que
inibe a atividade do 6xido nitrico, INOS), a interleucina-10 (IL-10) e o antagonista do
receptor interleucina-1 (IL-1Ra) (MRAZ; HALUZI, 2014).

O tecido adiposo aumenta devido ao seu aumento progressivo das ceélulas
adiposas, que pode ser por aumento de numero delas ou tamanho, bem como o
aumento do nuamero de macrdfagos. Nos individuos obesos existe um aumento da
expressao de diversos antigenos pro-inflamatérios dentre eles temos os marcadores
de leucdcitos F4/80, CD11b e CD11c. As funcdes dos leucécitos sdo moduladas
pelas integrinas B2, incluindo a integrina CD11b / CD18 altamente abundante
(também conhecida como Mac-1 e CR3), encontra-se presente em uma
conformacao inativa nos leucdécitos circulantes, mas € rapidamente ativado para
mediar a adesdo, migracdo e acumulo de leucdcitos nos locais de inflamacéo
elevando a producédo de citocinas pré-inflamatdérias, incluindo o TNF-a, IL-6 e 6xido
nitrico sintetase 2 (enzima que forma oOxido nitrico, NOS2) isso € resultado da
substituicdo dos macréfagos M2 para M1 (CLARIA et al., 2011).

Figura 2.2 - Recrutadores infamatérios relacionados ao sistema imune inata e adaptativa envolvidos
na obesidade.
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22

A troca das formas de adipOcitos ndo estd ligada a transformacdo dos
macrofagos M2 residentes, mas sim alta quantidade de mondcitos em circulacdo e a
sua diferenciacdo em macréfagos do tipo M1 (BALISTRERI, 2010; MRAZ; HALUZIK,
2014).

Em individuos obesos como ocorre a expansao progressiva das células
adiposas ha a ocorréncia de um estado inflamado. As células produzem estruturas
semelhantes a uma coroa as quais apresentam niveis circulantes mais elevados de
triglicerideos, tudo isso ocorre porque ha uma elevada expressdo de citocinas proé-
inflamatoérias produzidas pelos macréfagos de fendétipo tipo 1 (M1) que atuam para
ocorra aumento das células tornando o individuo obesos suscetivel a doencas como
a sindrome metabdlica e o surgimento de Diabetes Melittus Tipo Il (FARB et al.,
2011; RAMOS-NINO, 2013).

Figura 2.3 — Modificagdes adipdcitos normais e alterados
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Fonte: Adaptado de Catalan, 2013.

Os mecanismos especificos que realizam a ativacdo dos macréfagos no
momento ndo sao completamente esclarecidos sabe-se ha participacdo dos
complexos integrinas e também ha participacdo de quimiocinas liberadas do tecido
adiposo, sejam as responsaveis pelo recrutamento, retencdo e ativagdo dos

macrofagos precursores (mondcitos). A proteina quimioatrativa de mondcitos-1
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(MCP-1) é considerada um importante mediador no recrutamento de mondcitos
ligando-se ao receptor CCR2 no adipdcito estimulando a sua migracdo (MRAZ;
HALUZIK, 2014).

Quando ha um bloqueio nestes receptores ocorre uma reducao da infiltracdo
de macréfagos em obesos, provocando reducdo das citocinas inflamatérios e maior
sinalizacdo de insulina, desta forma, reduzindo os efeitos da resisténcia a insulina,
bem como regressao da sindrome metabdlica (OSBORN; OLFSKY, 2012).

2.2. VITAMINA D E OBESIDADE

No intuito de se compreender os mecanismos envolvidos no desenvolvimento
da obesidade o pesquisador Blumberg e colaboradores (2006) evidenciou que a
obesidade esta associada aos baixos niveis circulantes de vitamina D e esta
interligada a regulando e ativacdo da proliferacdo de adipdcitos bem como regulando
a lipdlise dessas células.

Como a obesidade est4d associada a expansdao do tecido adiposo que
aumenta devido ao desequilibrio energético e também por via de ativacdo de
inflamacédo faz—se necessario compreender a atividade do tecido, sendo esse
tratado como ponto chave.

O sistema hormonal da vitamina D esta envolvido na regulacdo da
homeostase do calcio e do metabolismo ésseo, mas potencialmente também tem
funcdes no metabolismo extra mineral através da ativacdo de receptores extrar-
renais de vitamina D (RVD); e ao longo da ultima década tem crescido muito o
interesse no potencial terapéutico da vitamina D.

Na natureza, a vitamina D pode ser obtida de duas formas - ingestdo ou
sintese enddgena induzida por luz solar na pele (Figura 2.4). Os seres humanos
derivam a vitamina D principalmente a partir da exposicédo da pele a luz solar e, em
menor quantidade, a partir da dieta e suplementos alimentares (CASTRO,
2011). Poucos alimentos possuem essa vitamina em sua composi¢cao, sendo assim
€ necessaria uma fonte secundaria para ingesta da mesma. Na auséncia de
exposicdo diaria a luz solar, ou com o uso de filtros solares, esta deficiéncia sera
ainda maior. A radiagdo solar ultravioleta B converte a isoforma de 7-
dehidrocolesterol na epiderme em pré-vitamina D3, que é imediatamente convertida
em vitamina D3 biologicamente inativa em processo dependente de calor (PETERS;
MARTINI, 2014).



24

Figura 2.4 - Fontes e metabolismo da vitamina D
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O termo vitamina D engloba um grupo de moléculas secosteroides derivadas
do 7-deidrocolesterol (7-DHC) interligadas através de uma cascata de reacfes
fotoliticas e enziméticas que acontecem em células de diferentes tecidos. Sob essa
denominacédo ampla abrangem-se tanto o metabdlito ativo (1a,25-diidroxi-vitamina D
ou calcitriol) como seus precursores (entre eles a vitamina D3 ou colecalciferol,
vitamina D2 ou ergosterol e a 25-hidroxivitamina D ou calcidiol) e os produtos de
degradacdo, os quais ainda podem manter alguma atividade metabdlica
(GANGLOFF et al., 2016). Esse sistema é formado pelas varias moléculas que

compdem o grupo vitamina D, sua proteina carreadora (DBP, vitamin D binding
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protein), seu receptor (VDR, vitamin D receptor) e pelas diversas enzimas que
participam da cascata de reagbes de ativacdo e inativacdo (INDA FILHO;
MELAMED, 2013).

Como a vitamina D é amplamente extensa e possui Seus precursores
biologicamente inertes necessita ser convertida para o hormonio ativo para ser
capaz de exercer uma influéncia bioldgica com impacto sobre o metabolismo mineral
e outras funcdes fisiologicas (PEIXOTO et al., 2012). A vitamina D € transportada no
sangue atraves da proteina de ligacdo da vitamina D (PLD) para o figado. No figado,
a vitamina D € hidroxilada na posicdo C-25 por uma ou mais hidroxilases 25 de
vitamina D do citocromo P450, o que resulta na formacdo de 25(OH)D. A 25-
hidroxivitamina D é a principal forma de armazenamento de vitamina D (Holick,
2016). No tdbulo renal proximal (TRP), a enzima 1l-a-hidroxilase catalisa a
hidroxilagao de 25(OH)D (Figura 1) na posigéo do carbono 1 do anel A, resultante na
forma hormonalmente ativa da vitamina D, a 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH).D).
Também chamado calcitriol, esta é a forma biologicamente ativa da vitamina D, que
age sobre os receptores em diferentes 6rgaos alvo (CASTRO., 2011; INDA FILHO;
MELAMED, 2013).

No tdbulo renal proximal (TRP), a enzima 1-a-hidroxilase catalisa a
hidroxilagao de 25(OH)D (Figura 4) na posigéo do carbono 1 do anel A, resultante na
forma hormonalmente ativa da vitamina D, a 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(0OH)2
D). Também chamado calcitriol, esta é a forma biologicamente ativa da vitamina D,
que age sobre os receptores em diferentes 6rgdos alvo. A sintese renal de
1,25(0OH)D2 é uma etapa fortemente regulada, dada a sua potente atividade na
homeostase do célcio (Figura 2.4). O calcio na dieta pode regular vitamina D
diretamente através de mudancas nos niveis séricos de calcio e, indiretamente,
alterando os niveis de hormonio da paratiredide (PTH). A 1-a-hidroxilase pode ser
suprimida por outros fatores, tais como fosforo e acidose metabdlica crénica. No
entanto, elevados niveis de calcio em circulacdo e fator de crescimento de
fibroblastos-23 (FGF-23) sdo capazes de suprimir diretamente a atividade da 1-a-
hidroxilase renal, através da regulacdo da transcricdo do gene da hidroxilase-a, e
indiretamente através da supressdo de PTH através de mudancas mediadas por
AMPc (CASTRO, 2011; FANTUZZI, 2005). O FGF-23 é um horménio produzido
pelos osteécitos e € um horménio circulante critico envolvido no metabolismo do
fosfato (GANGLOFF et al., 2016)
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2.2.1 Vitamina D e atividade extra-0ssea

Atualmente sabe-se por meio de estudos realizados da acédo da vitamina D
fora da sua funcéo inicial que é a regulacdo do calcio e fésforo. Ha evidéncias da
expressdo de 1-a-hidroxilase em tecidos e 6rgdos que ndo 0s rins. Sugerem,
portanto que a 1,25(0OH)2 D exerce uma vasta gama de ac¢des nada classicas, em
sistemas como a modulagéo do sistema imune, a regulacéo da diferenciacao celular,
a morte celular programada, a inibicdo do crescimento celular, o controle do sistema
nervoso central, regulacdo da hipertrofia de cardiomidcitos, a regulacédo da secrecéo
de insulina e de regulacdo da pressdo sanguinea através do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (FARHANGI et al., 2017; LIU et al, 2006;
SIGMUNDSDOTTIR et al 2007).

A vitamina D também encontra-se envolvida nos processos de atividade da
sintese de &cido graxo em adipécitos recém-diferenciados (Kong; Li, 2006;
Blumberg, et al., 2006). E provavel que a 1,25(0H)2 D seja produzida localmente
nestes locais para mediar os efeitos bioldgicos locais no ambiente celular (INDA
FILHO; MELAMED, 2013,).

Como ha participagdo da vitamina D sobre o tecido adiposo de forma em que
h& intervencdo da mesma existem algumas relacdes ja compreendidas das

possiveis relacdes existentes entre o TAB e 0s niveis de vitamina D, sdo essas:

“l. Os baixos niveis da 25 (OH) D e obesidade sdo prevalentes e
coexistentes e estao associados a varias doencas.

2. O tecido adiposo visceral (TAV) é o compartimento de gordura que tem o
maior impacto em niveis de 25 (OH) D.

3. Os valores menores de 25 (OH) D pode ser um biomarcador do
metabolismo relacionado a obesidade abdominal.

4. Niveis de 25 (OH) D aumentam espontaneamente com a perda de
adiposidade” (GANGLOFF et al., 2016) .

Entendendo como o excesso de adiposidade leva a baixos niveis da vitamina
D é importante para programar intervencdes para reabastecer os niveis de vitamina
D em obesos individuos. Varios mecanismos foram propostos para explicar como a
obesidade leva a diminuicdo da circulagéo niveis de 25 (OH) D. Esses mecanismos

incluem estigma, sequestro, diluicdo volumétrica e contribuintes metabdlicos (LI et
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al., 2001; SHI et al., 2001; WILIS., 2012). Esses mecanismos podem ou agir
sozinho, mas mais provavelmente ocorrem simultaneamente e sinergicamente no
individuo obeso (GILABERTE et al., 2011; GANGLOFF et al., 2016).

Em estudo desenvolvido por Nimitphong et al (2012) em células in vitro de
pré-adipocitos murinos 3T3-Li descobriram que o metabolismo local da vitamina D
no tecido adiposo pode regular a conversdo de pré-adipécitos em adipocitos e,
portanto, apoiar a remodelacdo saudavel de humanos tecido adiposo.

E o processo inverso ocorre se houver alteragcbes no metabolismo de
adipdcitos, esses podem acabam super expressando o receptor para vitamina D
(RVD), como consequéncia secundéaria hd o surgimento da obesidade devido ao
preenchimento de lipidios (NIMITPHONG et al., 2012).

Recentemente em outro estudo sobre a relagdo entre obesidade e vitamina D
evidenciou os efeitos da expressdao de 1a-hidroxilase, houve aumento dessa
proteina no tecido adiposo de animais obesos, o que indica maior producdo de a
forma ativa da vitamina D nos adipécitos. Quando houve essa expressao da proteina
1a-hidroxilase acarretou no aumento de proteinas desacopladoras (UCPs) no TAM
induzindo a B-oxidacdo de acidos graxos, proporcionando reducdo na proliferacéo
dos adipdcitos (NOBRE et al.,, 2016). Da mesma forma, Akutsu et al. (2001)
relataram em seu trabalho que a suplementagédo com colecalciferol juntamente com
o célcio altera o0 metabolismo energético .

Essas descobertas suportam a nocdo de que o tecido adiposo nao soé
armazenar passivamente vitamina D, mas que também tem o capacidade de
modular dinamicamente a metabolizagdo da vitamina D enzimas durante a
obesidade e perda de peso (PARK; PARK; HAN., 2015).

Dentre as ferramentas ndo farmacolbégicas para a prevencdo e combate a
obesidade esta o exercicio fisico, por ser uma estratégia eficaz e de baixo risco a
saude.

Por exercer acdo sobre o tecido muscular estriado esquelético, o exercicio
fisico € um dos fatores externos de grande importancia na alteracdo neste tecido,
inclui também a dindmica para 0ssos, e tenddes.

A tensdo gerada pela contracdo muscular durante o exercicio fisico €&
transmitida até a célula promovendo adaptacdes simultdneas e remodelamento das

células muscular resultando na hipertrofia da mesma, no entanto para tal resultado é
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necessario que o tecido conjuntivo que circunda as fibras musculares aumenta
assim como os tenddes que estédo envolvidos no processo (CHOI et al., 2013)

O treinamento fisico compreende respostas fisiolégicas e adaptaces
funcionais que sdo necesséarias para melhorar a resisténcia muscular, forca,
poténcia e velocidade, levando a maior toleréncia a atividade fisica (SILVA JR.
2017). O exercicio aerébico como, por exemplo, a natacdo, em um tempo de 10 & 40
minutos, com uma intensidade de moderada a intensa, aumenta a captacdo de
oxigénio para os musculos (MIENALTOWSKI; BIRK, 2014). Fato interessante, pois
atualmente tém sido considerado exercicio de baixo impacto aos tendbes e
cartilagem, mas de grande valia como tratamento para a obesidade como atuante
nao-farmacoldgico para auxilio de doencas como cardiopatias, diabetes, sindrome
metabdlica além de combate a obesidade (CHOI et al., 2013).

Tem sido relatado, para esse modelo de treinamento, maior transporte de
glicose, elevacdo dos estoques de glicogénio, maior oxidacdo de &cidos graxos de
cadeia longa e aumento da capacidade de transporte do lactato da fibra muscular
para a circulagdo sanguinea em musculos adaptados (KRAMER; GOODYEAR,
2007).

Dessa forma o exercicio fisico funciona como uma importante ferramenta no
combate e prevencao do desenvolvimento da obesidade através de suas acdes no

tecido adiposo e no sistema nervoso central.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a influéncia da suplementagdo de vitamina D3 associado ao
exercicio fisico sobre os parametros biométricos, metabdlicos na vida

adulta de animais submetidos a dieta de cafeteria.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Verificar o efeito da vitamina D e do exercicio de maneiras isoladas e
combinadas sobre o peso corporal;

e Analisar o consumo alimentar e caldrico dos animais em diferentes
periodos;

e Constatar as diferencas do peso absoluto das gorduras corporais em
animais submetidos a diferentes protocolos de tratamento de forma
isolada e combinada ;

e Mensurar 0s parametros bioquimicos do sangue: colesterol total,
triglicerideos, glicemia calcio, TNF-alfa e leptina em animais tratados com
vitamina D e animais exercitados associados a suplementacao de vitamina
D.
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ABSTRACT: In the present study, we analyzed morphological and metabolic
alterations in rats supllementacion of vitamin D3z and their consequences to diet
on following an inadequate diet. To evaluate the effect of vitamin D3 supplementation
on obesity in rats maintained on a diet rich in carbohydrats. Wistar rats were obtained
from in the State University of Ponta Grossa (protocol submitted to the CEUA,
number 030/2017). At 21 days of age, the animals were randomly divided into 4
groups (n = 12). One group was designated as CONTROL and received commercial
fed throughout the procedure; another group, denominated OBESE, received a diet
consisting of processed foods. Two other groups received either the control or the
processed food diets were supplemented with 800 IU / day Vitamin D3, from 60 days
to 90 days of age. The diet of the cafeteria caused an increase in the abdominal
circumference in the OBESO group, along with this data we have the white fat stores
indicating an increase in them for the OBESO group besides presenting higher
values of final body weight and reading index, all attributed as parameters of
indication of obesity. Vitamin D supplementation reduced the final body weight of the
OBESE group (p=0.0006),
there were also reduction in fat stores was also associated with vitamin D
supplementation in OBESE rats, suggesting an ability to prevent obesity (p= 0.0001).
In the present study, it was verified the lipid profile, in the group OBESO+VIT D
animals presented decreased circulating LDL cholesterol and increased HDL
cholesterol (p<0.0001), indicating action of vitamin D on the lipidic profile (p<0.0001).
The diet of the refectory promoted increased cytokines as measured in this study
was TNF-a. Animals from the OBESO+VIT D3 group presented a reduction in this
paramater evaluated. The levels of leptin were also elevated in the group OBESE,
already in the group OBESE+VITD3 supplementation led to a reduction in the serum
concentration of this hormone. Vitamin D3 supplementation has an effective
therapeutic potential based on the present study data, is also effective in delaying the
development of the disease, and has an important potential for further studies.

Key words: obesity; cafeteria diet; metabolic syndrome; hypocalcemia; Vitamin d
supplementation
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5.1. INTRODUCTION

Obesity is considered to be a worldwide syndrome and has demonstrated an
alarming growth in recent decades. This is a complex disease with a multifactorial
etiology that is associated with the risk of premature death due to several associated
clinical conditions, such as cardiovascular and metabolic changes. The increase in
the prevalence of obsesity has attracted the attention of health professionals and
researchers in the area (BELEGRI et al., 2018). Many population studies have shown
that excess adipose tissue, especially in the abdominal region, is closely related to
the risk of cardiovascular complications, such as the development of coronary artery
diseases and arterial hypertension (MOEHLECKE et al., 2015).

Increases in adipose tissue have been related to vitamin D deficiency;
evidence demonstrates associated vitamin D deficiency in obese individuals,
however the mechanisms involved in this relationship have not been clarified
(BLUMBERG et al, 2006; NIMITPHONG et al., 2012). Vitamin D is well known for its
action on bone tissue and the normal maintenance of calcium and phosphorus in the
body. In humans, the main source of vitamin D is cutaneous synthesis, and the
remainder is obtained by means of nutrition and use of supplements
(SHANMUGALINGAM et al., 2014; VINH QUSC LUONG; NGUYEN, 2013). One
hypothesis for the low levels of vitamin D in obese individuals is that the local
production of 1, 25 (OH) 2D 25- hydroxyvitamin D [25 (OH) D], catalyzed by la-
hydroxylase or CYP27B1, may be diminished by unknown factors that reduce the
concentrations of this substance. Another hypothesis that may explain low levels of
vitamin D3 in obese individuals is that their higher body fat content may act as a
reservoir for vitamin D, due to its liposolubility, sequestering this vitamin and reducing
its bioavilability (BLUM et al., 2008; BARCHETTA et al., 2013).

A worrying factor regarding the bioavailability of the prohormone of vitamin D
is that a positive feedback is triggered in the hypothalamus, hampering increases in
energy, and resulting in the increase of the hunger sensation and the reduced energy
expenditure contributing further to obesity (NI; SMOGORZEWSKI; MASSRY, 1994;
CUNHA et al., 2015).

Vitamin D supplementation may be important for controlling body weight and
improving glycemic and calcium homeostasis, PTH, phosphorus and other endocrine

actions related to vitamin D3. ltaly’s study shows the benefits of vitamin D
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supplementation. Individuals supplemented with doses of 100 or 50 thousand IU
vitamin D presented reduced fat stores (WAMBERG et al., 2013). Supplementation
may be an important tool for reducing the metabolic and morphometric profiles of
obesity. Therefore, the objective of this study was to verify the effect of vitamin D3

supplementation on obesity in rats maintained on a cafeteria diet.

5. 2. MATERIALS AND METHODS

5. 2.1 Experimental animals and ethical approvals

Rats of the Rattus norvegicus species of the Wistar lineage were used in this
experimental study. The study was previously evaluated and approved by the
Committee for Ethics in Animal Experimentation (CEUA #030/2017), of the State
University of Ponta Grossa (UEPG), in accordance with animal welfare act
guidelines. The animals were obtained from the central animal house of the State
University of Ponta Grossa at 21 days of life. Animals were housed in standard cages
at 21°C on a 12-hour light, 12 hour-dark cycle.

The procedures and methods performed with the animals were followed by the
ARRIVE Guidelines and the procedures for the euthanasia of animals followed the

norms of the American Veterinary Medical Association's Guidelines on Euthanasia.

5. 2.2 Experimental design

On the 21st day of age, the animals were placed in separate cages,
maintaining 3 animals per cage (Gomes et al., 2012). Animals were randomly divided
into two groups: Control (n=22); animals that received commercial ration and water:
and Obese (n=24); animals that received a cafeteria diet in which they consumed
foods rich in simple carbohydrates (Table 1). At 60 days of age, the animals were
divided again in more two groups , vitamin D3 supplementation (+Vit D3) or not
supplementation D3 (-Vit D3). As such, four groups were formed: Obese without
vitamin D3 supplementation, Control without supplementation, Obese + Vitamin D3

and Control + Vitamin D3.
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5.2.3 Standard diet

A standard diet was offered ad libitum every day to the control group. The diet
consisted of chow and water, according to the AIN-93 recommendations; the Nuvilab
CR-1 chow (NUVITAL, Brazil) used contained 55% carbohydrates, 22% proteins,
4.5% lipids, and a total of 2.95 Kcal/g (information provided by the manufacturer).

5.2.4 Cafeteria diet

The cafeteria diet (CAF) resembles the human diet because it provides foods with a
nutritional variety, high palatability and high-calorie content, reflecting the main
obesogenic characteristics of the human diet (BORTOLIN et al., 2018). The cafeteria
diet was offered daily, ad libitum, to the obese group and the diet’'s contents were
grouped into three distinct combinations that were alternately offered (A, B and C,
see Table 1), composed of fresh foods, soda, standard chow and water. Food
combinations were offered on alternate days to provide daily variation. All foods were
arranged on the grid of the residence cage. The food consumption of the animals
was calculated on alternate days, at the same time of day, by subtracting the weight
of the remaining food on the grid from the initial food weight. The animals were

weighed 3 times a week, starting at 21 days of age until the date of sacrifice at 91

days of life.
Table 5.1 Menu of supply of hypercaloric foods.
(to be continued)
MENU A
FOOD Amount Calories Carbohydrate Protein Fat Sodium
9) (kcal) (9) 9) ) (Mg)
STANDARD CHOW 1 2.95 0.55 0.22 0.04 0.00
CHEESE-FLAVOR 1 3.92 0.72 0.08 0.09 12.3
SNACK
CHOCOLATE WAFER 1 5.56 0.63 0.03 0.51 0.76
COKE SODA 1 0.42 0.11 0.00 0.00 0.05
MENU B
STANDARD CHOW 1 2.95 0.55 0.22 0.04 0.00
MARSHMALLOW 1 3.35 0.82 0.04 0.00 0.25
HAM 1 1.85 0.07 0.13 0.16 11.7
COKE SODA 1 0.42 0.11 0.00 0.00 0.05
MENU C
STANDARD CHOW 1 2.95 0.55 0.22 0.04 0.00
SNACK FLAVOR 1 5.08 0.521 0.08 0.29 6.40

BACON
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Table 5.1 Menu of supply of hypercaloric foods.

(conclusion)

Food Amount  Calories Carbohydrate Protein Fat Sodium
9) (kcal) 9) ) 9) (Mg)
CRACKER 1 4.30 0.73 0.07 0.12 4.33
COKE SODA 1 0.42 0.11 0.00 0.00 0.05
Total 12 34.17 5.47 1.2 1.29 24.86

Source: Based on data provided by the authors

5.2.5 Vitamin D3 administration

Vitamin D3 (800 IU / day) was diluted in canola oil, as this substance has a low
saturated fat content and a high content of polyunsaturated fats, composed
predominantly of oleic acid, with a content of 58% (comparable to olive oil) and 10%
linolenic acid (comparable to that found in soybean oil) (NELSON & COX, 2014).

Supplementation occurred from 60 to 90 days of life of the animals.

5.2.6 Obesity and euthanasia

To evaluate obesity onset, 91-day-old rats were euthanized by decapitation.
The euthanasia method used was guillotine decapitation, the use of anesthesic
changes the glycemic profile (De Oliveira et al. 2013) and to perform this work the
glycemic data are relevant. Periepididymal fat pads, retroperitoneal fat pads and
mesenteric fat pads were removed, washed, and weighed to estimate obesity.

5.2.7 Biometric parameters

Naso-anal length (cm) was measured and tissues and organs were removed
immediately after euthanasia. The naso-anal lengths and body weights were used to
calculate the Lee Index (body weight [g]1/3/ naso-anal length [cm] x 1000), which is
an indicator of obesity in rodents.
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5.2.8 Serum analysis

After euthanasia, blood was collected in sterile tubes and immediately
centrifuged. Plasma samples obtained from centrifugation were used for biochemical
measurements of glucose, triglycerides, total cholesterol, calcium by enzymatic
colorimetric methods.

The measurements of TNF-a and leptin were dosed for method Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), the according to manufacturer’s protocol.
Measurement for cytocine TNF-a was preprotech© kit (catalog 900-k73 Lot:
0414073) and adipokine leptin used preprotech© kit (catalog 900-k76 Lot:
06080706).The plate reading occurred in apparatus Bio-Plex Systemn at reading at
a wavelength of 405-650.

5.2.9 Statistical analysis

Initially, results were submitted to the Kolmogorov-Smirnove normality test.
For parametric data, in the curve evolucion consuming utilized of test parametic
ANOVA one-way and other parameters the two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Tukey post-hoc test was carried out for multiple comparisons among
groups. All results are presented as means + standard errors of mean (SEM); p<0.05
was considered as statistically significant. Graph pad Prism version 7.00 for windows
was employed for analyses (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

We also used the “R” program for analysis the Principal Component Analysis
(PCA) as a multivariate statistical method. It analyzes consecutively, matrices of
variance-covariance and correlations also determination of eigenvalues and
eigenvectors of these matrices. We performed main component analysis (PCA) for
four highly correlated obesity phenotypes (body mass index [BMI], fat stocks,

metabolic profile leptin concentration and citocine TNF-a).

5.3 RESULTS

5.3.1 Morphological analysis

Two-way ANOVA showed that there was interaction between treatment and
obesity for variable body weight [F (1,40) = 6.34 p = 0.0159]. Tukey's post-test

showed that the animals fed on a cafeteria diet presented increased body weight [F
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(1,40) = 6.663 p = 0.0136]. Obese animals had a weight gain of 14.53% greater than
control animals and the cafeteria diet resulted in an increased waist circumference [F
(1, 39) = 12.1 P = 0.0013], while Figure 1B showed that there was no difference in
waist circumference in animals supplemented with vitamin D [F (1, 39) = 4.129 P =
0.0490, ANOVA|.

Figure 1C shows the Lee Index of animals, two-way ANOVA showed an
interaction between obesity and treatment [F (1, 39) = 23.23 P <0.0001], where
Tukey's post test showed that the vitamin D supplementation promoted a reduction in
the Lee index in the obese group [F (1, 39) = 9.756 P = 0.0034].

Figure 5.1- Effect of supplementation with Vitamin D3 on animals fed on a hypercaloric diet
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5.3.2 Food consumption in animals

Figure 2A shows the feeding curves for the animals during 13 weeks; one-way
ANOVA followed by the Sidak post test demonstrated significant differences in food
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ingestion in the obese animals (p <0.0001), as also shown by the area under the
curve (AUC). Figure 2B presents the analysis of the effects of vitamin D
supplementation during the 6th to 10th weeks; significant differences were observed
between the control groups without treatment and the obese animals treated, or not,
with vitamin D, where an increase in food intake was observed for obese animals (p
<0.0001). There was no reduction in dietary intake for the control or obese animals

when they were supplemented with vitamin D (Figure 2).

Figure 5.2- Effect of vitamin D supplementation on the amount of food ingested
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Subtitle: Parameter analyzed: Food intake during the 10-week treatment period. AUC = area under
the curve in the control, control + Vit D, Obese and Obese + Vit D3 groups. Values are expressed as
means = SEM. The amount of food consumed daily by the animals was calculated by the formula:
amount of food placed - remaining quantity of food in the grid) / number of days / number of animals in
the box. The area under the curve of food ingested was also calculated during the period. The symbol
(****) indicates significant difference, p <0.0001; by two-way ANOVA with post-test of Tukey
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5.3.3 Morphometric parameters of obesity: fat stocks

Figure 3A shows the mesenteric fat stocks of rats as percentages of body
weight. Two-way ANOVA showed an interaction between these parameters [F (1, 31)
= 4.909 P = 0.0342]. The post test showed that the cafeteria diet animals presented
an increase in mesenteric fat content of approximately 2.5-fold, in relation to the
control group [F (1,31) = 22.11, P <0.0001]. However, vitamin D supplementation
was effective in reducing this fat stock by 59% [F (1,31) = 6.342, P = 0.0172]. The
retroperitoneal fat stores were also evaluated and two-way ANOVA showed an
interaction between obesity and fat stores [F (1, 36) = 9.666 P = 0.0037]. The post
test showed that there is an influence of the obesity factor [F (1, 36) = 86.53 P
<0.0001].

Figure 5.3 - Effect of Vitamin D supplementation on WAT and BAT fat stocks
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Subtitle: (A) Mesenteric WAT, (B) Retroperitoneal WAT, (C) Perigonadal WAT, (D) Interescapular
adipose tissue BAT. Values are expressed as means + SEM; the scale used was based on the
proportion of the value in grams of the fat stocks (g)/100 g body weight of the animal the symbol *, **,
**x *xxx indication difference, p <0.0001; two-way ANOVA with post-Tukey test.
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Two-way ANOVA showed an interaction between the periepididimal fat stocks
and obesity [F (1, 39) = 20.04 P <0.0001]. Vitamin D supplementation resulted in a
reduction in the fat stores in the obese animals [F (1, 39) = 78.41 P <0.0001], as
observed in Figure 3C. Figure 3D shows the brown fat stocks of animals; a significant
increase in the relative weight of brown fat stocks was observed in obese animals
treated with vitamin D.

5.3.4 Vitamin d supplementation influences serum

Figure 4 shows the serum glucose, triglycerides and calcium levels for rats.
Figure 4A shows that there were no statistical differences in fasting blood glucose
between the groups. Vitamin D supplementation caused a reduction in serum
triglyceride levels for both the control and obese groups (Figure 4B), where two-way
ANOVA showed that only vitamin D supplementation was a significant factor [F (1,
40) = 18.61] P = 0.0001. The Tukey post test showed that vitamin D supplementation
reduced serum triglyceride levels in the control group (p= 0.0081) and in the obese
group (p = 0.0472). Serum calcium data are shown in Figure 4C. Only the treatment
factor influenced results ([F (1, 30) = 19.38] P = 0.0001). The control group, when
supplemented with vitamin D, presented a significant increase in serum calcium
levels (p = 0.0220). When the obese group was submitted to supplementation, we

also observed a slight increase in serum calcium levels (p = 0.0179).
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Figure 5.4 - Effect of vitamin D supplementation on the biochemical parameters in control and obese

rats
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Subtitle: (A) Fasting blood glucose concentration; (B) blood triglycerides concentration ; (C) serum
calcium concentration. Data represent means + SEM. The symbol (*) indicates a significant difference,
p=0.0296; the symbol (**) indicates significant difference, p=0.0033; two-way ANOVA test with Tukey
post-test.

Figure 5 depicts the lipid profile of the control and obese animals submitted to
vitamin D supplementation. Two-way ANOVA showed that there was no interaction
between the parameters of obesity and treatment [F (1, 30) = 1,179 (P=0.2863)].
Figure 5A shows that total cholesterol concentrations increased during vitamin D
supplementation in control animals (p = 0.0003) and in obese animals (p = 0.0446),
where two-way ANOVA demonstrated interference of the treatment variable in the
observed results [ F (1.39) = 26.27 (P <0.0001)].

Verifying the type of cholesterol modified, a significant increase in HDL
cholesterol was found in the control group treated with vitamin D, in relation to the
non-supplemented control group (P = 0.0241). Figure 5B. With regard to LDL

cholesterol, obese animals treated with vitamin D presented a significant decrease in
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LDL cholesterol, when compared to non-supplemented obese animals (P =0.0008)
Figure 5C.

Figure 5.5 - Effect of vitamin D supplementation on the lipid profile in control and obese rats

5A

5B

> — 150~
—_ 150+ e
= [ CONTROL [ CONTROL
3 Bl OBESE B
g E B OBESE
= = 1004
§ 1004 o
2 2
2 8
S sod S 50
5 &
3 a
oo T r - 0-

) ES > &3
& & «° &
‘ x . x
5C
1004 @ ————————— [ CONTROL

5 - Bl OBESE

o 04

2 8

B Gu.

s T

w

S 404

(=]

G

S 204

o

T o :

> >
Q
Y 4‘6—0

Subtitle: (A) Total Cholesterol, (B) HDL Cholesterol, (C) LDL Cholesterol. Data represent the
means + SEM. The symbol (*) indicates a significant difference, p=0.0296; the symbol (**)
indicates significant difference, p=0.0033; the symbol (***) indicates significant difference,
p=0.0009; the symbol (****) indicates significant difference, p <0.0001; two-way ANOVA with
Tukey post-test.

5.3.5 Inflammatory profile

Two-way ANOVA found no interaction between the treatment and obesity
variable for circulating tumor necrosis factor-a levels (TNF-a) [F (1, 34) = 3,31
(P=0.0777)]; however, obesity had an influence of 11% on TNF-a levels [F (1.68)
8.959 (p = 0.00381)], while supplementation reduced TNF-a by 12% in the samples
[F = (3.68) (p = <0.0001)]. Turkey’'s post-test showed that the pro-inflammatory
cytokine, TNF-?, was increased in the control and obese groups not submitted to

vitamin D supplementation. The non-supplemented obese group presented levels
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that were 42% higher than those of the other groups studied (p <0.0001). When
comparing animals submitted to vitamin D treatment, we found a reduction of 51% in

this index, both for control and obese rats (Figure 6A).

Figure 5.6 - Effect of vitamin D supplementation on inflammatory marker in animals obese e controls
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Subtitle: (A) plasma TNF-a (ng / dL). Values are expressed as means + SEM. The symbol (¥)
indicates significant difference, p=0.0296; the symbol (***) indicates significant difference, p= 0.0009;
the symbol; by two-way ANOVA with post-Tukey test.

5.3.6 Adipokine leptin

With regard to plasma leptin, two-way ANOVA showed an interaction between
the combination of the treatment and obesity variables [(F = 3.47 p <0.0001)]. The
combined variables had a 16% influence on the samples [F = (3.68) (p=<0.0001)].
Tukey's post-test showed that the control and obese animals presented significantly
higher levels of circulating serum leptin. Furthermore, non-supplemented obese
animals had the highest concentrations of serum leptin (p = 0.0008). In general,
animals that received vitamin D supplementation presented lower serum leptin
concentrations. When comparing non-supplemented OBESE animals with
supplemented OBESE animals, there was a reduction of 30% in serum leptin, and
this was also observed in the control animals, where a decrease of 23% in serum

leptin was observed in the supplemented group (Figure 7A).
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Figure 5.7- Effect of vitamin D supplementation on inflammatory marker in animals obese e controls
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Subtitle: (A) leptin (pg / mL). Values are expressed as means + SEM. The symbol (***) indicates
significant difference p= 0.0009; by two-way ANOVA with post-test Tukey.

5.3.7 Principal component analysis (PCA)

In our study, the hypothesis tested was whether or not the dietary patterns of
48 sample, as derived from multivariate analysis, were related to the components of
the metabolic syndrome. Specifically, using principal components analysis a given
set of food-variables was transformed into a reduced set of uncorrelated food
patterns (components). Then, using as dependent outcome the characteristics of the
syndrome (ie, triglyceride level, high-density lipoprotein [HDL] cholesterol level, and
waist circumference), the effect of the extracted food patterns was tested against the
aforementioned characteristics. Componentes principais independentes (PCl e
PC2). Principal components analysis extracted six components that explained the
50% of the total variation the scores for the the different groups of nutritional
patterns are represented by figure 8. the following components were derived: a
healthful food pattern (component 1) control - which loaded heavily on low-fat, (2)
obese- high glycemic index and high-fat pattern, (3); control vit D3- a pattern that is
characterized by the intake de suplementation the vitamin D association with
standard feed and (4) obese vit D3- characterized by hypercaloric foods intake

associated with vitamin D3 supplementation. animals of the obese group, according
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to PCA, are considered the most different group of the others in which the
association between the components as body weight, fat percentage, lipid and
metabolic index are related to the metabolic syndrome, being inversely correlated

with obese group vit D3 and vit D control (r = 0.73, P = 0.019). Data shown in figure

6.8.
Figure 5.8- The Association between Food Patterns and the Metabolic Syndrome Using

Principal Components Analysis (PCA
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Subtitle: Morphometric parameters analyzed: final body weight, waist circumference and Lee index.
Blood analyzed: concentration leptin , TNF-a, lipid profile and metabolic disorders. Groups: control,
obese, control vit D3, obese vit D3. Level of significance was 5%.



50

5.4. DISCUSSION

Metabolic homeostasis depends on mechanisms that control food intake and
energy expenditure, and both processes are regulated by hypothalamic neurons
(WANG et al., 2011). The habit of consuming as hyperlipidic or hypercaloric diets
can be associated with the development of obesity, in our data, final body weights,
Lee index, fat stocks demonstrate installation of obesity, because they present an
increase in these parameters compared to the control group corroborating with
Bortolin et al (2018), study in which it evidenced diet hypercaloric have the capacity
to manifest the phenotype of overweight and obesity in individuals because foods
have saturated long-chain fatty acids are considered the most harmful lipids, when
accumulated, and can damage the hypothalamus by binding to toll-like receptors
(TLR2 and TLR4) in the microglia, stimulating the production of pro-inflammatory
cytokines (TNF-a, IL-1 and IL-6) and the consequent destruction of the neurons,
compromising satiety and thermogenic control instincts (MILANSKI et al., 2009;
RADA et al., 2018). Substantial evidence exists to support an important role for the
TLRs in the pathogenesis of obesity. The expressions of TLR-2 and TLR-4 are
increased in the adipose tissue of patients with obesity and type 2 diabetes mellitus
(VINH QUAC LUONG; NGUYéN, 2013; RHEE et al., 2013). As such, a diet rich in
these fatty acids may cause an imbalance in the metabolic control of organisms
(BELEGRI et al., 2017).

Our study demonstrates that obese animals treated with daily doses of
vitamin D3 presented lower values of body weight and Lee index, as well as reduced
stocks of white fat. This may be due to an increase in energy expenditure, resulting
from the activation of thermogenesis by vitamin D (SHIU et al., 2001). In studies
similar to ours, vitamin D demonstrated effects on calcium levels, in turn increasing
lipolysis through the activation of uncoupling protein (UCP2), and modulating energy
metabolism in a shift from stored energy to energy expenditure. As a result,
lipogenesis and lipolysis are decreased and increased, respectively, due to the
activation of intracellular calcium (SHI et al., 2001; ZHU et al., 2013; FARHANGI et
al., 2016).

In relation to the metabolic profile, vitamin D supplementation did not change
the serum concentration of glucose, suggesting that high concentrations of insulin

may be present, similarly to observations in other studies (SISLEY et al.,, 2016;
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NAEMI et al., 2017). Vitamin D supplemented control animals presented increased
calcium levels, suggesting that different factors contribute to calcium metabolism.
Vitamin D generation occurs as a response to low calcium concentrations, so
increased calcium levels are observed when circulating levels of the pro-hormone of
vitamin D are high, in addition to increased fat oxidation, promoting apoptosis of fat
cells and reducing the absorption of lipids due to the formation of insoluble fatty acid-
calcium structures in the gut (SHI et al.,, 2001; NING et al., 2015). Additionally,
increases in serum calcium suppress the production of 1,25-dihydroxyvitamin D
(1,25- (OH) 2 D) levels, decreasing intracellular calcium influx. These changes
stimulate lipolysis and inhibit lipogenesis in the adipocyte (LI et al., 2008;
CORDEIRO; RAMALHO, 2017). Finally, calcium can modulate appetite control and
play a role in facilitating vitamin D supplementation-induced fat loss by acting
indirectly on calcium concentrations (CHANG; KIM, 2017).

With regard to the lipid profiles of the animals, total cholesterol increased in
those animals supplemented with vitamin D; the analysis of the types of cholesterol
revealed that HDL cholesterol was increased, while LDL cholesterol was decreased
by supplementation. Thus, in addition to the improvement in body weight and
reduction in fat stocks, the lipid profile was ameliorated in obese animals that were
given vitamin D. Major et al (2008) reported similar findings to our results in a study in
which humans received calcium supplementation, observing a reduction in LDL-
cholesterol concentration in individuals possible according to the study due to the
ability of this mineral (calcium) to increase the conversion of cholesterol to bile acids
and augmentation cholesterol excretion.

In addition, an increase in intracellular calcium in hepatocytes has been shown
to stimulate microsomal triacylglyceride transfer protein (MTP) a protein implicated in
the formation and secretion of VLDL (NING et al., 2015). Therefore, we suggest that
the increase in the hepatocellular calcium would also be inhibited, increasing the
intake of calcium, and, in turn, the VLDL-induced increases in triglycerides and LDL
cholesterol would be reduced, as observed herein (SHI et al., 2001; ZHU et al.,
2013).

Vitamin D supplementation also reduced pro-inflammatory circulating TNF-a
in both control and obese rats. An in vitro study found that vitamin D reduces the cell

surface expression of TLR-2 and TLR-4 on monocytes and macrophages in culture,
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through the activation of MKP-1, resulting in the subsequent reduction of TNF-a and
IL-6 production and inflammatory markers (LI et al., 2013).

Recently, a study investigating different diets, in association with vitamin D
supplementation, found that vitamin D has a neuroprotective and cardiac profile,
since the analogous forms of vitamin D, 1, 25 (OH) 2 D 3 and 25 (OH) D 3, inhibit
lipopolysaccharide-induced phosphorylation of p38, reducing TNF-a and monocyte
chemoattractant protein (MCP-1), demonstrating anti-inflammatory effects of vitamin
D (FARHANGI et al., 2017).

Additionally, vitamin D can interact with adiponectins and leptin, and under
certain circumstances can control the action of vitamin D in turn influencing
adipogenesis, and the conversion of 25 (OH) D to 1,25 (OH) 2 D, thereby increasing
the concentration of this prohormone (MATSUNUMA; HORIUCHI, 2007). Leptin
cytokine is secreted by white adipose tissue, and its concentration is related to the
amount of adipose tissue present. In our study, we observed a reduction in the
circulating levels of leptin in vitamin D supplemented animals, possibly due to the
effects of vitamin D on the peptide neuropeptide Y (NPY) / Agouti (AgRP) inhibition
system, through increased activation of neurons in the arcuate nucleus (ARC) of the
hypothalamus expressing pro-opiomelanocortin (POMC) (NOBRE et al.,, 2018).
Leptin also stimulates other anorexigenic peptides, such as corticotropin releasing
hormone (CRH) and CART, resulting in the metabolic effects of prolonged action and
reduction of food intake, and increasing energy expenditure (MOEHLECKE et al.,
2015). So, the reduction in adipose tissue showed decreade in leptin levels.

Based on the consideration of all the metabolic dysfunctions evaluated here,
ie, inflammation, fasting hyperleptinemia, fasting hyperglycemia, and dyslipidemia we
conclude that these obesity related disorders were induced with great efficiency in
rats fed a high calorie diet (SHRESTHA et al., 2015).

Based on the consideration of all the metabolic dysfunctions evaluated here,
ie, inflammation, fasting hyperleptinemia, fasting hyperglycemia, and dyslipidemia we
conclude that these obesity related disorders were induced with great efficiency in
rats fed a high calorie diet. Besides that, most of these risk markers share an
ongoing relationship. Large meta-analyzes do not end up confusing or the value of
some sample becomes devalued, in the estrageia of using all viable data to multi-
analysis using the main compontes simultaneously incorporates variable markers

used to measure a risk factor, is less dependent on the population distribution of the
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variable, and can be used to to characterize continuous risk factors. In conclusion,
obese animals without supplementation showed a greater relationship with these risk
factors than the other groups. Such evidence has already been studied by other
researchers such as Razak and collaborators (2007) who verified by means of PCA
nutritional standards in the world population what are the definitions for each
population. Already in another study carried out in Asia, they verified the foods that
provide the increase in adipose tissue as well as the relation between the risk factors,
in which they verified that industrialized and highly palatable foods have a greater
relation with increase of BMI as well as of metabolic and lipidic alterations
(SHRESTHA et al., 2015).

Thus concluding that animals without vitamin D supplementation associated
with an inadequate diet favor the onset of endocrine metabolic diseases and possibly
the appearance of aggravating clinical conditions. The treatment with vitamin D
seems to have encouraging effects on the parameters studies, are relevant data that
should be explored more in order to verify in a concrete way the pathways of

activation patra better understanding and understanding about the subject.

5.5 CONCLUSION

We, herein, show that vitamin D supplementation in obese and control animals
resulted in weight loss and reduction of fat stores, as well as improvements in the
metabolic and lipid profiles. Supplementation reduced LDL-cholesterol, a finding that
could be important for the prevention of heart diseases. Vitamin D presented anti-
inflammatory effects, in addition to its neuroprotective and cardiac effects, probably
due to the regulation of adipokines, such as leptin. Thus, our findings indicate that
vitamin D supplementation improves a number of pathophysiological mechanisms

associated with obesity, and may represent an important approach for this disorder.
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6. ARTIGO CIENTIFICO 2

Exercicio fisico associado a suplementacéo de vitamina D traz beneficio

a obesidade estudo realizado em animais com dieta hipercaldrica

Maiara Mikuska Cordeiro, Patricia Biscaia Bubna, Janaini Brunoski, Gilson César Nobre

Franco, Dionizia Xavier Scomparin

Resumo: A obesidade se caracteriza pelo acumulo de tecido adiposo no organismo
resultante do desequilibrio entre a ingestdo e gasto caldrico. Sendo assim, uma
forma de combater a obesidade é o exercicio fisico. Objetivo: Avaliar o efeito da
associacdo com vitamina D e exercicio fisico sobre a adiposidade de animais
obesos induzidos pela ingestdo de dieta de cafeteria. Método: Foram utilizados
ratos machos da linhagem Wistar, separados aleatoriamente em 3 grupos (n=12).
Um grupo foi designado como None- animais que nao realizaram nenhuma
intervencgdo terapéutica. Exercitado- animais que realizam exercicio fisico durante
todo o periodo de acompanhamento. Exercitados + vitamina D, em que juntamente
com os o exercicio fisico tiveram suplementacdo de vitamina D3. Dentro desses
grupos havia os animais chamados de CONTROLE, que receberam racao comercial
durante todo o procedimento e OBESOS receberam dieta constituida por alimentos
hipercaloricos. Os animais que receberam vitamina D durante o periodo de 60 aos
90 dias foram suplementados com doses diarias de 800 Ul. Todos os animais foram
submetidos ao exercicio fisico da natacao livre dos 21 dias aos 90 dias de vida.
Realizadas trés sessbes por semana por 15 minutos com carga extra de 5% do peso
corporal. O peso e consumo alimentar, perfil lipidico metabdlico e de inflamacao
foram avaliados durante 10 semanas. Resultados: A dieta de cafeteria provocou um
aumento nos estoques de gordura retroperitonial e perigonadal e mesentérica
elevando também os niveis séricos de TNF-a, todavia a suplementacdo com a
vitamina D3 reduziu esses indices, resultando na reducdo do perfil inflamatério e
indices menores de circulacéo de leptina, uma citocina secretada pelo proprio tecido
adiposo. A associacdo entre vitamina D3 e exercicio fisico provocou reducdo do
tecido adiposo branco. Também resultou no aumento do tecido adiposo marrom,
produz também um efeito de reducdo dos perfil lipidico e inflamatério, além de
provocar melhoras na concentracdo de leptina. Conclus&o: Com este trabalho
conclui-se que ha melhoras no desenvolvimento da obesidade em diferentes
biotipos como visto em animais conhecidos como controles e obesos, bem como
houve potencilizacdo da atuacdo das intervencdes terapéuticas utilizadas sendo
essas 0 exercicio fisico e a suplementacdo de vitamina D, ambos conseguem
atenuar as desordens metabdlicas que a obesidade causa.

Palavras-chave: obesidade, dieta hipercalorica, vitamina D3 exercicio fisico.
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6.1 INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos, a obesidade se tornou um fendémeno mundialmente
conhecido que afeta a vida de muitas pessoal, além de se tornar um dos mais
importantes problemas de saude publica afetando a qualidade de vida da populagéo
em geral. A obesidade ndo tem apenas um impacto psicolégico, mas também € um
importante fator de risco para outras doencas, isso porque, devido ao tecido adiposo
ser um orgao dindmico que secreta varios fatores, chamados de adipocinas. Eles
estdo relacionados, direta ou indiretamente, em processos que contribuem na
aterosclerose, hipertensdo arterial, resisténcia insulinica e diabetes tipo 2,
dislipidemias, ou seja, representam o elo entre adiposidade, sindrome metabdlica e
doencas cardiovasculares aumenta os custos de salde em paises de todas as
partes do mundo (HIGA et al., 2014; MANCINI et al., 2014).

Atualmente sabe-se que a obesidade esta ligada a diversos fatores que a
permeiam, a principal ocorréncia para tal instalacdo se da, por meio de uma
desregulacdo metabolica, em que ha aumento na reserva de energia em forma de
lipidios (triacilglicerdis), proteinas e carboidratos (glicogénio) (MOEHLECKE et al.,
2015).

Relacionado as comorbidades ocasionadas pela expansédo do tecido adiposo
devido a este fator h4 uma relacdo com os baixo nivel de vitamina D3, ao total
mundial estima-se que um bilhdo de pessoas no mundo possuam deficiéncia de
vitamina D3 ocasionadas a varios fatores, como exposi¢cdo solar insuficiente, uso
prolongado de roupas que cobrem totalmente o corpo, idade, e pelo baixo consumo
de alimentos que contenham ergocalciferol (isoforma da vitamina D)

Com o aumento das reservas energéticas o tecido adiposo aumenta de forma
excessiva resultado em instalacdo da obesidade. Na tentativa de retardar o
desenvolvimento da obesidade, varias alternativas tém sido amplamente estudada
pela comunidade cientifica.

Recentemente mostrou-se a relagdo entre obesidade e hipovitaminose D,
achados demonstram que individuos obesos apresentam reducdo na
biodisponibilidade de vitamina D devido ao aumento do tecido adiposo (BLUMBERG
et al., 2006). Foram formuladas algumas hipéteses para tais evidéncias e dentre as

mais aceitas seria um sequestro dessa vitamina pelo préprio tecido adiposo (SHI et
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al. 2001; BLUMBERG et al. 2006). Dessa forma uma suplementacdo com vitamina
D, poderia ser um passo para reestabelecer a homeostase de um organismo obeso.

Recentemente a comunidade cientifica vem estudando o papel da vitamina D
com um fator antiobesidade, entretanto ainda nédo existem dados conclusivos sobre
0 seu real papel. Neste sentido a existéncia de dados na literatura sobre a
associacdo de vitamina D e a pratica regular de exercicio fisico ainda sdo escassos
e inconclusivos.

Dessa forma o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da associacédo de
vitamina D com a pratica regular de exercicio fisico como a natacdo em animais

obesos obtidos pela ingestédo de dieta de hipercalorica

6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos com 21 dias de vida da linhagem Wistar,
alocados em caixas para roedores, com cama de maravalha, em condi¢cbes de
temperatura controlada de 21+ 2°C, com luminosidade em ciclo claro/escuro de 12
horas, alimentados com racdo comercial balanceada e agua potavel ad libitum. O
Estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, Protocolo nimero 030/2017.

6.2.2 Divisao dos grupos

Ao 21° dia de vida os animais foram dispostos em gaiolas separadas,
mantendo 3 animais por gaiola (GOMES et al, 2012), sendo assim divididos
aleatoriamente em 3 grupos: NONES animais que nao tiveram intervencdes
terapéuticas, neste caso sem exercicio fisico ou suplementacdo de vitamina D.
EXERCITADOS: Animais que realizam o exercicio precoce na idade de 21 dias até
0s 90 dias de vida. EXERCITADOS + VIT D: Animais que realizaram o0 exercicio
fisico e foram suplementados dos 60 dias até os 90 dias de vida com vitamina D3.
Dessa maneira dentro destes grupos foram subdividos em animais CONTROLE:
animais receberam racdo comercial e OBESO: animais que receberam dieta de

cafeteria. O fluxograma abaixo esquematiza a distribuicdo dos grupos experimentais.
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6.2.3 Suplementacao de vitamina D3

A Vitamina D3 (800 Ul/dia) foi diluida em 6leo de canola (1mL), considerando
gue sua composicdo possui baixa de gordura saturada e um alto teor de gorduras
poli-insaturadas composto predominantemente por acido oleico com teor de 58%
comparavel ao azeite de oliva e 10% de &cido linolénico, comparavel ao encontrado
no 6leo de soja (Nelson & Cox, 2014). A suplementacédo ocorreu dos 60 aos 90 dias

de vida dos animais.

6.2.4 Dieta de cafeteria

A dieta de cafeteria foi ofertada ad libitum diariamente ao grupo OBESO a
partir do 31° dia de vida. Os itens que compdem a dieta foram agrupados em trés

combinacd@es distintas ofertadas alternadamente (A, B, C — Tabela 6.1).

Tabela 6.1 - Alimentos ofertados durante inducéo a obesidade

ALIMENTOS CARDAPIO A
Qtd Kcal/g Carboidrato Proteina Lipidios Na

_ 5 (9) (9) (9) (9) (Mg)

RACAO PADRAO 1 295 0,55 0,22 0,04 0,00

SALGADINHO SABOR 1 392 0,72 0,08 0,09 12,3
QUEIJO

BOLACHA WAFER DE 1 556 0,63 0,03 0,51 0,76

CHOCOLATE
REFRIGERANTE DE COLA 1 042 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO B

RACAO PADRAO 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00

MARSHMALLOW 1 335 0,82 0,04 0,00 0,25

APRESUNTADO 1 1,85 0,07 0,13 0,16 11,7

REFRIGERANTE DE COLA 1 042 0,1 0,00 0,00 0,05

CARDAPIO C

RACAO PADRAO 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00

SALGADINHO SABOR 1 508 0,521 0,08 0,29 6,40
BACON

BOLACHA MARIA 1 430 0,73 0,07 0,12 4,33

REFRIGERANTE 1 042 011 0,00 0,00 0,05

FONTE: Dados com base na pesquisa do autor

6.2.5 Exercicio fisico

O exercicio fisico constitui-se de natacdo livre em aquério de concreto com

agua em profundidade de 1 metro a temperatura era controlada de 32+2°C. Aos 21
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dias de vida os animais do grupo exercitado iniciaram o protocolo de exercicio.
Durante h4 primeira semana aos animais sofreram um processo de adaptacdo ao
ambiente aquatico, em um intervalo de tempo de 5 minutos sem peso adicional. Ao
término deste periodo eles realizaram a natacao 3 vezes por semana 15 minutos por
dia com um peso adicional correspondendo a 5% do peso corporal até os 90 dias de
vida. O peso era preso ao térax do animal. Esse exercicio € considerado de

intensidade moderado além de aerébico (Francischi et al., 2017).

6.2.6 Andlises bioquimicas

O sangue coletado foi centrifugado em tubos contendo heparina a 3.000 rpm
por 10 minutos. Apds foi coletado o plasma sanguineo e utilizado para as seguintes
dosagens: a) Glicemia plasmatica; b) triglicerideos; c) colesterol total, d) calcio
sérico. Todas as dosagens foram realizadas pelo método enzimatico colorimétrico
em uma leitura de 500 - 610nm
e) TNF-a e Leptina: o soro coletado foi utilizado para dosagem por método e ensaio
imunoenzimético sanduiche -ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), o
protocolo utilizado foi o recomendado pelo kit, de Preprotech® catadlogo 900-k73
Lote:0414073. A leitura da placa ocorreu em comprimento de onda de 405 -650 nm.
30 e Preprotech® catalogo 900-k76 Lote:06080706.

6.2.7 Analise estatistica

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada com auxilio do software
GraphPad Prism 7, adotando um nivel de significancia de 5% (0=0,05). Para
determinacdo do melhor teste estatistico, primeiramente os dados foram submetidos
ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov que avaliou a distribuicdo dos
mesmos, apos o teste foi utilizado o teste paramétrico ANOVA de duas vias seguido

do pos teste de Tukey para analise dos dados.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Analise morfométrica

A figura 1A refere-se ao peso corporal final destes animais em gramas (Q),
segundo o teste de ANOVA de duas vias ndo houve interacdo entre as variaveis e
obesidade e tratamento [F (2, 51) = 0,1972 P=0,8216].

O pos-teste de Tukey constatou diferengcas para o grupo OBESO NONE e
OBESOS EXE+VIT D, em que ambos 0s grupos 0s animais apresentaram maior
peso corporal [F (1, 51) = 64,44 P<0,0001], quando comparados ao grupo controle.
Neste parametro ndo foi encontrado reducdo do peso corporal entre 0S grupos.

Dados visualizados na figura 1A.

Figura 6.1- Efeito da associagéo de exercicio mais suplementacdo de vitamina D3
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Legenda: Parametro morfométricos analisados: 1A- peso corporal final 2B- Circunferéncia abdominal
e 3C- indice de Lee. Os valores estdo expressos em média + SEM; o simbolo (*) indica diferenca
significativa p 0.0296; o simbolo (**) indica diferenca significativa p 0,0033; o simbolo (***) indica
diferenca significativa p 0,0009; o simbolo (****) indica diferenca significativa p <0,0001; pelo teste
ANOVA two-way com pos -teste de Tukey. FONTE: Autor (2018).
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Em relacdo a circunferéncia abdominal o poés-teste de Tukey revelou
diferengas entre os grupos que realizaram exercicio fisico e ndo foram alimentados
com dieta hipercalérica (NONE CONTROLE X EXE CONTROLE) em que houve
reducdo neste parametro. Também constatamos diferencas entre os subgrupos
controle e obeso (NONE), neste o pés-teste de tukey revelou que existe aumento na
circunferéncia abdominal de animais obesos [F (1, 59) = 91,76 P<0,0001]. Por meio
do teste de ANOVA de duas vias encontramos interagcdo entre as variaveis
obesidade e tratamento [F (2, 59) = 6,881 P=0,0021] de acordo com o teste a
variavel obesidade teve interagcdo com os dados de aproximadamente 48,82% [F
(1,40)= 91,03 P=<0,0001 ] confirmando a instalacdo da mesma. Dados observados
na Figura 1B

A Figura 1C demonstra os resultados do indice de Lee segundo o teste de
ANOVA de duas vias ndo houve interacao entre as variaveis obesidade e tratamento
[ F (2, 60) = 0,02396 P=0,9763], bem como segundo o pds — teste de tukey ndo
encontrou diferencas entre os grupos, neste parametro ndo houve reducdo da

obesidade.

6.3.2 Evolucao de ingestdo alimentar

A Figura 2A mostra as curvas de alimentacdo para os animais durante 10
semanas; ANOVA one-way seguida do teste de tukey, por meio do teste evidenciou
que diferencas significativas na ingestdo de alimentos nos animais obesos (p
<0,0001), como também mostrado pela area sob a curva (AUC). A Figura 2B
apresenta a andlise dos efeitos da suplementacéo de vitamina D durante a 62 a 102
semana; diferencas significativas foram observadas entre 0os grupos controle sem
tratamento e os animais obesos tratados, ou ndo, com vitamina D, onde um aumento
na ingestao alimentar foi observado para os animais obesos (p <0,0001). Ndo houve
reducdo na ingestao alimentar para os animais controle ou obesos quando foram

suplementados com vitamina D.
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Figura 6.2- Efeito da suplementacdo com vitamina D na ingesta alimentar
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Legenda: Parametro analisados: 2A- Ingestdo alimentar no periodo de 10 semanas de tratamento
com AUC = aérea sobre a curva. 2B- Ingestdo alimentar no periodo de 6 Utimas semanas de
tratamento com AUC = aérea sobre a curva. Os valores estdo expressos em média + EPM. A
quantidade de alimento consumido diariamente pelos animais através da formula: (quantidade
colocada de alimento - quantidade restante de alimento na grade)/nimero de dias/nUmero de animais
na caixa dessa maneira também foi calculo a area sobre a curva do alimento ingerido ao longo desse
periodo. O simbolo (****) indica diferenca significativa  p <0,0001; pelo teste ANOVA two-way com
pos -teste de Tukey. FONTE: Autor (2018)

6.3.3 Dados morfométricos: estoques de gordura

A Figura 3 apresenta o valor dos estoques de gorduras proporcional ao peso
corporal dos grupos NONE, EXE e EXE+ VIT D. A escala utilizada foi baseada por
representacéo da proporcao do valor em gramas da os estoques de gordura (g)/ 100
g de peso corporal do animal.
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Desta forma temos os seguintes resultados, o TAM periepididimal, através do
teste de ANOVA de duas ndo houve interacdo entre as variaveis obesidade e
tratamento [F (2, 53) = 0,04341 P=0,9576]. Quando analisadas de maneira isoladas
as variaveis demonstraram efetividade sobre os dados, em que a instalacdo da
obesidade foi constatada 53% de influéncia sobre os dados [F (2, 53) = 18,48 P
<0,0001 ]. J& a variavel tratamento obteve influéncia sobre os dados de 20%
demonstrando efetividade na suplementacdo da vitamina D aliada ao exercicio fisico
[F (1, 53) = 102,1 P= <0,0001]. Dessa forma por meio do pos teste de tukey,
tivemos reducéo neste estoque nos grupos EXE e EXE+VIT D X NONE [F (2, 53) =
18,48 P<0,0001]. No entanto ndo encontramos diferencas entre os grupos EXE e
EXE+VIT D, o tratamento associado a suplementacdo com a vitamina D ndo foram
considerados grupos diferentes pelo teste de ANOVA de duas vias. Dados
observados na Figura 3A.

Em relacdo ao estoque de gordura retroperitonial, constatamos por meio do
teste de ANOVA de duas vias que ndo houve interacéo entre as variaveis obesidade
e tratamento F (2, 56) = 2,604 P=0,0829]. Averiguamos que houve influéncia da
variavel obesidade [F (2, 56) = 5,112 P=0,0091] e tratamento [F (1, 56) = 106,8
P<0,0001] de maneira isoladas, dessa forma por meio do pds-teste de tukey,
encontramos diferencas entre os obesos dos grupos Nones x EXE x EXE+ VIT D em
gue houve reducéo deste estoque (P= < 0,0001). Dados observados na Figura 3B.

Quando verificamos o estoque de gordura branca (TAB) mesentérica,
verificamos por meio do teste de ANOVA de duas vias, que houve interacao entre as
variaveis obesidade e tratamento [F (2, 59) = 7,624 P= 0,0011], comprovou-se a
influéncia da obesidade sobre este estoque em andlise. Segundo o pds-teste de
tukey, encontramos diferencas entre os animais dos grupos OBESO EXE x OBESO
EXE + VIT D (P< 0,0001). Os animais do grupo obeso none tiveram 0s maiores
valores de peso deste estoque em relacdo ao peso corporal, demonstrando a
instalacdo da obesidade, bem como a reducdo do mesmo estogue nos demais
grupos e suas respectivas intervengdes. Em relagdo a maior efetividade do exercicio
ou do exercicio associado a vitamina D, ndo foi constado como diferentes segundo o

teste de ANOVA de duas vias. Dados observados na Figura 3C.
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Figura 6.3- Efeito da associagdo de vitamina D e exercicio fisico nos estoques de gorduras TAB e
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Legenda: Parametro morfométricos analisados: 3A- TAB Periepididimal 3B- TAB Retroperitonial, 3C-
TAB Mesentérica 3D- TAM Marrom. Os valores estdo expressos em meédia + SEM; a escala utilizada
foi baseada por representacdo da proporgdo do valor em gramas da os estoques de gordura (g)/ 100
g de peso corporal do animal o simbolo (*) indica diferenca significativa p 0.0296; o simbolo (**) indica
diferenca significativa p 0,0033; o simbolo (***) indica diferenca significativa p 0,0009; o simbolo (****)
indica diferenca significativa p <0,0001; pelo teste ANOVA two-way com pos -teste de Tukey.
FONTE: Autor (2018)

O estoque de gordura marrom (TAM) interescapular, também foi retirado a fim
de verificagbes. Desta forma o teste de ANOVA de duas vias indicou interagdo entre
as variaveis obesidade tratamento [F (2, 52) = 7,89 P= 0,0010], dessa forma
averiguamos por meio do pos-teste de Tukey que 0s animais que realizaram
exercicio fisico bem como os animais que foram suplementados com vitamina D e
associados ao exercicio tiveram aumento progressivo deste estoque, em especial

animais obesos suplementados com vitamina D, tiveram um aumento de 10% do
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peso quando comparados aos animais que n&o foram submetidos a nenhuma

intervencéo terapéutica. Dados observados na Figura 3D.

6.3.4 Andlise bioquimica, perfil metabdlico e lipidico

A Figura 4 apresenta os dados séricos de glicemia, triglicerideos, colesterol e
calcio. A Figura 4A apresenta os dados de glicemia em avaliacdo durante jejum.
Para esse parametro observamos diferencas estatisticas, em que o teste de ANOVA
de duas vias encontrou interacdo entre as variaveis obesidade e tratamento [F (2,
58) = 10,95 P=<0,0001].

A variavel obesidade teve influéncia sobre os dados de 20% dessa forma
compreendemos por meio do pos-teste de Tukey ndo houve diferencas encontradas
para 0s animais controles e obesos do grupo NONE. Por meio do mesmo teste
constatamos que 0s animais controles exercitados e exercitados associados a
suplementacdo de vitamina D tiveram reducdo nos indices glicémicos aferidos
qgquando comparados com animais NONE que né&o tiveram nenhuma intervencéo
terapéutica (p< 0,0015). Animais obesos e controles do grupo exercitados
associados a suplementacdo tiveram diferencas estatisticas encontradas, em que
animais obesos apresentam maior indice glicémico. Dados visualizados na Figura
4A.

Ja em relacdo ao colesterol total dosado, verificamos por meio do teste de
ANOVA de duas vias existiu interacdo entre as variaveis tratamento e obesidade F
(2, 55) = 22,07'P=<0,0001], desta forma por meio do pos-teste de Tukey,
constatamos que 0s animais que néo tiveram nenhuma intervencado terapéutica,
tanto controle quanto obeso, obtiveram maiores niveis circulantes de colesterol total,
guando comparado aos grupos, exercitado e exercitado associado a suplementacao.
Houve também diferencas para os animais controle e obeso do grupo NONE, em
gue 0s animais obesos apresentaram maiores valores quando comparados aos
animais controle (p<0,0001). N&o foi encontrado diferengas entre os animais de
exercitados e exercitados associados a suplementacdo, sendo portanto
considerados iguais pelo teste de ANOVA de duas vias. Dados visualizados na
Figura 4B.

Por meio da determinacao do triglicerideo sérico, constatamos que néo houve

interacdo entre as variaveis ja mencionadas [F (2, 55) = 1,322 P=0,2749], em
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relagdo as variaveis quando mensuradas individualmente foi possivel constatar que
houve influéncia do tratamento sobre as amostras, em que 75% dos dados foram
favoraveis a essa intervencao [F (2, 55) = 95,38 P =< 0,0001]. Desta forma &
possivel visualizar por meio do pés-teste de Tukey, que houve reducéo gradativa,
animais exercitados associados com vitamina D apresentaram menores indices

circulantes dosados. Dados observados na Figura 4C.

Figura 6.4- Avaliacdo sobre o perfil metabdlico e lipidico de animais exercitados associados a
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Legenda: 4A- Concentragdo de glicemia em jejum; 4B-concentracdo de triglicérides e 4C-
Concentracédo sérica de célcio. Os dados representam a media £+ EPM. O simbolo o simbolo (*) indica
diferenca significativa p 0.0296; o simbolo (**) indica diferenca significativa p 0,0033; pelo teste
ANOVA two-way com p@s -teste de Tukey. FONTE: Autor (2018)

BN

Em relagdo a mensuragdo do calcio sérico, verificou-se a existéncia de

interacdo entre a variavel tratamento e obesidade [F (2, 53) = 3,5 P= 0,0373]
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considerou, portanto efetividade da intervencéo terapéutica com suplementacéo de
vitamina D, em que apresentou diferencas significativas entre os grupos exercitados
e exercitados vitamina D comparados ao grupo none (NONE x EXE x EXE+ VIT D,
demonstrando que mesmo com o exercicio fisico houve aumento da circulacdo de
calcio [F (2, 53) = 19,86 P<0,0001]. Nao foi encontrado diferencas entre os grupos
exercitado e exercitado associado a suplementagéo,ndo sao considerado pelo teste

de ANOVA de duas vias como grupos diferentes. Dados observados na Figura 4D.

6.3.5 Niveis circulantes de citocina e leptina

A Figura 5 representa a mensuracgao realizada nos niveis séricos de citocina
pré-inflamatéria, TNF-a, dessa forma temos a figura 62, representada por meio de
analise grafica o conjunto de valores para 0S Qrupos nones, exercitados e
exercitados associado a suplementacéo de vitamina D, por meio do teste de ANOVA
de duas vias, animais obesos do grupo none apresentam maior circulagéo de fator
de necrose tumoral (TNF-a), considerando portanto a instalagdo da obesidade,
guando comparados esses animais com o0s demais grupos, verificamos que houve
atenuacao deste parametro nos grupos que realizam exercicio fisico e animais que
exerceram o exercicio fisico aliado a suplementacao de vitamina D [F (2, 43) = 25,88
P= 0,0001]. No entanto ndo foi possivel observar interacdo entre as variaveis
obesidade e tratamento [F (2, 43) = 2,206 P= 0,1224]. Em relacdo a efetividade
suplementacado junto com o exercicio fisico, constatamos por meio do pds-teste de
Tukey que houve maior efetividade no grupo controle, quando comparado ao grupo
(EXE CONTROLE x EXE+VIT D CONTROLE) em que se apresentou como diferente
do grupo controle que apenas realizou o exercicio fisico (p= 0,0401). Dados

observados na Figura 5A.
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Figura 6.5- Mensuragéo de perfil inflamatério em diferentes intervengdes terapéuticas
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Legenda: Parametro verificados: TNF-a. Os valores estdo expressos em média + SEM; a unidade de
medida para a os perfis analisados é ng/dL. O simbolo (*) indica diferenca significativa p 0.0296; o
simbolo (**) indica diferenca significativa p 0,0033; o simbolo (***) indica diferenga significativa p
0,0009; o simbolo (****) indica diferenca significativa p <0,0001; pelo teste ANOVA two-way com pés
-teste de Tukey. FONTE: Autor (2018)

Em relacdo a adipocina leptina verificamos que os valores para 0s animais do
grupo none estes animais possuem maiores niveis circulantes deste parametro
mensurado. Desta forma de acordo com ANOVA de duas vias néo ocorreu interagao
entre as variaveis, obesidade e tratamento [F (2,50) = 0,2952 P=0,7456]. Ja a
variavel tratamento foi considerado efetivo sobre a amostra analisada [F (2,50) =
47,99 P= <0,0001] com isso a reducdo quando ha uma intervencdo seja essa
terapéutica nao farmacoldégica como o exercicio e farmacolégica como a
suplementacdo. Nao foi considerado diferente o grupo exercitado e exercitado

associado a suplementacao de vitamina D. Dados visualizados na Figura 6A.
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Figura 6.6 - Mensuragéo dos niveis séricos de leptina
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Legenda: Paradmetro verificados: leptina. Os valores estdo expressos em media + SEM; a unidade
de medida para a os perfis analisados é pg/mL para Leptina. O simbolo (*) indica diferenca
significativa p 0.0296; o simbolo (**) indica diferenca significativa p 0,0033; o simbolo (***) indica
diferenca significativa p 0,0009; o simbolo (****) indica diferenca significativa p<0,0001; pelo teste
ANOVA two-way com pés -teste de Tukey. FONTE: Autor (2018).

6.4. DISCUSSAO

A obesidade € uma condicdo de alteracdo metabdlica que predispde a
numerosas doencas, considerada uma epidemia em todo o mundo, tornou uma
grande preocupacéo global de saude publica (IMAMURA et al., 2015).

A principal chave de compreensao para 0 acarretamento e progressao da
obesidade, bem como desenvolvimento dos fatores de risco associada a esta
doenca, se da na fase pré-clinicamente. Considerando o aumento nos parametros
morfométricos apresentados na Figura 6.1, observamos nos animais OBESO em
diferentes intervencdes aumento comparado aos animais controles, mesmo com
intervencdes terapéuticas diferentes, isso corrobora com estudos Bortolin et al.
(2018) em que averiguou as condicdes de instalagdo e desenvolvimento da
obesidade por meio de comparacOes entre dietas. As chamadas como high-fat diet
(HFD) e as dietas hipercaloricas apresentaram as alteracbes fisiologicas e
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metabdlicas apresentadas na fase de instalacdo da obesidade, confirmando a
importancia do padr&o nutricional no desenvolvimento da obesidade.

A obesidade é descrita como 0 acumulo excessivo de gordura corporal, mas
nem todas as dietas "obesogénicas" induzem obesidade (ROSINI et al., 2012).
Neste estudo, verificamos que a dieta hipercaldrica apresentou aumento nos
estoques de gordura como observado na Figura 6.3, dados estes j4 encontrados em
outros estudos como de Sampey et al (2011) o qual verificou que a dieta
hipercalorica produz a caracteristica voluntaria de hiperfagia dado esse encontrado
em nosso estudo na Figura 6.2. Devido aumento da quantidade ingerida ocorre
desequilibrio metabdlico devido alteragcbes no controle do nudcleo arqueado
responsavel pela sensacédo de saciedade, além de outros mediadores que auxiliam
nesta regulacdo (FONSENCA-ALANTIZ et al., 2006; BELEGRI et al., 2017).

Existem evidéncias consideraveis indicando que o acumulo excessivo de
tecido adiposo branco estd fortemente correlacionado com o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, corroborando com nossos achados temos
estudos desenvolvido por Higa e colaboradores (2014) que destacam as desordens
enddcrinas, como aumento na secrecdo de leptina e citocinas pré-inflamatorias
grandes causadores da progressao para essas doengas mencionadas.

A leptina € produzida quase exclusivamente pelo tecido adiposo branco,
concentracfes plasmaticas de leptina aumentam na obesidade e estdo fortemente
relacionados a massa gorda corporal (MATSUNUMA; HORIUCHI, 2007). A leptina
circula no plasma, agindo no hipotdlamo apds atravessar a barreira
hematoencefélica. Efeitos de leptina no sistema nervoso central regulam a ingestédo
de alimentos, o gasto energético, além do crescimento e maturacédo sexual (NOBRE
et al., 2018). Quando ha resisténcia a leptina ha uma alteracdo da ingesta alimentar,
atuando junto com a leptina temos ac¢fes extra-0sseas da vitamina D (CHANG; KIM.,
2017).

Quando a vitamina D se encontra abaixo dos niveis normais ela possui efeitos
sobre a regulacdo da leptina, portanto quando héa deficiéncia de vitamina D, ocorre
estimulacdo da proteina relacionada com agouti/Neuropeptideo Y (AgRP / NPY)
suprimindo a pro-opiomelanocortina/cocaina Transcricdo Regulada por Anfetamina
(POMC / CART) fato esse relacionado ao aumento de peso e alteracdo enddcrina
metabdlica (ZHU et al., 2013),
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Com base na consideragdo de todas as disfungBes metabdlicas avaliadas
aqui, isto é, inflamacdo, hiperleptinemia em jejum hiperglicemia de jejum, e
dislipidemia concluimos que esses disturbios relacionados a obesidade foram
induzidos, com grande eficiéncia em ratos alimentados com dieta hipercaldrica.

Neste trabalho também avaliamos duas formas terapéuticas de realizar
tratamento uma para conter a obesidade, sendo esses, o exercicio fisico e a
suplementacdo associada ao exercicio fisico, poucas vezes houve um
potencializacdo da acéo da vitamina D sobre os dados.

Nos estoques de gordura verificamos que houve decréscimo dos estoques de
tecido adiposo branco TAB apenas com a intervencéo do exercicio fisico (Figura 3)
fato esse relacionado ao aumento oxidacao de acidos graxos, também foi eficaz na
hiperglicemia que existia, reduzindo a mesma, pois ha aumento da captacdo de
glicose e melhora a resisténcia a insulina cronicamente (FLORES-OPAZO et al.,
2019). Vérios estudos implicam a atividade da proteina ERK1 / 2 em vérios aspectos
da metabolismo lipidico, incluindo regulacdo da acetil-CoA carboxilase e
fosforizacdo da lipase sensivel a horménios ERK1 / 2 foi estudo como proteina
relacionada a regulacdo de acido graxo, auxiliando também na captacédo durante a
contracdo no musculo esquelético de ratos, possivelmente por meio da membrana
da proteina ligante de acidos graxos CD36 (MARINHO et al., 2015).

Dados recentes utilizando exercicios de baixo a moderado sugerem ainda que
0 aumento da absorcao e oxidacdo de acidos graxos é dependente de ERK1 / 2 in
vivo (FONSECA — ALANIZ et al., 2006; FUJITA et al., 2018). Ha também relacéo da
perda de estoques de gordura se deva ao treinamento contendo sucessivos
estimulos anaerobios talvez favoreca o maior gasto energético pds-exercicio por
manter a taxa metabodlica de repouso em niveis elevados por um longo tempo.
Segundo alguns autores, o exercicio fisico promove elevacao da lipélise no tecido
adiposo pela acdo de horménios lipoliticos (glucagon, adrenalina, noradrenalina,
gicocorticoides e horménio do crescimento (GH), que sado liberados durante o
exercicio de longa duracdo (BRAGA et al., 2016; WILIS et al., 2012). Dessa forma,
gquanto mais intenso for o exercicio, maiores serdo 0s niveis séricos de
catecolaminas, menor sera o saldo negativo no balan¢co energético e maior sera o
gasto energético em repouso (CHOI et al., 2013).

No entanto como demonstrado em estudos de Rodrigues et al. (2017) alta

atividade fisica provoca alteracdes na membrana das fibras musculares, também é
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acompanhado pela producao de radicais livres, que provocam uma alteracdo das
membranas celulares, o que causa uma lesdo acompanhada por um processo
inflamatorio ao nivel das fibras musculares. Coma ativacdo de proteinas quinases
ativadas por mitogeno (MAPKSs) que tém sido mostrados para ativar o NF-jB leva a
hip6tese de que o exercicio também pode ativar o NF-jB, essas sdo moléculas
sinalizadoras ativadas durante o exercicio e mais genes ativados pelo NF-jB tém se
mostrado proé-inflamatorios e estdo envolvidas no processo inflamatorio. No entanto
como apresentado na figura 6 houve potencializacdo do efeito da suplementacao
com vitamina D em que apresenta perfil protetor de inflamacdo, houve decréscimo
do marcador inflamatério TNF-a, possivelmente esse resultado se deva a funcéo da
vitamina D3. Em diversos estudos como de Choi et al (2013), Farhangi et al
(2017) e Nameni et al (2016) em gue constataram tecido especificos como musculo
estriado esquelético, musculo estriado cardiaco e tecido nervoso tiveram pouco
recrutadores pro-inflamatérios quando tiveram suplementacédo de vitamina D3 esse
resultado é devido a inibir a translocacédo nuclear de p65 NF-jB e a fosforilacdo de
IKK e IjB portanto, uma reducdo na atividade do NF-jB consequentemente, reducao
de citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a por meio da vitamina D (VIMALESWARA
et al., 2013; CHANG & KIM, 2017).

O exercicio de natacdo realizado neste trabalho é considerado moderado,
exercicio moderado tem sido relacionado a uma melhora na sinalizacdo da insulina
no musculo esquelético, além da funcdo mitocondrial e consumo de energia. ha
também beneficio na disfuncdo microvascular que diminui o volume de sangue
capilar no musculo esquelético melhorando a movimentacdo do musculo (MAJOR et
al., 2013; FUJITA et al., 2018).

Houve reducdo nos estoques de gordura animais exercitados associados a
vitamina D3 nossa hipotese é de lipdlise induzida por vitamina D, visto que ha
existéncia de receptores de vitamina D3 (RVD) neste tecido, dessa forma sugerimos
qgue houve essa reducdo devido a capacidade da vitamina D de modelar os
adipécitos como visto nos estudos de Li et al (2013). Além disso, Shi et al (2001)
verificou que a 1,25 (OH) 2D3 aumenta as atividades enzimaticas da sintetase de
acidos graxos e da GAPDH por meio de a¢cfes ndo genémicas.

Em nosso trabalho podemos observar que o tecido adiposo marrom
interescapular apresentou aumento nos grupos suplementados com vitamina D. Este

tecido é conhecido por promover o0 aumento do gasto energético, devido ao aumento



75

da oxidac&o de &cidos graxos pode resultar da inducéo, sob o efeito da vitamina D,
de genes que controlam essa via de ativagao por fungao mitocondrial (Ppara, Pgcia
e Pgc1pB) juntamente com a inducdo de genes envolvidos no metabolismo oxidativo
de acidos graxos (Cptl, Mcad, Lcad e Pdk4). Além disso, temos que ter em mente
gue no presente estudo avaliou o impacto de uma suplementacédo de vitamina D,
nao sabemos ao certo quais sdo as vias de ativagdo de atuacdo da vitamina D
(FARB et al., 2011; VIMALESWARA et al., 2013 ).

Recentemente foi constatado regulacdo da UCP1l pelo VDR no tecido
adiposo era dependente da Vitamina D como as modulagdes de expressédo da UCP1
foram fortemente correlacionadas com o modificagbes de peso em camundongos
RVD e camundongos superexpressores de hRVD (WONG et al., 2009;
DEMPERSMIER et al., 2015). Sugerindo desta maneira que ha aumento da
considerarmos por meio de outros estudos que hd aumento na expressao do VDR
no metabolismo energético levando ao aumento do peso de gordura marrom
(MARCOTORCHINO et al., 2014).

Outra hipotese para a atenuacéo dos estoques de gordura bem como reducao
dos triglicerideos e colesterol LDL Major et al. (2007) demonstraram que 200 Ul / dia
de suplementacao de vitamina D (formulario ndo especificado) associado a uma
redugdo de 700 kcal / dia em calorias resultou em melhorias significativas no
colesterol perfis de comparacéo com placebo.

Wamberg et al (2012) verificaram a expressdo da enzima em diferentes
tecidos em grupos obesos e magros com isso ndo encontraram dados que
relacionem diretamente como a vitamina D est4 relacionada ao tecido adiposo mas
encontram evidéncias que h& maior degradacéo de vitamina D por meio da enzima
CYP24A1 durante a obesidade, além disso Nimitphong et al (2011) encontrou em
seus estudos relagdo entre o nivel da plasma 250HD depende do volume de
distribuicdo, ou seja aumento de 250HD depende da quantidade de tecido adiposo
existe.

Dessa forma ha uma relagcdo entre a quantidade de tecido adiposo com a
biodisponibilidade da vitamina D, sugerimos que a mesma possui efeitos que podem
ocasionar reducdo do TAB e aumentar o gasto energético por meio da UCP-1
alterando dessa maneira o gasto mitocondrial, tendo também efeitos associado ao
exercicio fisico que traz beneficios ao individuo obeso por meio de oxidagédo de

acidos graxos e aumento de catabolismo melhorando os perfis lipidicos e insulinicos,
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reduzindo a chances de desenvolver diabetes mellitus bem como reduzir a possiveis

desordens metabdlicas.

6.5 CONCLUSAO

O presente estudo conseguiu avaliar os efeitos de duas intervencdes
terapéuticas sobre a obesidade, verificamos por meio de estudos com exercicio
fisico aerobico reduzir os estoques de gordura e consequentemente melhorar os
perfis lipidicos e metabdlicos, enquanto que comparado as duas intervencdes de
suplementacdo de vitamina D associada ao exercicio fisico encontramos
potencializagdo em alguns resultados que podem sugerir uma agao conjunta das
duas intervencdes. Dessa maneira faz se necessario maior estudo a respeito da
acao extradssea da vitamina D bem como consideramos que o exercicio fisico
atuado de maneira isolada ja produz o efeito desejado para combate e reducdo da
obesidade.
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