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Resumo 

 

Neves, Silvia Cordeiro das. Avaliação dos efeitos da vitamina D e da sua associação 
com o cálcio sobre o desempenho reprodutivo, desenvolvimento embriofetal e 
integridade do DNA em camundongos Swiss. 2016. Dissertação (Mestrado 
Farmácia). Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS. 
 

A deficiência de Vitamina D durante a gravidez pode causar efeitos adversos no 

desenvolvimento embriofetal e pós-natais, além de acarretar aumento de doenças 

infecciosas, diabetes do tipo 1 e de associar-se ao desenvolvimento de síndrome 

metabólica e obesidade. Assim, tem se tornado cada vez mais comum a indicação 

da suplementação dessa vitamina em gestantes. No entanto, a literatura não indica 

dose de segurança para o período gestacional. Frente ao exposto o presente estudo 

avaliou os efeitos da vitamina D e da vitamina D associada ao cálcio no 

desempenho reprodutivo, no desenvolvimento embriofetal e na integridade do DNA 

em camundongos Swiss. Foram utilizados 140 camundongos fêmeas prenhes 

tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao cálcio em dois experimentos 

com suplementação via intramuscular (i.m) nas doses de 600.000, 6.000.000 e 

60.000.000 UI, e outro, via oral (v.o., gavage), nas doses de 6.000, 60.000 e 600.000 

UI, em dose única no 10º dia gestacional. Os resultados demonstram que nas 

diferentes doses testadas (mesmo 10x maior que as recomendadas para 

suplementações em seres humanos), tanto pela via intramuscular quanto a via oral, 

a vitamina D e vitamina D associada a cálcio não alteraram o desempenho 

reprodutivo, o desenvolvimento embriofetal e nem a integridade do DNA. Esses 

resultados que são pioneiros reforçam a segura de uso desse tipo de suplementação 

inclusive durante a gestação. 

 
 
 
 
Palavras-chave: Receptores de Calcitriol, anormalidades congênitas,  dano ao DNA, 
camundongos Swiss. 
 
 
 
 
 
 
 

Formatado: Fonte: Itálico



 
Abstract 
 
 
Neves, Silvia Cordeiro das. Evaluation of the effects of vitamin D and its association 
with calcium on reproductive performance, embryofetal development and DNA 
integrity in Swiss mice. 2016. Dissertação (Mestrado Farmácia). Universidade 
Federal de Mato Grosso do Sul, MS. 
 

Vitamin D deficiency during pregnancy may have adverse effects on embryo-fetal 

and postnatal development, and the development of metabolic syndrome and obesity 

is associated an increase in infectious diseases and type 1 diabetes. Thus, vitamin D 

supplementation has been increasingly indicated for pregnant women. However, the 

literature fails to indicate the safe dose of this supplementation during the gestational 

period. Therefore, the present study assessed the effects of vitamin D and vitamin D 

combined with calcium on reproductive performance, embryo-fetal development, and 

DNA integrity in Swiss mice. A total of 140 pregnant female mice treated with vitamin 

D and vitamin D combined with calcium were used in two experiments. In one 

experiment, mice received intramuscular supplementation at doses of 600,000, 

6,000,000, or 60,000,000 IU, whereas in the other experiment, mice received a single 

oral dose of 6,000, 60,000, or 600,000 IU on the 10th gestational day. The results 

show that neither intramuscularly nor orally administered vitamin D and vitamin D 

combined with calcium affected reproductive performance, embryo-fetal 

development, or DNA integrity at the different doses tested. These pioneering results 

confirm the safety of using this type of supplementation, including during pregnancy. 

 

Keyword: Receptors, Calcitriol, Congenital Abnormalities, DNA Damage, Swiss 
mice.  Formatado: Inglês (Estados Unidos)
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1. Revisão Bibliográfica 

1.1. Vitamina D 

A vitamina D é um grupo de secosteroides solúveis em gordura existente em 

duas formas: colecalciferol ou vitamina D3 e ergocalciferol ou vitamina D2. A 

vitamina D3 é produzida por exposição ao sol e por meio de alimentos de origem 

animal, enquanto a vitamina D2 é obtida somente por alimentos de origem vegetal 

(JONES, 2013).  

A exposição ao sol em um adulto produz níves de vitamina D entre 10.000 UI 

e 25.000 UI, mas para isso é preciso uma ligeira mudança da cor de toda a pele 

após 24h da ocorrrência da exposição. Assim, durante o inverno ou em latitudes 

abaixo de 33°, onde a incidência solar é baixa, a produção de vitamina D3 na pele é 

ausente ou muito baixa (HOLICK et al., 2011). 

Existe um número limitado de alimentos com alta quantidade de vitamina D, 

entre eles estão o salmão, a sardinha, o atum e o óleo de fígado de bacalhau, além 

de cogumelos que são irradiados com UV para aumentar o teor de vitamina D2 

(HOLICK, 2007).  

Produzida na pele ou adquirida por meio da dieta, a vitamina D é transportada 

para fora da membrana plasmática, ou seja, para o espaço extracelular. No plasma, 

a vitamina D e seus metabólitos são ligados à proteína ligadora de Vitamina D 

(Vitamin D blinding protein - DBP) (HOLICK, 2007) e sofre duas alterações 

bioquímicas por meio da adição de dois grupos hidroxilas (DIXON; MASON, 2009). 

No fígado ocorre a primeira reação onde a vitamina D sofre hidroxilação no carbono 

25 pela ação da enzima CYP27A1, formando a 25(OH)D, conhecida como pré-

hormônio ou vitamina D circulante. A segunda reação ocorre pela ação da enzima 

CYP27B1 no rim onde a 25(OH)D é metabolizada formando a 1,25 dihidroxivitamina 

D (1,25(OH)D) conhecida como hormônio secoesteroide ou vitamina ativa (EBERT 

et al., 2006; CHAGAS et al., 2011). 

A vitamina D apresenta funções como efeito pró-apoptótico, anti-angiogênico, 

anti-proliferação, anti-inflamatório e regula a resposta imunológica (CHIANG et al., 

2011). As ações da vitamina D são mediada pelo VDR, um receptor nuclear de 

vitamina D que regula a expressão de vários genes envolvidos na homeostase do 

cálcio e do fosfato, regulação imunológica, diferenciação e proliferação celular 
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(WANG et al., 2012). Além de possuir ação autócrina e parácrina e por estar 

presente numa variedade de  tecidos humanos pode afetar diretamente inúmeras 

células e funções (LIPS, 2006). O secosteroide 1,25(OH)D atuam como um 

interruptor molecular, ativando mais de 200 genes alvos, regulando assim diversas 

expressões gênicas o que demostra o importante papel da vitamina D (CANNELL; 

HOLLIS, 2008, ENTRENAS et al., 2016). 

 O nível sérico de deficiência de vitamina D considerado normal é de 30 a 70 

ng/mL. Assim, são considerados deficientes aqueles indivíduos que apresentam 

níveis séricos de 25(OH)D abaixo de 20 ng/ml e a insuficientes aqueles que 

apresentam níveis séricos entre 21-29 ng/ml (HOLICK et al., 2011). A literatura ainda 

relata que níveis séricos de 25(OH)D acima de 150 ng/ml são tóxicos (HOLICK, 

2007). Considerado um evento raro, a intoxicação por suplementação de vitamina D 

é caracterizado por hipercalcêmica, hipercalciúria e nefrocalcinose e geralmente 

acontece por uma sobredosagem acidental (HOPPE et al., 1992; QUERFELD; MAK, 

2010).  

 Baixos níveis de vitamina D durante a gravidez nos últimos anos tornou-se um 

problema significativo da obstetrícia moderna (YATES; CREW; WYRWOLL, 2007). 

Nas últimas décadas houve um aumento nas taxas de deficiência de vitamina D 

(LOOKER et al., 2008) e estudos indicam que 18 a 84% das mulheres grávidas são 

acometidas por deficiência de vitamina D em todo o mundo (DAWODU; WAGNER, 

2007). Isso pode relacionar-se com efeitos adversos para a saúde materna, para o 

desenvolvimento embriofetal, (HARVEY et al., 2014; MOON; HARVEY; COOPER, 

2015; MOON et al., 2016) e pós-natais, para o parto prematuro, (KARRAS  et al., 

2016) e a longo prazo para a saúde esquelética das crianças (JAVAID et al., 2006;  

HARVEY et al., 2014; MOON et al., 2016). Dentre as alterações registradas e 

associadas a baixos níveis séricos de vitamina D e gravidez destacam-se o aumento 

de complicações associadas como pré-eclampsia (BODNAR et al., 2007; ACHKAR 

et al.,2015; YATES; RACHEL; WYRWOLL, 2017), vaginose bacteriana (BODNAR; 

KROHN; SIMHAN, 2009; YATES; RACHEL; WYRWOLL, 2017) e diabetes 

gestacional (BURRIS; CAMARGO et al., 2014; YATES; RACHEL; WYRWOLL, 

2017), além de restrição ao crescimento intra-uterino (GERNAND et al., 2014; CHEN 

et al., 2015, YATES; RACHEL; WYRWOLL, 2017). Dentre as alterações pós-natais 

cita-se um aumento nas taxas de asma (ZOSKY et al., 2014; YATES; RACHEL; 
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WYRWOLL, 2017), hipertensão (TARE et al., 2011; YATES; RACHEL; WYRWOLL, 

2017), desenvolvimento neurológico comprometido (WHITEHOUSE et al., 2012; 

EYLES et al., 2013; HAWES et al., 2015; PET; BROUWER-BROLSMA, et al., 2016) 

ocorrência de raquitismo (DAWODU et al., 2005; HOLMES et al., 2009) e o atraso da 

mineralização óssea que persiste até os 9 anos de idade (JAVAID et al., 2006; 

HOLMES et al, 2009). Outros estudos preocupam-se também com o fato de crianças 

nascerem com deficiência de vitamina D adquirida ainda no útero, devido a relação 

entre os níveis circulantes de 25(OH)D materna e fetal (DAWODU; WAGNER, 2007).   

 Chama ainda atenção a associação entre a deficiência/insuficiência de 

vitamina D e o desenvolvimento da síndrome metabólica e obesidade, duas 

importantes questões de saúde pública atuais (ENTRENAS et al., 2016), bem como 

o fato de grande parte das gestantes terem dificuldade de voltar ao peso habitual 

após o parto (ULRICH; PETERMANN, 2016). Vale resaltar que mulheres com baixo 

níveis séricos de vitamina D no começo da gravidez, tendem a ganhar mais peso 

(MOON et al., 2016). A deficiência de vitamina D também está associada a doenças 

como o câncer, doença cardiovascular, hipertensão, acidente vascular cerebral 

(AVC), diabetes, esclerose múltipla, inflamação, gengivite, doença mental, dor 

crônica, osteoporose e artrite reumatóide (HOLICK, 2004; PETERLIK; CROSS, 

2005; HOLICK, 2006; PETERLIK; CROSS, 2006; ZITTERMANN; GUMMERT, 2010). 

Estudos ainda indicam que doenças como gripe ou resfriado podem relacionar-se a 

deficiências sazonais de vitamina D (PETERLIK; CROSS, 2006). Assim, 

principalmente, em meses onde existe pouca incidência de sol, os resultados de 

uma suplementação diária de 2.000UI de vitamina D indicam importantes relatos de 

prevenção de resfriado e gripe (CANNEL et al., 2006).  

 Esse fatos indicam a necessidade e a importância da suplementação de 

vitamina D, principalmente porque a sua produção pela exposição à luz solar é 

insuficiente por conta da vida moderna (baixa exposição ao sol, por exemplo, dentre 

outros hábitos) bem como a obtenção por meio da dieta (HOLICK, 2007; JONES, 

2013). Em adultos deficientes, sugere-se a suplementação com 50.000 UI de 

vitamina D, com doses semanais durante 8 semanas ou 6.000 UI de vitamina D por 

dia até atingir um nível sanguíneo de 25(OH)D acima de 30 ng/ml. Após a 

normalização faz-se a manutenção de 1.500 a 2.000 UI por dia (HOLICK et al., 

2011).  
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 Em casos de deficiência grave em que seja necessário aumentar rapidamente 

a concentração de vitamina D no sangue para um nível eficaz, como é o caso do 

raquitismo, o tratamento pode ser realizado com 600.000UI intramuscular em uma 

única dose (MONDAL et al., 2014). 

Em mulheres grávidas ou que pensam em engravidar, já que estudam 

indicam a importância de alto níveis de vitamina D para a fertilidade feminina 

estimulando a produção de progesterona, estradiol e estrona, além de reduzir a 

sindrome de óvario policístico (VOULGARIS, et al., 2017; REIS et al., 2017) o nível 

de vitamina D deve ser verificado a cada três meses e se necessário a 

suplementação deve ser feita com 5.000UI ou mais por dia. Já em mulheres 

lactantes é necessário 7.000UI por dia, para garantir uma rica fonte de vitamina D no 

leite materno (CANNELL; HOLLIS, 2008). No entanto, a literatura pesquisada não 

possui estudos que demonstre a segurança dessas suplementações durante o 

período gestacional. Doses ainda mais altas podem ser requeridas no tratamento de 

pacientes com doenças autoimunes visto que esses metabolizam mal a vitamina D 

(MUSCOGIURI et al., 2016). Diante desse estudo ter-se-á melhores condições de 

indicar a suplementação da vitamina D durante a gravidez. 

 

1.2. Cálcio 

 

 O cálcio é um dos elementos mais abundantes no corpo humano e funciona 

em processos fisiológicos, incluindo mineralização esquelética, contração muscular, 

transmissão de impulsos nervosos, coagulação sanguínea e secreção hormonal 

(VELDURTHY  et al., 2016). Na metabolização e mineralização óssea do cálcio, a 

vitamina D desempenha um importante papel, assim quando os níveis de cálcio 

estão baixo existe um aumento na forma ativa de vitamina D na absorção de cálcio 

do intestino para normalizar para níveis ideais (VAZIRI et al., 2016). O sistema 

homeostático de cálcio-fosfato liga a vitamina D ao hormônio da paratireóide (PTH) 

controlando assim baixos níveis de cálcio e fósforo no sangue, regulando o aumento 

do PTH e estimulando o rim a produzir calcitriol (PRENTICE; GOLDBERG; 

SCHOENMAKERS, 2008; AVENELL; MAK; O'CONNELL, 2014; VAZIRI et al., 2016). 
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 O uso de vitaminas ou suplementos de cálcio contendo vitamina D é 

recomendado atualmente, principalmente, para mulheres durante a gravidez para 

aumentar a absorção de vitamina D (HARVEY et al., 2014; LIU et al., 2017). 

 Mulheres durante a gravidez e a lactação absovem precisam de um elevado 

volume de cálcio. Na gravidez exige-se uma alta demanda de cálcio, principalmente, 

no terceiro trimestre da gravidez quando o osso fetal atinge seu maior pico de 

crescimento. Assim, há a necessidade de um grande aumento da absorção de 

elemento na mucosa intestinal da mãe. Nesse processo fisiológico existe um 

aumento na síntese do metabolismo da vitamina D ativa 1,25 (OH) D (SALLE et al., 

2000; OLIVERI et al., 2004; VAZIRI et al., 2016). 

 

2. Ensaio Biológicos 

2.1 Ensaio de Genotoxicidade 

Mudanças no material genético podem causar alterações fenotípicas que se 

expressam como eventos genotóxicos e/ou teratogênese (OLIVEIRA et al., 2015). 

Agentes como temperatura, vírus, radiações e substâncias químicas (SALZANO, 

2002) podem aumentar a probabilidade de desenvolvimento desses eventos 

aumentado assim as taxas de lesões no DNA (OLIVEIRA et al, 2015). Falhas no 

processo de reparo no DNA, estilo de vida e defeitos genômicos hereditários 

também podem ocasionar essa alterações (TORRES-BUGARÍN et al., 2015) e assim 

derivar em doenças genéticas ou alterações congênitas. 

Atraso na segregação cromossômica, devido a erros na fixação correta de 

microtúbulos do fuso no cinetócoro, na anáfase, pode causar instabilidade 

cromossômica e resultar em micronúcleos (SALMON et al., 2005; THOMPOSON; 

COMPTON, 2011, VÁZQUEZ-DIEZ et al., 2016) e esse tipo de dano é conhecido 

como aneugênico (TORRES-BUGARÍN et al., 2015). A formação de micronúcleos 

pode ser observada também quando se tem um dano clastogênico, ou seja, os 

cromossomos sofrem quebras durante o processo de mitose (TORRES-BUGARÍN et 

al., 2015).  

O ensaio do micronúcleo é um marcador genético muito utilizado (VÁZQUEZ-

DIEZ et al.,2016) e considerado de grande importância para as agências de 

pesquisa em genética toxicológica. Ele é usado para quantificar a exposição a 
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agentes físicos e químicos, e permite inferir a capacidade carcinogênica de um 

composto em teste. Bem estabelecido, é capaz de detectar quebras e mau 

funcionamento no fuso mitótico durante a divisão celular (OLIVEIRA et al., 2009; 

KANG et al., 2013; NAVARRO et al., 2014). Logo, o ensaio do micronúcleo é de 

grande importância para avaliar a aneuploidia e/ou a clastogênese causada por 

compostos genotóxicos por meio de biomonitoramento (LE BIHANIC et al., 2016). 

Um micronúcleo é identificado como um pequeno núcleo localizado no 

citoplasma em células que concluíram a divisão celular (LE BIHANIC et al., 2016), 

por isso devem ser analisados em hemácias jovens. Esses possuem forma 

arredondada e coloração características que facilitam a análise (OLIVEIRA et al., 

2009; NAVARRO et al., 2014). Esse ensaio permite estudos agudos, crônicos e 

subcrônicos, pois pode utilizar sangue periférico o qual é coletado sem a 

necessidade de se fazer eutanásia. Quando do uso do sangue periférico, a 

coloração nesse tipo de estudo é por alaranjado de acridina, que exclui a 

possibilidade de artefatos não específicos gerados por coloração. O alaranjado de 

acridina se intercala com o DNA que emite uma florescência quando submetido à 

radiação ultravioleta, apontando assim os micronúcleos fixados no citoplasma dos 

eritrócitos (HAYASHI et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2009; KANG et al., 2013). Em 

geral, as regiões ricas em RNA, onde a acridina se liga sem se intercalar, fluorescem 

em vermelho e as regiões ricas em DNA, quando a acridina se intercala, fluorescem 

em verde. Assim, torna-se fácil a identificação (HAYASHI et al., 1990, OLIVEIRA et 

al., 2009). Destaca-se ainda que esse é o bioindicador mais empregado quando se 

deseja analisar amostras repetidas de um mesmo animal ou indivíduo (HAYASHI et 

al., 1990). 

A contagem se faz com a leitura de 2.000 eritrócitos, pois a classificação faz 

parte de um processo contínuo de passagem de um eritrócito jovem (policromático) 

a um eritrócito maduro (normocromático), a contagem é feita com esse número de 

eritrócitos para diminuir o número de classificações subjetivas (RABELO-GAY et al., 

1991).   

 

2.2 Ensaio de Teratogênese 
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No passado acreditava-se que o embrião ou feto estavam protegidos pela 

placenta e eram imunes à interferência ambiental. Mas, no final do século XIX a 

teratologia experimental constatou que riscos externos poderiam afetar o embrião e 

o feto. Houve então a diferenciação do termo hereditário de congênito, que eram 

considerados sinônimos. Assim, passou-se a correlacionar anomalia congênita como 

defeitos originados no processo de embriogênese independente de origem genética 

(hereditária) (RABELO-GAY et al., 1991). 

 Anomalias congênitas ou malformações congênitas são defeitos observados 

ao nascimento ou que ocorrem antes do nascimento e podem envolver vários 

órgãos como o coração, o fígado, os pulmões, os ossos, o trato gastrointestinal, 

entre outros (WLODARCZYK, 2011). Podemos dividir em três categorias as causas 

das malformações congênitas: causas ambientais, genéticas e desconhecidas. 

Sendo que um percentual considerável das malformações congênitas 

desconhecidas é propenso a ter componentes ambientais e genéticos (BRENT, 

2004) envolvidos ao mesmo tempo. Fatores ambientais podem ser agentes 

infecciosos, problemas mecânicos, condições maternas e produtos químicos, como 

medicamentos prescritos e radiação ionizante em altas doses (BRENT, 2004). Esse 

fatores são considerados agentes teratogênicos e podem modificar a morfologia 

fetal. O tipo e o risco de malformações provocadas por agentes teratogênicos podem 

ocorrer por fatores que incluem o estado embrionário, a dose de exposição, o 

metabolismo do fármaco ou do produto químico, o transporte placentário e as 

diferenças genéticas maternas ou fetais (AL-SALEEM; AL-JOBAIR, 2016).  

 Cerca de 70% das causas de malformações são desconhecidas, a maioria 

dos defeitos congênitos não tem causa clara (BLOM et al., 2006). Os teratógenos 

atuam por meio de mecanismo específicos de forma direta ou indireta podendo 

causar anormalidades no embrião/feto (ROGERS et al., 2000), interferindo em 

alterações da expressão gênica, nos processos de crescimento, morfogênese e na 

diferenciação celular. Sendo assim, eventos genotóxicos e teratogênicos podem se 

correlacionar visto que ambos decorrem de alterações fixadas no DNA (OLIVEIRA et 

al., 2009).     

 Descrições de teratógenos em seres humanos, de modo geral, são feito 

quando as malformações já não podem ser prevenidas por meio de estudos 

retrospectivos (HOLMES, 2011). Dessa forma, a melhor forma de prevenir os 
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possíveis efeitos teratogênicos são os testes em animais, e esses são importantes 

para prevenir possíveis efeitos dos agentes químicos, físicos ou biológicos em seres 

humanos e por esse motivo devem ser ampliados, afim de alertar sobre efeitos 

adversos a prole de mamíferos (MOORE; PERSUAD, 1995; OLIVEIRA et al., 2009).  

 Os teratógenos podem influenciar o período gestacional em três diferentes 

janelas: I) no período de fertilização até a implantação; II) no momento da 

diferenciação de tecidos, órgãos e sistemas; e III) no crescimento celular e 

maturação (RABELO-GAY et al., 1991). Além disso a literatura discorre sobre o uso 

de dias específicos para se atingir o maior número de malformações. Isso, em geral, 

se deve ao fato, de se escolher um dia em que o maior número de tecidos e 

sistemas estarem em grande atividade morfogênica (OLIVEIRA et al,. 2009; 

OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Assim, de acordo com a literatura o 

10 dia gestacional em camundongos tem sido eleito para esse tipo de estudo 

(OLIVEIRA et al,. 2009; OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). 

 Segundo o Guidelines for Reproduction Studies for Safety Evaluation of Drugs 

for Human Use, para a avaliação do efeito tóxico de uma determinada substância no 

desenvolvimento pré-natal utiliza-se de fêmeas virgens, saudáveis, em peso e idade 

semelhantes e para que se possa administrar a substância testada no estágio de 

interesse é necessário identificar o dia 0 de gestação. Em camundongos, o dia 0 da 

gestação é detectado pela presença do tampão vaginal que é encontrado no dia da 

cópula e tampão é uma mistura de material ejaculado com células epiteliais 

corneificadas da vagina no período do estro (RABELO-GAY et al., 1991). No 18º dia 

gestacional é realizada a laparotomia, sendo essa retirada dos fetos é feita alguns 

dias antes do nascimento para a análise das perdas gestacionais e dos defeitos 

estruturais, pois recém nascidos malformados ou com baixa vitalidade são 

frequentemente mortos e canibalizados pela mães (GLEICH e FROHBERG, 1971). 

Após a laparotomia, os fetos são submetidos à análise de malformações externas e 

divididos para análise esquelética e análise visceral (RABELO-GAY et al., 1991). 

 As fêmeas são eutanasiadas por deslocamento cervical, após o periódo 

gestacional de 18 dias, seguido da retirada dos órgãos (coração, pulmão, fígado, 

rins, baço e placenta) que são pesados para análise de possível toxicidade materna. 

Uma histerectomia deve ser realizada para registro do número de implantes, número 

de fetos mortos e vivos e a presença de reabsorção. Os parâmetros de fertilidade 

são calculados baseados nesses dados:  taxas de perdas pós-implantacionais 

Formatado: Fonte: Itálico
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(número de implantações – número de fetos vivos x 100/número de implantações); 

taxa de reabsorção (número de reabsorções x 100/número de implantações) 

avaliando assim o perfil reprodutivo (OLIVEIRA et al., 2009: GONÇALVES et al., 

2013; DAVID et al., 2014; GONÇALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a). 

 Uma análise externa (cabeça, tronco, membros, cauda e genitais) deve ser 

realizada logo após a retirada dos fetos para verificar a vitalidade dos mesmos 

através de estímulos táteis, a presença/ausência de anomalias externas  

(conformação craniana, implantação das orelhas, presença de olhos fechados, boca 

adequadamente posicionada e com ausência de fendas, posição in situ dos 

membros anteriores e posteriores, número de dáctilos, região torácica, abdominal e 

dorsal, presença de hemorragias, hematoma e defeito de fechamento de tubo 

neural, tamanho, forma e inserção da cauda). Além do tamanho e o peso dos fetos e 

sua sexagem (OLIVEIRA et al., 2009: GONÇALVES et al., 2013; DAVID et al., 2014; 

GONÇALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a).  

 Logo após a análise externa, os fetos devem ser distribuídos em dois grupos. 

O primeiro para a análise visceral, onde os fetos permanecem em solução de 

Bodian's e o segundo grupo para análise esquelética onde os fetos permaneceram 

em acetona.  

 Para a análise visceral são realizadas microdissecções propostas por Wilson 

(1965) e Taylor (1986) com modificações de Oliveira et al., (2009) e classificadas 

segundo Taylor (1986), e Manson e Kang (1994), ) e Damasceno et al., (2008). O 

primeiro corte é realizado na região da cabeça entre a maxila e a mandíbula 

alcançando as regiões cerebria cerebral na sua porção distal; o segundo corte passa 

pela porção mediana das fossas nasais; o terceiro, sobre os olhos; e o quarto, na 

parte mais alta da abóbada craniana. É possível observar, por meio destes cortes, o 

polo cefálico, em seu terço superior, as órbitas e globos oculares, córtex e os 

ventrículos cerebrais: laterais, terceiro e quarto, e no polo cefálico, em seu terço 

médio, as narinas, palato e bulbo olfatório. Na região do pescoço um corte 

transversal deve ser realizado para exame do posicionamento e morfologia da 

traquéia, esôfago e da medula espinhal. Na região do tórax os cortes realizados são 

feitos na porção superior da cavidade abdominal, transversalmente, próximo ao 

diafragma. No sentido proximal, depois de retirada da porção superior do fígado, 

observa-se a integridade da superfície inferior da cúpula diafragmática, os vasos 

supra-hepáticos, a passagem da aorta e da veia cava inferior. Após a remoção do 
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diafragma, é possível também uma avaliação da superfície superior. Em seguida, 

por meio de torocotomia anterior, pode-se observar o timo e pulmões, bem como a 

área e o posicionamento do coração. Subseqüente ao exame e à retirada do timo, 

dos lobos pulmonares e das aurículas, observa-se as dimensões e a disposição dos 

grandes vasos da base do coração. Para aA morfologia de coração deve ser 

realizado a microdissecção por meio de dois cortes longitudinais. Um destes, parte 

do ápice do coração, ventrículo esquerdo, ao encontro da válvula mitral, e o a 

segundo segunda parte da porção do ventrículo direito para a válvula tricúspide, o 

qual, por sua vez, permite ainda a observação do septo interventricular. As vias de 

saídas das grandes artérias são observadas com relação às cavidades ventriculares 

(OLIVEIRA et al., 2009).  

 A análise da cavidade abdominal, primeiro observa-se os lobos do fígado, a 

artéria aorta e veia cava inferior. Com a retirada dos lobos hepáticos, são 

visualizados o estômago, com as suas curvaturas, pâncreas, baço, duodeno e alças 

intestinais. Após a retirada das alças intestinais, pode-se observar o trato urogenital 

(OLIVEIRA et al., 2009).  

 Na região da pelve a análise possibilita a visualização das adrenais, os rins, a 

bexiga, os ureteres e as gônadas que confirmam o sexo externo. Em seguida, faz-se 

um corte transversal na região do hilo, permitindo a observação da papila renal 

(OLIVEIRA et al., 2009).  

 Para a análise esquelética, a preparação dos fetos é feita pelo método de 

diafanização e coloração por alizarina (coloração de ossos), segundo os 

procedimentos descritos por Staples e Schnell (1964) com modificações de Oliveira 

et al., (2009) e classificadas de acordo com Taylor (1986), Manson et al., (1982), 

Damasceno et al., (2008) e Oliveira et al., (2009). Esta análise permite identificar 

malformações, variações e ossificação reduzida dos ossos do crânio, das vértebras 

(cervicais, torácicas, lombares, sacrais e caudais), das costelas, do esterno 

(manúbrio, processo xifóide e centros esternais), dos membros anteriores (carpos, 

metacarpos e falanges), dos membros posteriores (tarsos, metatarsos e falanges) e 

da pélvis (DAMASCENO et al., 2008).   

 Todos os ossos da cabeça são examinados quanto ao tamanho, forma, 

adição ou ausência óssea e quantificação óssea. A análise da cabeça é realizada 

separando-se esta do restante do esqueleto e verificando-se a cabeça em vista 

superior, lateral e ventral (OLIVEIRA et al., 2009).  
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 Formadas por um centro e dois arcos a análise da vértebra é feita quanto à 

adição ou ausência, fusão (entre os arcos e centros), malformações nos centros 

(fechamento interrompido, divisão simétrica ou assimétrica, forma irregular e 

ossificação adicional) e retardo ósseo (atraso no processo de ossificação). As 

vértebras analisadas são 7 cervicais (C1-C7), 13 torácicas (T1-T13), 6 lombares (L1-

L6), 5 sacrais (S1-S5) e as caudais, que possuem número variável (OLIVEIRA et al., 

2009).  

 A análise das costelas é realizada quanto ao número, comprimento, 

localização, fusão, forma e intensidade de ossificação. O número total de costelas 

torácicas de cada lado corresponde ao número de vértebras torácicas 

(DAMASCENO et al., 2008).  

 Seis pontos de ossificação são analisados no esterno adulto. Sendo assim, é 

avaliada a ausência ou adição do número dos centros esternais, fusão, forma, 

alinhamento e quantificação da calcificação dos mesmos (OLIVEIRA et al., 2009).  

 Na análise dos membros anteriores e posteriores, verifica-se a fusões dos 

ossos longos, alterações da forma, do comprimento ou ausência de ossos e 

sobreposições (DAMASCENO et al., 2008). 

 

3. Objetivos 

 

 Avaliar os efeitos da vitamina D e da sua associação com o cálcio sobre o 

desempenho reprodutivo, desenvolvimento embriofetal e integridade do DNA em 

camundongos Swiss 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito da vitamina D e da sua associação com o cálcio sobre o 

desempenho reprodutivo por meio dos parâmetros reprodutivos. 

Avaliar o efeito da vitamina D e da sua associação com o cálcio sobre o 

desenvolvimento embriofetal por meio de ensaios de teratogênese. 

Avaliar os efeitos da vitamina D e da sua associação com o cálcio sobre a 

integridade do DNA por meio do ensaio do micronúcleo em sangue periférico.  
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Resumo 

 

A deficiência de Vitamina D durante a gravidez pode causar efeitos adversos no 

desenvolvimento embriofetal e pós-natais, além de acarretar aumento de doenças 

infecciosas, diabetes do tipo 1 e de associar-se ao desenvolvimento de síndrome 

metabólica e obesidade. Assim, tem se tornado cada vez mais comum a indicação 

da suplementação dessa vitamina em gestantes. No entanto, a literatura não indica 

dose de segurança para o período gestacional. Frente ao exposto o presente estudo 

avaliou os efeitos da vitamina D e da vitamina D associada ao cálcio no 

desempenho reprodutivo, no desenvolvimento embriofetal e na integridade do DNA 

em camundongos Swiss. Foram utilizados 140 camundongos fêmeas prenhes 

tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao cálcio em dois experimentos 

com suplementação via intramuscular (i.m) nas doses de 600.000, 6.000.000 e 

60.000.000 UI, e outro, via oral (v.o., gavage), nas doses de 6.000, 60.000 e 600.000 

UI, em dose única no 10º dia gestacional. Os resultados demonstram que nas 

diferentes doses testadas (mesmo 10x maior que as recomendadas para 

suplementações em seres humanos), tanto pela via intramuscular quanto a via oral, 

a vitamina D e vitamina D associada a cálcio não alteraram o desempenho 

reprodutivo, o desenvolvimento embriofetal e nem a integridade do DNA. Esses 

resultados que são pioneiros reforçam a segura de uso desse tipo de suplementação 

inclusive durante a gestação. 

 
 
 
 
Palavras-chave: Receptores de Calcitriol, anormalidades congênitas,  dano ao DNA. 
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1. Introdução 

 

 Baixos níves de vitamina D durante a gravidez podem relacionar-se a efeitos 

adversos no desenvolvimento embriofetal e pós-natais, e ao parto prematuro 

(KARRAS et al., 2016). Dentre as alterações registradas em humanos cita-se 

também a correlação entre baixos níveis séricos de vitamina D e o aumento do risco 

de doenças infecciosas, alterações no desenvolvimento dos dentes (KARRAS et al., 

2016), esquizofrenia (McGRATH et al., 2004; HOLMES et al., 2009), diabetes tipo 1 

(ZIPITIS; AKOBENG, 2008; HOLMES et al., 2009) e asma (LITONJUA; WEISS, 

2007; HOLMES et al., 2009). Dentre as alterações pós-natais cita-se a ocorrência de 

raquitismo (DAWODU et al., 2005; HOLMES et al., 2009) e o atraso da 

mineralização óssea que persiste até os 9 anos de idade (JAVAID et al., 2006; 

HOLMES et al, 2009). Chama ainda atenção a associação entre a 

deficiência/insuficiência de vitamina D e o desenvolvimento da síndrome metabólica 

e obesidade (ENTRENAS et al., 2016), duas importantes questões de saúde pública 

atuais (ENTRENAS et al., 2016), bem como o fato de grande parte das gestantes 

terem dificuldade de voltar ao peso habitual após o parto (ULRICH; PETERMANN, 

2016). Esses fatos indicam a necessidade e a importância da suplementação de 

vitamina D, principalmente porque a sua produção pela exposição à luz solar é 

insuficiente por conta da vida moderna (baixa exposição ao sol, por exemplo, dentre 

outros hábitos) bem como a obtenção por meio da dieta (HOLICK, 2007; JONES, 

2013), assim como os beneficios da saúde ao longo da vida que estão relacionados 

ao fato da vitamina d ter efeito sobre a programação fetal e a regulação do 

genes.(HOLICK, 2007; HOSSEIN-NEZHAD; HOLICK, 2012; HOSSEIN-NEZHAD; 

HOLICK, 2013). 

 Em adultos deficientes em vitamina D sugere-se suplementação de 50.000 UI 

de vitamina D, com doses semanais durante 8 semanas, ou 6.000 UI de vitamina D 

por dia até atingir níveis séricos de 25(OH)d acima de 30 ng/ml. Após a 

normalização, faz-se manutenção de 1.500 a 2.000 UI por dia (HOLICK et al., 2011). 

Em mulheres grávidas ou que pensam em engravidar os níveis de vitamina D devem 

ser acompanhados a cada três meses e se necessário o tratamento deve ser feito 

com 5.000 UI ou mais por dia, já em mulheres lactantes é necessário 7.000 UI por 

dia, para garantir uma rica fonte de vitamina D no leite materno (CANNELL; HOLLIS, 
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2008). Em casos de deficiências graves de vitamina D, doses de até 600.000UI 

intramuscular, em dose única, são registradas pela literatura como doses 

terapêuticas (MONDAL et al., 2014). No entanto, a literatura pesquisada não possui 

estudos que demonstre a segurança dessas suplementações durante o período 

gestacional. Doses ainda mais altas podem ser requeridas no tratamento de 

pacientes com doses doenças autoimunes visto que esses apresentam 

metabolismozam insuficiente de mal a vitamina D (MUSCOGIURI et al., 2016). 

 Frente ao exposto, o presente estudo avaliou os efeitos da suplementação de 

vitamina D, e da sua associação com cálcio, sobre o desempenho reprodutivo, 

desenvolvimento embionáriofetal e integridade do DNA em camundongos Swiss 

prenhas prenhez. 

 

2. Materialis e métodos 

 

2.1. Agentes químicos 

 

 A vitamina D, colecalciferol 25(OH)D, (Lote 1408221), de responsabilidade da 

farmacêutica Sandra Kuniyoshi, foi fornecida pela Formédica Farmácia de 

Manipulação LTDA (CNPJ 82.342.403/0001-83)  

Dois experimentos foram realizados, um com suplementação intramuscular 

(i.m.) com a dose a 600.000 UI (MONDAL et al., 2014) considerando um paciente de 

70kg, e outro, via oral (v.o., gavage), com uma dose correspondente a 6.000 UI 

(HOLICK et al., 2011) também considerando um paciente de 70kg. Posteriormente, 

fez a adequação da dose ao peso do camundongo, usando a seguinte fórmula 

((Quantidade unidades de vitamina D em UI x 30g)/70.000g)) . A administração foi 

realizada em dose única no 10º dia gestacional visto que nesse dia um grande 

número de órgãos e/ou sistemas estão em desenvolvimento. 

Em seguida, extrapolou-se a dose em progressão geométrica e razão igual a 

dez. Essas doses foram escolhidas porque os guidilines guidelines na área de 

toxicologia reprodutiva (OECD, 2009) e toxicologia genética (OECD, 1997; OECD, 

2012), bem como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2010), 

indicam que ensaios pré-clínicos devem ser conduzidos com as doses que se 
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pretende usar em humanos (ou promover a sua exposição) e outra dose 10 vezes 

maior. Somente se essa segunda dose estiver livre de efeitos adversos, a dose 

menor dose será considerada segura e para tanto deve-se comprovar ausência de 

efeitos genotóxicos e teratogênicos, bem como a relação custo x benefício da sua 

utilização, devem ser avaliados (RAHEJA et al., 1998; OECD, 2001; ANVISA, 2010). 

Por fim as doses de vitamina D testadas foram correspondentes à 600.000, 

6.000.000 e 60.000.000 UI, por via intramuscular e 6.000, 60.000 e 6000.000 UI por 

via oral. Em associação à vitamina D foi usado o Cálcio Quelado na dose de 8,56 

mg/kg de peso corpóreo (p.c.) (v.o.). Esse produto também foi fornecido pela 

Formédica, bem como os veículos usados nesse experimento. 

 

2.2. Animais Experimentais 

 

 Foram utilizados camundongos Swiss (Mus Musculus) de ambos os sexos 

(140 fêmeas e 70 machos), em idade reprodutiva (8-10 semanas), com peso médio 

de 30g, provenientes da Agência Estadual de Defesa Sanitária Animal e Vegetal 

(IAGRO). A presente pesquisa foi realizada de acordo com a Declaração Universal 

do Direitos do Animais e aprovada pelo Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob parecer #789/2016. 

 Os camundongos machos foram mantidos isoladamente em caixas de 

propileno e as fêmeas em duplas. Todos os animais passaram por um período 

mínimo de adaptação correspondente a sete dias. A luminosidade e a temperatura 

foram controladas com a utilização de sistema de fotoperíodo de 12 horas (12 horas 

de claro: 12 horas de escuro) com temperatura em torno de 22±2ºC em rack 

ventilada Ventilife ALESCO® e alimentados com ração comercial (Nuvital®) e água 

filtrada, ad libitum. 

 O acasalamento foi overnight, na proporção de 1 macho: 2 fêmeas, e a 

detecção da prenhez foi feita por meio da observação do plug vaginal, sendo este 

dia considerado o dia zero de gestação (OLIVEIRA et al., 2009; GONÇALVES et al., 

2013; DAVID et al., 2014; GONÇALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a). 

 

2.3. Delineamento Experimental 
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 Os agentes químicos foram administrados em dose única no 10º dia 

gestacional visto que nesse dia um grande número de órgãos e/ou sistemas estão 

em desenvolvimento e, por isso, o embrião se está susceptível à ocorrência de 

disrrupção desreguladores químicos química ou teratogênese (OLIVEIRA et al., 

2009; OLIVEIRA et al., 2015a,b). A escolha por uma dose única se deve às 

suplementação que são feitas em altas doses acontecer uma vez por ano (HOLICK 

et al., 2011; HOLICK et al., 2011; MONDAL et al., 2014) ou até mesmo uma vez por 

trimestre (MANASERI-HOLLAND, et al., 2016). 

As fêmeas prenhes foram divididas em 2 lotes:  

Experimento 1: Via Intramuscular (IM) - As fêmeas foram divididas em 7 

grupos experimentais (n=10): Grupo Controle – foi administrado aos animais óleo 

de girassol qsp (quantidade suficiente para) (veículo da vitamina D); Grupos 

Vitamina D 600.000 UI, 6.000.000UI e 60.000.000 UI – as fêmeas foram 

suplementadas com doses correspondentes à 600.000, 6.000.000 e 60.000.000 UI 

de vitamina D, intramuscular, respectivamente; Grupos Vitamina D + Cálcio – as 

fêmeas foram suplementadas com as mesmas doses de vitamina D que os grupos 

anteriores e, em seguida, foi administrada uma dose de cálcio quelado por via oral 

na dose de 8,56 mg/kg.  

Experimento 2: Via Oral (VO): As fêmeas foram divididas em 7 grupos 

experimentais (n=10): Grupo Controle – foi administrado aos animais óleo de 

girassol qsp (veículo da vitamina D); Grupos Vitamina D 6.000 UI, 60.000UI e 

600.000 UI – as fêmeas foram suplementadas com doses correspondentes à 

6.000, 60.000 e 600.000 UI de vitamina D, via oral, respectivamente; Grupos 

Vitamina D + Cálcio – as fêmeas foram suplementadas com as mesmas doses de 

vitamina D que os grupos anteriores e, em seguida, foi administrada uma dose de 

cálcio quelado por via oral na dose de 8,56 mg/kg. 

 

2.4 Ensaios Biológicos 

2.4.1. Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal 

Os animais foram pesados no começo e no final do experimento. Calculou-se 

o ganho de peso (peso final – peso inicial). No 18º dia de gestação os animais foram 
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submetidos à eutanásia seguida de laparotomia, histerectomia e onfalectomia. O 

baço, coração, fígado, pulmões, rins, útero, fetos e placentas foram coletados e 

pesados. Calculou-se o ganho de peso líquido (ganho de peso – peso do útero). O 

peso relativo dos órgãos foi calculado pela relação entre o peso absoluto do órgão e 

o peso final do animal. 

Uma análise externa sistematizada dos fetos foi realizada para a detecção de 

possíveis malformações. Posteriormente, os fetos foram sexados. Registrou-se o 

número de implantações, reabsorções, fetos vivos e fetos mortos. Com base nesses 

dados obteve-se viabilidade fetal (número de fetos vivos/número de implantações x 

100), taxa de perdas pós-implantação (número de implantações – número de fetos 

vivos x 100/número de implantações), taxa de reabsorção (número de reabsorções x 

100/número de implantações), índice placentário (peso placentário/peso fetal) e 

razão sexual (número de fetos machos/número de fetos fêmeas) (OLIVEIRA et al., 

2009: GONÇALVES et al., 2013; DAVID et al., 2014; GONÇALVES et al., 2014; 

OLIVEIRA et al., 2015a). Em seguida, fez-se a adequação do peso dos fetos à idade 

de prenhez. Para tanto os fetos foram classificados como fetos com peso adequado 

para a idade da prenhez (PAIP) – peso compreendido entre média de peso dos fetos 

do grupo controle mais ou menos o desvio padrão; fetos de baixo peso para a idade 

de prenhez (BPIP) – peso corporal inferior à média de peso dos fetos do grupo 

controle menos o desvio padrão deste mesmo grupo; fetos acima do peso para a 

idade de prenhez (APIP) – peso corporal superior à média do peso dos fetos do 

grupo controle mais o desvio padrão deste mesmo grupo (OLIVEIRA et al., 2009). 

 Posteriormente, os fetos foram distribuídos aleatoriamente em dois 

subgrupos. O primeiro foi destinado à análise visceral sendo os fetos fixados em 

solução de Bodian’s (água destilada (142 ml), ácido acético (50 ml), formol (50 ml) e 

álcool 95% (758 ml)) por pelo menos sete dias. Já o segundo subgrupo foi destinado 

à análise esquelética pela técnica de alizarina vermelha proposta por Staples; 

Schnell (1964), com modificações de Oliveira et al. (2009). Os fetos foram fixados 

em acetona por pelo menos sete dias. Para o processo de diafanização, os fetos 

foram eviscerados e colocados em uma solução de KOH (0,8%). Em seguida, quatro 

gotas de alizarina foram acrescentadas. Esta solução foi trocada a cada 24h ao 

longo de quatro dias. Após esse período a solução de KOH foi descartada e os fetos 
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foram colocados em solução de clareadora (1litro de glicerina: 1 litro de álcool etílico: 

0,5 litro de álcool benzílico) e trocadas por 24h durante sete dias. 

A análise visceral foi realizada por meio de microdissecação com cortes 

estratégicos para o estudo do tórax e do abdômen segundo Barrow; Taylor (1969), e 

para estudo da cabeça segundo Wilson (1965), com modificações de Oliveira et al. 

(2009). As alterações viscerais foram baseadas nos estudos de Taylor (1986), 

Manson; Kang (1994), Damasceno et al. (2008), Oliveira et al. (2009). Alterações 

esqueléticas foram classificadas segundo os estudos de Taylor (1986), Manson et al. 

(1982), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009).  

Todas as análises foram realizadas em estereomicroscópio (NIKON 
SMZ745T). 

 
 
2.4.2. Ensaio do Micronúcleo 

 A análise do micronúcleo foi realizada 24, 48 e 72 horas após a administração 

da vitamina D, portanto no 11º, 12º e 13º dias gestacionais.  

A técnica utilizada foi baseada em Hayashi et al. (1990) com modificações de 

Oliveira et al. (2009). Foram coletados 20μL de sangue periférico, por punção da 

veia caudal e depositado em lâmina previamente corada com Alaranjado de Acridina 

(1mg/mL) e, em seguida, recorberta por lamínula. As lâminas foram armazenadas 

em freezer a -20ºC por pelo menos 15 dias. Analisou-se 2.000 células/animal em 

microscópio de epifluorescência (Motic®; Modelo BA 410) em aumento de 400 

vezes. 

 
2.4.3. Análise estatística 

 Os dados foram apresentados em média ± erro padrão da média (EPM) e 

foram avaliados de acordo com a natureza de sua distribuição (teste paramétrico - 

ANOVA/Tukey e não paramétricos - Kruskal-Wallis/Dunn). Para as comparações 

entre as frequências (porcentagens) utilizou o teste de Quiquadrado comparando as 

frequências entre o grupo controle e os grupos experimentais. O nível de 

significância foi estabelecido em p˂0,05. 

 

3. Resultados 
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3.1 Avaliação de toxicologia reprodutiva 

3.1.1. Parâmetro biométricos 

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos diferentes lotes e grupos 

experimentais. No entanto, os grupos Vitamina D, nas duas maiores doses, 

associados ao cálcio, apresentaram redução de peso se comparados ao grupo 

controle no experimento em que a vitamina foi administrada por via intramuscular. 

Para o experimento onde a vitamina foi administrada via oral não houve diferença 

(p>0,05) entre os grupos experimentais. Quando avaliados o peso final, ganho de 

peso, ganho de peso, peso do útero e ganho de peso líquido não houve diferenças 

(p>0,05) entre os grupos independentemente do lote em análise (Tabela 1). 

Ao avaliar o peso absoluto e o peso relativo dos órgãos não houve diferenças 

significativas, exceto para o peso relativo do baço dos animais tratados com vitamina 

D na menor dose, via intramuscular, e cálcio, que aumentou (p<0,05) em relação ao 

grupo controle (Tabela 2). 

 

3.1.2. Desempenho reprodutivo 

 

O número de implantes, fetos vivos, viabilidade fetal, taxa de perda pós-

implantacionais, reabsorção, taxa de reabsorção e razão sexual não apresentaram 

diferenças (p>0,05) entre os grupos experimentas dos dois lotes (Tabela 3).  

Em relação ao experimento 1 (IM) observou-se aumento (p<0,05) do peso 

fetal nos grupos tratados com a menor dose de vitamina D e com a maior dose da 

vitamina D em associação com o cálcio em relação ao grupo controle. Verificou-se 

também redução (p<0,05) do peso placentário dos animais tratados com a vitamina 

D na dose intermediária e dessa mesma dose em associação com o cálcio. 

Observou-se ainda redução (p<0,05) do índice placentário para os animais tratadas 

com as duas menores doses de vitamina D isoladamente ou em associação com 

cálcio (Tabela 3). 

Em relação ao experimento 2 (VO) observou-se redução do índice placentário 

para as duas menores doses de vitamina D e para as duas maiores doses em 

associação com o cálcio (Tabela 3). 
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Quando avaliada a adequação do peso à idade de prenhez, todos os fetos, 

independentemente do tratamento demonstraram peso adequado para a idade da 

prenhez (Tabela 3).  

 

 
3.1.3. Avaliação do desenvolvimento embriofetal: malformações externas, viscerais e 

esqueléticas 

 A frequência de malformações externas (Tabela 4), viscerais (Tabela 5) e 

esqueléticas (Tabela 6) observadas para os grupos tratados com vitamina D, seja 

pela via intramuscular ou oral, não diferiram dos seus respectivos controles. 

 As malformações externas observadas no experimento 1 (IM) foram 

retroversão posterior unilateral e posterior bilateral, retroversão anterior unilateral, 

estiramento anterior e posterior unilateral, hematoma nos membros posteriores, 

cauda em vírgula, hidropsia, gastrosquise e escoliose. Já experimento 2 (VO) as 

malformações observadas foram retroversão posterior unilateral e bilateral, 

hematoma nos membros posteriores, cauda em vírgula e gastrosquise (Tabela 4). 

  Quando avaliada as malformação visceral, no experimento 1 (IM) foram 

observadas hidrocefalia, hidronefrose e fenda palatina. Já no experimento 2 (VO) 

observou-se hidronefrose e fenda palatina (Tabela 5). 

 A análise de malformações esqueléticas, no experimento 1 (IM), 

demonstraram a presença de ossificação reduzida e agenesia de falanges distais e 

de falanges proximais em membros anteriores e posteriores; ossificação reduzida do 

púbis; rotação da fíbula sobre a tíbia; agenesia, disgenesia (bipartidos e em formato 

de borboleta) e redução de ossificação dos centros esternais. Observou-se também 

agenesia e redução de ossificação do manúbrio e processo xifóide. No Crânio 

observou-se ossificação reduzida do presfenióide, palato, supraoccipital, parietal, 

interparietal. Nas vértebras observou-se agenesia ou ossificação reduzida dos 

centros vertebrais (Tabela 6).  

  No experimento 2 (VO) observou-se agenesia e ossificação reduzida das 

falanges distais e proximais e do metacarpo em membros anteriores; e agenesia e 

ossificação reduzida das falanges distais e proximais, do metatarso e do púbis em 

membros inferiores além de agenesia do ísquio e rotação da fíbula sobre a tíbia. 
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 O esterno apresentou um gama de alterações e dentre elas cita-se agenesia, 

ossificação reduzida dos centros externais além de ossificação bipartidas e em 

formato de borboleta. Também foi observada agenesia ou ossificação reduzida do 

manúbrio e do processo xifoide. Dentre as alterações do crânio observou-se 

ossificação reduzida do presfenóide, palato, supraccipital, parietal, interparietal e 

nasal. Nas vértebras observou-se ossificação reduzida de centro vertebrais e nas 

costelas projeções e junções das costelas flutuantes (Tabela 6).  

 
3.1.4.  Avaliação toxicogenética: ensaio do micronúcleo 

 

A avaliação da integridade do DNA demonstrou ausência de danos 

toxicogenéticos exceto para a maior dose de vitamina D, administrada isoladamente, 

na primeira análise realizada (24h após o tratamento). No entanto, nas demais 

análises de 48 e 72h esse aumento de danos genotóxicos não se manteve (Tabela 

7). 

 
4. Discussão 

 

 À medida que os o conhecimentos na área de medicina são construídos 

novas terapias assumem destaque na busca de melhorias na qualidade de vida. No 

entanto, algumas vezes faltam estudos que garantam a segurança dessas novas 

terapias e assim é o caso de algumas suplementações em períodos específicos. 

Isso acontece com a vitamina D que é usada na suplementação, inclusive de 

mulheres grávidas e/ou em gestantes lactantes que ainda não possuem 

conhecimento dessa condição, em doses de até 600.000 UI. Diante do exposto, a 

presente pesquisa avaliou os efeitos da suplementação da vitamina D isolada e em 

associação com o cálcio no desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal 

em modelo pré-clínico. De acordo com a literatura estudos de desempenho 

reprodutivo e desenvolvimento embriofetal (teratogênese) são realizados 

comumente em 4 janelas sendo pré-acasalamento (pelo menos 15 dias anteriores 

ao acasalamento para cobrir 3 ciclos estrais) (MOREIRA et al., 2005; GONÇALVEZ 

et al., 2013; DAVID et al., 2014; GONÇALVEZ et al., 2014), pré-implantacional (do 1º 

ao 4º dia gestacional), organogênese (GONÇALVEZ et al., 2013; DAVID et al., 2014; 
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GONÇALVEZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a) e gestacional (GONÇALVEZ et 

al., 2013; DAVID et al., 2014; GONÇALVEZ et al., 2014). Além dessas  janelas 

alguns autores ainda fazem tratamentos exclusivamente no 10º dia gestacional no 

intuito de atingir um maior número de órgãos e/ou sistemas em desenvolvimento 

sendo então considerado o 10º dia gestacional um dia crítico para o 

desenvolvimento embriofetal (OLIVEIRA et al., 2009; MAURO et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2015b). Baseado na literatura e porque as altas doses de vitamina 

D são suplementadas em dose única (HOLICK et al., 2011; MONDAL et al., 2014) 

optou-se pela administração da vitamina D, isolada ou em associação com o cálcio, 

no décimo dia gestacional.  

 A avaliação dos parâmetros biométricos não indicaram nenhum sinal de 

toxicidade materna. A única variação significativa apresentada foi o peso relativo do 

baço dos animais do grupo tratado com a menor dose de vitamina D em associação 

com o  cálcio. No entanto, essa parece ser uma ocorrência isolada. Essa ausência 

de variações nos parâmetros biométricos associados à ausência de sinais clínicos 

de intoxicação (opacidade de olhos e pêlos, ressecamento de mucosa, eriçamento 

de pelo, alteração de comportamento, alteração da deambulação (hipo e 

hiperatividade locomotora), morbidade, tremores, diminuição da ingestão de ração e 

água e diarréiadiarreia) (DAMASCENO et al., 2002; FREITAS et al., 2005; 

BRUGUIOLO et al., 2010; CUNHA-LAURA et al., 2013, AUHAREK et al., 2013) 

sugerem a segurança da suplementação. 

 Corrobora ainda a segurança de uso a ausência de alterações no número de 

implantes, número de fetos vivos, viabilidade fetal, taxa de perdas pós-

implantacionais, reabsorção, taxa de reabsorção, adequação do peso à idade de 

prenhez e razão sexual. Apesar de ocorrer aumento do peso fetal e redução do peso 

placentário e do índice placentário no lote (IM), todos os fetos tiveram crescimento 

adequado para a idade de prenhez. Logo, esses dados não são indicativos de 

toxicidade. Já no lote (VO) não houve variação no peso fetal. Mas, aconteceu de 

forma esporádica, aumento do peso placentário e redução do índice placentário. 

 Variações no peso fetal, peso das placentas e/ou no índice placentário podem 

significar adaptações do organismo materno para manter a manutenção adequada 

dos embriões/fetos e isso pode ocorrer em decorrência, por exemplo, devido aos 

diferentes números de fetos por ninhada (DAVID et al,. 2014; ERIKSSON; 
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JANSSON, 1984; GONÇALVEZ et al., 2013). Não obstante se essas adaptações 

estiverem associadas a outras mudanças no organismo materno e fetal podem ser 

indicativos de toxicidade (SAITO et al., 2013; SINZATO et al., 2011). Mas, no 

presente estudo não temos mais variáveis que sugiram efeitos materno ou 

embrio/fetotóxicos que possam fomentar essa assertiva.   

 As malformações externas, viscerais e esqueléticas observadas nos grupos 

tratados com a vitamina D, por via intramuscular ou via oral, isoladamente ou em 

associação com o cálcio são consideradas  variantes da normalidade, pois são 

encontradas na mesma frequência no grupo controle (TAYLOR, 1986; GONÇALVES 

et al., 2013; DAVID et al., 2014). Apenas na maior dose de vitamina D, por via oral, 

houve diferença significativa (p<0,05) ano ao analisar o processo xifoide que 

apresentou ossificação reduzida ou agenesia. Principalmente, no que se refere as 

alterações esquelética deve se considerar que os fetos eram prematuros, ainda que 

os procedimentos tenham sido realizados como indicado pela literatura específica  

(TAYLOR, 1986; GONÇALVES et al., 2013). Assim, essa mesma literatura indica 

que essas alterações viscerais e/ou esqueléticas regridem ao final da gestação ou 

após o nascimento (TAYLOR, 1986; OLIVEIRA et al., 2009) corroborando a 

afirmativa de que são variantes da normalidade. 

Os resultados ainda indicam que, mesmo diante das diferenças nas 

frequências e tipos de malformações observadas nos dois experimentos, não foi 

estabelecido nenhuma correlação entre as doses administradas, as vias de 

administrações e os achados biológicos. 

Em relação à frequência de micronúcleos observou-se que ocorrereu ocorreu 

aumento significativo apenas na maior dose no primeiro tempo de análise. No 

entanto, essa toxicidade genética não permaneceu ao longo das três amostragens 

realizadas. Para as demais doses, isoladas ou em associação com o cálcio não foi 

observada nenhum sinal de genotoxicidades. Esses resultados indicam uma 

ocorrência esporádica de aumento da frequência de micronúcleos e acredita-se que 

essa diferença possui pequena relevância biológica. Esses resultados corroboram a 

segurança de uso da suplementação de Vitamina D mesmo em altas doses durante 

a gestação uma vez que a integridade do DNA é mantida. 

 Diante do exposto infere-se que a vitamina D e a vitamina D associada 

cálcio, nas doses intramuscular de 600.000UI, 6.000.000UI e 60.000.000UI e nas 
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doses via oral 6.000UI, 60.000UI e 600.000UI, testadas em camundongos Swiss 

prenhas prenhez não é materno-tóxica, não é genotóxico e não alterara o 

desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal, o que sugere segurança de 

uso também durante o período gestacional.  
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7. Considerações Gerais 

 Com base nos ensaios realizados e nos resultados obtidos, pode-se concluir 

que a vitamina D e vitamina D associada ao cálcio nas diferenças concentrações 

testadas, tanto pela via intramuscular quanto a via oral, não altera o desempenho 

reprodutivo e nem a integridade do DNA de fêmeas prenhez e, portanto, é segura 

para suplementação também durante o período gestacional. 
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Anexos 

 

Tabela 1. Desenvolvimento ponderal das fêmeas tratadas com vitamina D e 
vitamina D associada ao cálcio. 

            

Parâmetros Biométricos (g) 

Via intramuscular 

Grupos experimentais 
Inicial Final Ganho de 

peso 
Peso útero Ganho  de 

peso líquido 

Controle  38,73±1,46b 60,45±1,38a 21,72±2,03a 17,64±1,85a 4,07±1,22a 

600.000UI 36,24±1,94ab 61,57±2,55a 25,33±1,69a 19,63±1,77a 5,69±0,54a 

6.000.000UI 32,72±1,66ab 58,14±2,17a 25,42±0,93a 20,26±0,72a 5,15±0,86a 

60.000.000UI 36,09±1,53ab 60,12±1,99a 24,03±1,34a 18,04±1,49a 5,98±0,65a 

600.000UI + Ca 34,03±1,11ab 53,96±2,18a 19,92±1,80a 16,45±2,07a 3,46±0,74a 

6.000.000UI + Ca 31,50±1,46a 56,49±1,52a 24,99±2,25a 18,13±1,04a 6,85±1,48a 

60.000.000UI + Ca 31,50±0,62a 58,12±1,90a 26,61±1,97a 19,40±1,41a 7,21±0,67a 

Via oral 

Grupos experimentais 
Inicial Final Ganho de 

peso 
Peso útero Ganho  de 

peso líquido 

Controle  34,34±1,42a 55,31±1,80a 20,97±1,67a 16,45±1,67a 4,52±1,62a 

6.000UI 32,92±0,94a 55,56±1,67a 22,64±1,11a 17,48±1,30a 5,15±0,66a 

60.000UI 31,82±1,42a 53,80±1,47a 21,98±1,72a 16,59±1,45a 5,38±0,99a 

600.000UI 30,31±1,27a 53,81±1,83a 23,50±1,06a 17,11±0,87a 6,38±0,76a 

6.000UI + Ca 31,90±1,73a 51,78±2,17a 19,88±0,99a 16,13±0,97a 3,75±0,77a 

60.000UI + Ca 34,57±1,76a 57,22±2,58a 22,69±1,68a 19,16±1,20a 3,48±0,76a 

600.000UI + Ca 32,85±1,57a 58,82±1,84a 25,97±0,98a 21,02±0,89a 4,95±0,70a 
Legenda g – grama; Ca – Cálcio quelado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças 

estatisticamente significativas (Teste Anova/Tukey; p<0,05) Média±EPM. 
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Tabela 2. Pesos absoluto e relativo dos órgãos das fêmeas tratadas com vitamina D e 
vitamina D associada a cálcio. 

 

Via Intramuscular 

Peso absoluto dos órgãos (g 

Grupo 
experimentais 

Coração Pulmão Rins Fígado Baço 

Controle  0,19±0,010a 0,20±0,012a 0,41±0,020a 2,77±0,010a 0,127±0,008a 

 600.000UI  0,18±0,009a 0,23±0,012a 0,42±0,028a 2,74±0,163a 0,151±0,017a 

6.000.000UI 0,17±0,007a 0,22±0,008a 0,38±0,019a 2,59±0,102a 0,139±0,012a 

60.000.000UI 0,19±0,010a 0,24±0,023a 0,44±0,030a 2,71±0,102a 0,145±0,012a 

600.000UI + Ca 0,18±0,018a 0,23±0,014a 0,39±0,020a 2,62±0,096a 0,168±0,015a 

6.000.000UI + Ca 0,16±0,013a 0,22±0,014a 0,39±0,020a 2,73±0,088a 0,131±0,010a 

60.000.000UI + Ca 0,16±0,013a 0,21±0,010a 0,38±0,020a 2,73±0,116a 0,158±0,013a 

Peso relativo dos órgãos 

Grupo 
experimentais 

Coração Pulmão Rins Fígado Baço 

Controle  0,003±0,0001a 0,003±0,0001a 0,006±0,0003a 0,045±0,001a 0,002±0,0001a 

 600.000UI  0,002±0,0001a 0,003±0,0001a 0,007±0,0005a 0,044±0,001a 0,002±0,0001ab 

6.000.000UI 0,003±0,0001a 0,003±0,0002a 0,006±0,0002a 0,044±0,001a 0,002±0,0002ab 

60.000.000UI 0,003±0,0001a 0,004±0,0003a 0,007±0,0005a 0,045±0,001a 0,002±0,0002ab 

600.000UI + Ca 0,003±0,0003a 0,004±0,0003a 0,007±0,0003a 0,048±0,001a 0,003±0,0003b 

6.000.000UI + Ca 0,002±0,0001a 0,004±0,0002a 0,007±0,0002a 0,048±0,001a 0,002±0,0001ab 

60.000.000UI + Ca 0,002±0,0001a 0,003±0,0002a 0,006±0,0002a 0,046±0,0007a 0,002±0,0001ab 

Via Oral 

Peso absoluto dos órgãos (g) 

Grupo 
experimentais 

Coração Pulmão Rins Fígado Baço 

Controle  0,17±0,010a 0,19±0,010a 0,40±0,014a 2,53±0,112a 0,143±0,019a 

 6.000UI  0,16±0,008a 0,21±0,009a 0,39±0,012a 2,55±0,094a 0,140±0,013a 

60.000UI 0,18±0,011a 0,21±0,009a 0,38±0,015a 2,57±0,076a 0,128±0,012a 

600.000UI 0,17±0,010a 0,23±0,016a 0,40±0,022a 2,64±0,092a 0,153±0,015a 

6.000UI + Ca 0,17±0,010a 0,21±0,014a 0,39±0,021a 2,62±0,169a 0,147±0,011a 

60.000UI + Ca 0,17±0,013a 0,25±0,024a 0,40±0,020a 2,61±0,123a 0,158±0,015a 

600.000UI + Ca 0,17±0,011a 0,23±0,012a 0,37±0,027a 2,66±0,091a 0,133±0,010a 

Peso relativo dos órgãos 

Grupo 
experimentais 

Coração Pulmão Rins Fígado Baço 

Controle  0,003±0,0002a 0,003±0,0002a 0,007±0,0002a 0,040±0,002a 0,002±0,0003a 

 6.000UI  0,003±0,0001a 0,003±0,0002a 0,007±0,0002a 0,040±0,001a 0,002±0,0002a 

60.000UI 0,003±0,0002a 0,003±0,0001a 0,007±0,0003a 0,040±0,001a 0,002±0,0002a 

600.000UI 0,003±0,0001a 0,004±0,0003a 0,007±0,0003a 0,040±0,001a 0,002±0,0002a 

6.000UI + Ca 0,003±0,0001a 0,004±0,0001a 0,007±0,0003a 0,050±0,001a 0,002±0,0001a 

60.000UI + Ca 0,002±0,0001a 0,004±0,0004a 0,007±0,0001a 0,040±0,001a 0,002±0,0002a 

600.000UI + Ca 0,003±0,0001a 0,003±0,0001a 0,006±0,0004a 0,040±0,0009a 0,002±0,0001a 
Legenda: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatisticamente significativas. (Teste 
Anova/Tukey; p<0,05)
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Tabela 3. Parâmetros reprodutivos relativos as fêmeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao cálcio. 

Parâmetros Reprodutivos 

Via Intramuscular 

Grupos 
experimentais 

Controle  600.000UI 6.000.000UI 60.000.000UI 600.000UI + Ca 6.000.000UI + Ca 60.000.000UI + Ca 

Ninhadas 
Analisadas 

10 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 116 114 126 114 97 116 121 

Implantes1 12,00±1,26a 12,50±1,09a 13,30±0,53a 12,40±0,99a 11,30±1,32a 12,10±0,56a 12,20±0,87a 

Fetos Vivos1 11,60±1,24a 11,70±1,04a 12,60±0,65a 11,40±1,00a 10,30±1,30a 11,60±0,67a 12,10±0,88a 

VF1 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 

TPPI1 3,60±2,01a 5,90±2,57a 5,20±2,79a 8,90±2,43a 8,00±3,73a 4,50±1,93a 0,80±0,80a 

Reabsorção1 0,40±0,22a 0,80±0,35a 0,70±0,36a 1,00±0,25a 1,00±0,45a 0,50±0,22a 0,10±0,10a 

TR1 3,60±2,01a 5,90±2,57a 5,20±2,79a 8,90±2,43a 8,00±3,73a 4,50±1,93a 0,80±0,80a 

PF(g)2 1,18±0,016a 1,32±0,015b 1,22±0,013a 1,25±0,011a 1,23±0,013a 1,21±0,009a 1,28±0,011b 

PP(g)2 0,099±0,002b 0,091±0,002ab 0,085±0,001a 0,102±0,002b 0,091±0,002ab 0,083±0,001a 0,088±0,001ab 

IP2 0,088±0,003b 0,070±0,002a 0,070±0,001a 0,084±0,002b 0,075±0,001ab 0,069±0,001a 0,069±0,001a 

APIP 

 
PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP 

RS2 1,09±0,14 a 0,91±0,17a 1,72±0,48a 1,06±0,26a 1,14±0,36a 1,25±0,37a 1,57±0,42a 

Via Oral 

Grupos 
experimentais 

Controle  6.000UI 60.000UI 600.000UI 6.000UI + Ca 60.000UI + Ca 600.000UI + Ca 

Ninhadas 
Analisadas 

10 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 107 115 107 112 108 120 130 

Implantes1 11,10±1,09a 12,10±0,91a 10,90±0,86a 11,50±0,45a 11,10±0,87a 12,20±0,74 a 13,50±0,45a 

Fetos Vivos1 10,70±1,09a 11,50±0,71a 10,70±0,84a 11,20±0,44a 10,70±0,74a 11,90±0,72a 13,00±0,55a 

VF1 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 100±0,00a 

TPPI1 4,30±2,09a 4,10±1,92a 1,70±1,13a 2,40±1,22a 2,90±2,04a 2,10±1,58a 3,90±1,88a 
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Reabsorção1 0,40±0,16a 0,60±0,30a 0,20±0,13a 0,30±0,15a 0,40±0,30a 0,30±0,21a 0,50±0,22a 

TR1 4,30±2,09a 4,10±1,92a 1,70±1,13a 2,40±1,22a 2,90±2,04a 2,10±1,58a 3,90±1,88a 

PF(g)2 1,20±0,020ab 1,14±0,020a 1,19±0,020ab 1,15±0,010 a 1,18±0,010a 1,27±0,010b 1,27±0,010b 

PP(g)2 0,100±0,002ab 0,086±0,001a 0,100±0,007ab 0,098±0,001ab 0,107±0,002b 0,088±0,00 2a 0,093±0,001ab 

IP2 0,088±0,003b 0,083±0,003a 0,091±0,007a 0,086±0,001b 0,091±0,002b 0,070±0,001a 0,074±0,001a 

APIP 

 
PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP 

RS2 0,96±0,21a 1,25±0,25a 0,99±0,17a 1,07±0,20a 1,12±0,26a 1,12±0,26a 0,85±0,14a 
Legenda: VF:viabilidade fetal; TPPI: taxa de perdas pós implantacionais; TR: taxa de reabsorção; PP: peso placentário; PF: peso fetal;  IP: índice placentário; APIP: adequação do peso à idade de 
prenhez; PAIP: peso adequado à idade de prenhez; RS: razão sexual. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças estatisticamente significativas. (Teste: 1Anova /Tukey; 2Kruskall-
Wallis/Dunn; p˂0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

Tabela 4. Relação e frequência de malformações externas na prole de fêmeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada a 
cálcio. 

                              

Malformações externas 

Grupos 
Experimentais  Controle  600.000UI 6.000.000UI 60.000.000UI  

600.000UI  
+ Ca 

6.000.000UI + 
Ca 

60.000.000UI + 
Ca 

Ninhadas 
analisadas 9 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 121 118 130 113 102 115 121 

Via Intramuscular 

 NA % NA % NA % NA % NA % NA % NA % 

Retr.Post.Unilateral 3 2,13±1,58a 8 6,02±2,27a 7 5,65±2,01a 4 3,83±2,70a 16 13,34±4,51a 10 8,28±2,77a 10 7,76±2,67a 
Retr.Pos.Bilateral 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,91±0,91a 1 1,11±1,11a 1 0,91±0,91a 0 0,00±0,00a 

Retr.Ant.Unilateral 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,91±0,91a 0 0,00±0,00a 

Est. Post. Unilateral 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 2 2,16±1,46a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Est. Ant. Unilateral 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 4 3,93±2,01a 1 0,91±0,91a 1 0,71±0,71a 
Hematoma 1 0,67±0,67a 1 0,83±0,83a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,87±0,71a 0 0,00±0,00a 
Cauda em virgula 0 0,00±0,00a 1 0,83±0,83a 0 0,00±0,00a 1 0,71±0,71a 2 1,67±1,67a 7 6,08±3,76a 5 3,63±1,98a 
Hidropsia 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 
Gastrosquise 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,83±0,83a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
Escoliose 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,91±0,91a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Via Oral 

Parâmetros  Controle  6.000UI 60.000UI 600.000UI  6.000UI + Ca 60.000UI + Ca 600.000UI + Ca 

Ninhadas analisada 10 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 101 113 108 116 107 117 131 

 NA % NA % NA % NA % NA % NA % NA % 

Retr.Post.Unilateral 4 3,24±1,68a 0 0,00±0,00a 3 2,31±1,64a 3 2,53±1,30a 1 0,77±0,77a 8 6,45±3,77a 5 3,93±2,74a 
Retr.Pos.Bilateral 0 0,00±0,00a 2 1,43±1,43a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
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Hematoma 1 0,67±0,67a 1 0,67±0,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,91±0,91a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
Cauda em vírgula 2 1,67±1,14a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 0,77±0,77a 2 1,55±1,04a 2 1,67±1,67a 
Gastrosquise 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 2 2,22±2,22a 0 0,00±0,00a 1 0,77±0,77a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Legenda: Na - número absoluto de fetos que apresentam a malformação, % valor médio ± erro padrão da média; (Teste Kruskal-Wallis/Dunn; p<0,05) 
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Tabela 5. Relação e frequência de malformações viscerais na prole de fêmeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada a 
cálcio. 

Malformações viscerais 

Via Intramuscular 

Grupos 
Experimentais  

Controle 600.000UI 6.000.000UI 60.000.000UI 
600.000UI  

+ Ca 
6.000.000UI  

+ Ca 
60.000.000UI  

+ Ca 

Ninhadas analisadas 9 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 57 59 66 59 53 58 62 
  NA % NA % NA % NA % NA % NA % NA % 

Hidrocefalia leve 3 5,29±2,66a 1 5,00±5,00a 1 2,00±2,00a 5 14,54±9,78a 2 5,00±3,33a 2 2,86±2,86a 2 2,50±1,67a 

Hidronefrose leve 1 1,85±1,85a 0 0,00±0,00a 2 3,43±2,33a 3 4,52±3,14a 1 2,00±2,00a 0 0,00±0,00a 2 3,75±2,67a 

Fenda Palatina leve 8 18,43±8,10a 3 5,00±3,56a 1 1,67±1,67a 2 2,54±1,71a 2 2,92±1,97a 8 14,43±8,83a 7 9,17±5,34a 

Fenda Palatina grave 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Via Oral 

Grupos 
Experimentais  

Controle 6.000UI 60.000UI 600.000UI 6.000UI + Ca 60.000UI + Ca 600.000UI + Ca 

Ninhadas analisadas 9 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 49 56 56 60 48 59 67 

  NA % NA % NA % NA % NA % NA % NA % 

Hidrocefalia leve 1 5,56±5,56ab 5 7,14±7,14a 3 5,43±2,81ab 12 21,76±8,35b 0 0,00±0,00ab 8 12,6±4,55ab 1 1,67±1,67ab 

Hidronefrose leve 1 1,39±1,39a 6 9,64±7,30a 6 12,00±8,54a 7 12,76±5,09a 5 10,50±5,50a 5 10,33±4,51a 0 0,00±0,00a 

Hidronefrose mod. 1 1,39±1,39a 0 0,00±0,00a 1 2,00±2,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Fenda Palatina leve 4 8,44±3,47a 3 5,43±4,10a 1 1,43±1,43a 5 8,53±4,16a 6 12,93±3,87a 5 7,20±3,22a 3 4,53±2,31a 

Fenda Palatina grave 1 1,59±1,59a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a  0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 
Legenda: Na - número absoluto de fetos que apresentam a malformação, % valor médio ± erro padrão da média; Mod - moderada. Diferentes letras indicam diferenças estatisticamente  

significativas. (Teste Kruskal-Wallis/Dunn; p<0,05)  



44 

 

Tabela 6. Relação e frequência de malformações esqueléticas na prole de fêmeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada 
a cálcio. 

Malformações esqueléticas 

Grupos 
experimentais Controle  600.000UI 6.000.000UI 60.000.000UI 600.000UI + C 6.000.000UI + C 60.000.000UI+C 

Ninhadas 
analisadas 9 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 57 59 66 59 53 58 62 

Via Intramuscular 

 NA % NA % NA % NA % NA % NA % NA % 
Membros 

Posteriores 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Falanges distais 50 98,57±4,52a 51 85,00±33,75a 57 94,4±9,39a 53 96,0±12,65a 51 90±31,62a 51 98,33±5,27a 53 89,4±12,35a 
Falanges 
proximais  12 24,02±9,92a 6 10,00±8,31a 4 5,95±4,42a 5 8,69±3,93a 0 0,00±0,00a 2 4,00±2,67a 2 3,67±2,46a 

Rotação da fíbula 
sobre a tíbia 9 13,25±7,49a 2 4,17±2,85a 13 24,64±11,65a 13 22,14±11,88a 5 9,33±4,99a 15 26,29±9,71a 24 47,69±12,3a 

Púbis OR 1 1,43±1,43a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
Membros 

Anteriores 

              Falange distais  42 79,67±10,4a 38 65,42±11,04a 26 41,90±12,11a 29 56,43±13,31a 27 47,58±8,30a 33 69,43±12,45a 23 43,10±12,22a 
Falanges 
proximais 3 8,93±5,30a 3 5,00±5,00a 2 2,86±2,86a 3 5,60±2,97a 0 0,00±0,00a 2 4,00±2,67a 2 3,67±2,46a 

Esterno 

              Centro Esterno 47 89,90±5,12a 48 80,83±6,34a 42 70,00±9,87a 43 76,45±5,59a 47 91,67±4,30a 32 63,62±10,03a 46 74,57±6,27a 

Manúbrio 1 1,25±1,25a 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 5 9,33±4,99a 2 5,00±3,56a 

Processo Xifoide 1 1,43±1,43a 6 10,00±7,12a 2 3,33±3,33a 7 13,33±7,78a 2 2,50±2,50a 3 5,33±3,69a 2 6,67±6,67a 

Crânio 

              Presfenóide  26 50,32+7,68a 39 69,17±8,96a 29 48,98±11,34a 24 47,24±7,06a 27 47,86±8,19a 21 37,57±11,59a 25 36,73±11,09a 

Palato  1 1,25±1,25a 6 10,83±6,81a 2 2,86±1,90a 11 18,93±6,69a 1 2,00±2,00a 3 8,33±6,69a 9 11,25±9,94a 

Supraoccipital 0 0,00±0,00a 3 4,58±2,36a 0 0,00±0,00a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
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OR 

Parietal OR 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 1,67±1,67a 1 3,33±3,33a 

Interparietal OR 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 2 3,67±2,46a 2 3,33±3,33a 

Vértebras 

              Centro vertebral  0 0,00±0,00a 1 2,50±2,50a 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 2 2,50±2,50a 0 0,00±0,00a 3 7,92±6, 65a 

Via Oral 

Grupos 
experimentais Controle  6.000UI 60.000UI 600.000UI 6.000UI + C 60.000UI + C 600.000UI+C 

Ninhadas 
analisadas 10 10 10 10 10 10 10 

Fetos Analisados 52 56 55 54 56 58 64 

 NA % NA % NA % NA % NA % NA % NA % 
Membros 

Posteriores 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Falanges distais 50 97,14±2,86a 56 100±0,00a 54 98,33±1,67a 53 97,5±2,50a 56 100±0,00a 55 94,10±5,34a 62 97,14±2,86a 
Falanges 
proximais  8 16,00±11,07a 8 12,00±9,98a 10 27,17±12,8a 15 28,83±11,0a 0 0,00±0,00a 5 9,25±7,96a 1 1,25±1,25a 

Metatarso 0 0,00±0,00a 7 10,00±10,0a 5 10,00±10,0a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Rotação da fíbula 
sobre a tíbia 0 0,00±0,00a 6 10,00±8,31a 10 16,19±8,96a 8 16,10±6,98a 8 13,19±8,1a 4 7,10±4,19a 4 5,71±4,36a 

Púbis  0 0,00±0,00a 1 1,43±1,4a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
Ausência de 
Ísquio 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Sindactilia 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 2 1,62±3,38a 2 1,62±3,45 0 0,00±0,00a 1 0,83±2,63a 1 0,71±2,26a 
Membros 

Anteriores 
              Falange distais  32 67,17±10,93a 44 77,50±7,24a 28 58,48±11,5a 46 84,55±7,99a 44 79,67±6,7a 48 81,24±8,30a 33 52,86±12,0a 

Falanges 
proximais 1 2,00±2,00a 7 10,00±10,0a 10 27,5±14,17a 14 26,33±10,1a 0 0,00±0,00a 2 3,25±2,24a 0 0,00±0,00a 

Metacarpo 0 0,00±0,00a 7 10,00±10,0a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Esterno 
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Centro Esterno 41 67,17±10,93a 44 77,50±7,24a 28 58,48±11,5a 46 84,55±7,99a 44 79,67±6,7a 48 81,24±8,30a 33 52,86±12,0a 

Manúbrio 1 1,25±1,25a 1 2,00±2,00a 0 0,00±0,00a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Processo Xifoide 1 2,00±2,00a 1 2,00±2,00a 4 7,36±3,80a 14 26,09±5,79b 1 1,67±1,67a 4 5,00±5,00a 3 5,36±2,88a 

Crânio 

              Presfenóide  26 44,29±12,21a 40 72,00±11,1a 32 53,76±11,5a 34 63,28±7,61a 37 66,71±6,8a 24 38,20±11,45a 43 68,69±8,44a 

Palato  2 4,00±4,00a 6 8,57±8,57a 5 10,00±10,0a 1 1,43±1,43a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 
Supraoccipital 
OR 0 0,00±0,00a 7 10,00±10,0a 8 17,00±10,5a 9 15,33±8,42a 0 0,00±0,00a 6 10,29±6,97a 1 2,50±2,50a 

Parietal OR 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 2 3,67±2,46a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 

Interparietal OR 0 0,00±0,00a 9 13,67±9,89a 6 11,67±9,95a 3 5,33±3,69a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 4 5,71±5,71a 

Nasal OR 0 0,00±0,00a 2 4,00±4,00a 0 0,00±0,00a 1 1,43±1,43a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Vértebras 
              Centro vertebral  0 0,00±0,00a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 0 0,00±0,00a 

Costelas 0 0,00±0,00a 2 3,33±3,33a 1 1,43±1,43a 2 2,00±2,00a 0 0,00±0,00a 1 1,67±1,67a 0 0,00±0,00a 
Legenda: Na - número absoluto de fetos que apresentam a malformação, % valor médio ± erro padrão da média; OR - ossificação reduzida. Diferentes letras indicam diferenças estatisticamente 

significativas. (Teste Kruskal-Wallis/Dunn; p<0,05) 
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Tabela 7. Frequência de micronúcleos no 11º, 12º e 13º dias gestacionais em 
fêmeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao cálcio. 

Micronúcleo 

Via Intramuscular 

Grupos 
experimentais 11º 12º 13º 

Controle  7,90±0,37a 8,10±0,37ab 7,30±0,49a 

600.000UI 10,20±1,30ab 7,70±0,94a 8,50±1,23a 

6.000.000UI 10,20±1,03ab 12,30±1,58b 11,60±1,56a 

60.000.000UI 13,20±1,34b 9,70±0,98ab 10,40±1,36a 

600.000UI + Ca 10,30±1,46ab 8,00±1,02ab 7,90±1,04a 

6.000.000UI + Ca 8,30±0,94a 11,60±0,95ab 11,10±0,70a 

60.000.000UI + Ca 10,00±0,86ab 10,60±1,12ab 8,70±1,05a 

Via Oral 

Grupos 
experimentais 11º 12º 13º 

Controle  8,70±0,63a 9,00±0,98ab 7,20±0,61a 

6.000UI 9,90±0,75a 9,60±0,85ab 9,20±0,85a 

60.000UI 9,80±0,44a 9,80±0,98ab 8,20±0,92a 

600.000UI 9,80±3,64a 11,30±0,81b 9,20±1,02a 

6.000UI + Ca 11,30±1,22a 9,00±0,04ab 8,40±0,80a 

60.000UI + Ca 9,20±0,59a 6,80±0,72a 7,80±1,07a 

600.000UI + Ca 7,90±0,54a 6,80±0,72a 6,20±0,81a 
Legenda: 11º dia de gestação, 12º dia de gestação, 13º dia de gestação. Diferentes letras indicam diferenças 

estatisticamente significativas. (Teste Anova/Tukey; p<0,05). 
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