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Resumo

Neves, Silvia Cordeiro das. Avaliacdo dos efeitos da vitamina D e da sua associagado
com o célcio sobre o desempenho reprodutivo, desenvolvimento embriofetal e
integridade do DNA em camundongos Swiss. 2016. Dissertacdo (Mestrado
Farmécia). Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS.

A deficiéncia de Vitamina D durante a gravidez pode causar efeitos adversos no
desenvolvimento embriofetal e pds-natais, além de acarretar aumento de doencgas
infecciosas, diabetes do tipo 1 e de associar-se ao desenvolvimento de sindrome
metabdlica e obesidade. Assim, tem se tornado cada vez mais comum a indicacédo
da suplementacéo dessa vitamina em gestantes. No entanto, a literatura ndo indica
dose de seguranca para o periodo gestacional. Frente ao exposto o presente estudo
avaliou os efeitos da vitamina D e da vitamina D associada ao calcio no
desempenho reprodutivo, no desenvolvimento embriofetal e na integridade do DNA
em camundongos Swiss. Foram utilizados 140 camundongos fémeas prenhes
tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao calcio em dois experimentos
com suplementagdo via intramuscular (i.m) nas doses de 600.000, 6.000.000 e
60.000.000 UlI, e outro, via oral (v.0., gavage), nas doses de 6.000, 60.000 e 600.000
Ul, em dose Gnica no 10° dia gestacional. Os resultados demonstram que nas
diferentes doses testadas (mesmo 10x maior que as recomendadas para
suplementacfes em seres humanos), tanto pela via intramuscular quanto a via oral,
a vitamina D e vitamina D associada a célcio ndo alteraram o desempenho
reprodutivo, o desenvolvimento embriofetal e nem a integridade do DNA. Esses
resultados que sé@o pioneiros reforcam a segura de uso desse tipo de suplementacéo

inclusive durante a gestagéo.

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

\ Formatado: Fonte: Itélico




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. Dissertacdo (Mestrado Farmécia). 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 10t 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: Inglés (Estados Unidos)




1. Revisao Bibliogréafica
1.1. Vitamina D

A vitamina D é um grupo de secosteroides solUveis em gordura existente em
duas formas: colecalciferol ou vitamina D3 e ergocalciferol ou vitamina D2. A
vitamina D3 é produzida por exposi¢do 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 exposi¢do ao sol em um adulto produz nives de vitamina D entre 10.000 Ul
e 25.000 Ul, mas para isso € preciso uma ligeira mudanca da cor de toda a pele
apods 24h da ocorrréncia da exposicao. Assim, durante o inverno ou em latitudes
abaixo de 33°, onde a incidéncia solar é baixa, a producdo de vitamina D3 na pele é
ausente ou muito baixa (HOLICK et al., 2011).

Existe um ndmero limitado de alimentos com alta quantidade de vitamina D,
entre eles estdo o salméo, a sardinha, o atum e o 6leo de figado de bacalhau, além
de cogumelos que séo 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 plasmatica, ou seja, para o espago extracelular. No plasma,
a vitamina D e seus metabdlitos séo ligados a proteina ligadora de Vitamina D
(Vitamin D blinding protein - DBP) (HOLICK, 2007) e sofre duas alteracGes
bioquimicas por meio da adi¢cdo de dois grupos hidroxilas (DIXON; MASON, 2009).
No figado ocorre a primeira reagdo onde a vitamina D sofre hidroxilagéo no carbono
25 pela agdo da enzima CYP27A1, formando a 25(0OH)D, conhecida como pré-
horménio ou vitamina D circulante. A segunda reagdo ocorre pela agdo da enzima
CYP27B1 no rim onde a 25(0OH)D é metabolizada formando a 1,25 dihidroxivitamina
D (1,25(OH)D) conhecida como horménio secoesteroide ou vitamina ativa (EBERT
et al., 2006; CHAGAS et al., 2011).

A vitamina D apresenta fungfes como efeito pré-apoptético, anti-angiogénico,
anti-proliferagdo, anti-inflamatério e regula a resposta imunolégica (CHIANG et al.,
2011). As agbes da vitamina D sdo mediada pelo VDR, um receptor nuclear de
vitamina D que regula a expressao de varios genes envolvidos na homeostase do

célcio e do fosfato, regulagdo imunolégica, diferenciagdo e proliferagcdo celular



(WANG et al., 2012). Além de possuir acdo autécrina e pardcrina e por estar
presente numa variedade de tecidos humanos pode afetar diretamente iniUmeras
células e fungbes (LIPS, 2006). O secosteroide 1,25(0OH)D atuam como um
interruptor molecular, ativando mais de 200 genes alvos, regulando assim diversas
expressdes génicas o que demostra o importante papel da vitamina D (CANNELL,;
HOLLIS, 2008, ENTRENAS et al., 2016).

O nivel sérico de deficiéncia de vitamina D considerado normal é de 30 a 70
ng/mL. Assim, sdo considerados deficientes aqueles individuos que apresentam
niveis séricos de 25(OH)D abaixo de 20 ng/ml e a insuficientes aqueles que
apresentam niveis séricos entre 21-29 ng/ml (HOLICK et al., 2011). A literatura ainda
relata que niveis séricos de 25(0OH)D acima de 150 ng/ml sédo toxicos (HOLICK,
2007). Considerado um evento raro, a intoxicagdo por suplementacéo de vitamina D
é caracterizado por hipercalcémica, hipercalcitria e nefrocalcinose e geralmente
acontece por uma sobredosagem acidental (HOPPE et al., 1992; QUERFELD; MAK,
2010).

Baixos niveis de vitamina D durante a gravidez nos Ultimos anos tornou-se um
problema significativo da obstetricia moderna (YATES; CREW; WYRWOLL, 2007).
Nas Ultimas décadas houve um aumento nas taxas de deficiéncia de vitamina D
(LOOKER et al., 2008) e estudos indicam que 18 a 84% das mulheres gravidas séo
acometidas por deficiéncia de vitamina D em todo o mundo (DAWODU; WAGNER,
2007). Isso pode relacionar-se com efeitos adversos para a sadde materna, para o
desenvolvimento embriofetal, (HARVEY et al., 2014; MOON; HARVEY; COOPER,
2015; MOON et al., 2016) e pds-natais, para o parto prematuro, (KARRAS et al.,
2016) e a longo prazo para a saude esquelética das criangas (JAVAID et al., 2006;
HARVEY et al.,, 2014; MOON et al.,, 2016). Dentre as alteragBes registradas e
associadas a baixos niveis séricos de vitamina D e gravidez destacam-se o0 aumento
de complicagbes 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 restricdo ao crescimento intra-uterino (GERNAND et al., 2014; CHEN
et al., 2015, YATES; RACHEL; WYRWOLL, 2017). Dentre as alteracdes pos-natais
cita-se um aumento nas taxas de asma (ZOSKY et al., 2014; YATES; RACHEL;



WYRWOLL, 2017), hipertensao (TARE et al., 2011; YATES; RACHEL; WYRWOLL,
2017), desenvolvimento neurolégico comprometido (WHITEHOUSE et al., 2012;
EYLES et al., 2013; HAWES et al., 2015; PET; BROUWER-BROLSMA, et al., 2016)
ocorréncia de raquitismo (DAWODU et al., 2005; HOLMES et al., 2009) e o atraso da
mineralizacdo 6ssea 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 criangas
nascerem com deficiéncia de vitamina D adquirida ainda no Utero, devido a relagédo
entre os niveis circulantes de 25(OH)D materna e fetal (DAWODU; WAGNER, 2007).

Chama ainda atencdo a associacdo entre a deficiéncia/insuficiéncia de
vitamina D e o desenvolvimento da sindrome metabdlica e obesidade, duas
importantes questdes de saude publica atuais (ENTRENAS et al., 2016), bem como
o fato de grande parte das gestantes terem dificuldade de voltar ao peso habitual
apoés o parto (ULRICH; PETERMANN, 2016). Vale resaltar que mulheres com baixo
niveis séricos de vitamina D no come¢o da gravidez, tendem a ganhar mais peso
(MOON et al., 2016). A deficiéncia de vitamina D também esté associada a doengas
como o cancer, doenca cardiovascular, hipertensdo, acidente vascular cerebral
(AVC), diabetes, esclerose muiltipla, inflamagdo, gengivite, doenga mental, dor
cronica, osteoporose e artrite reumatdide (HOLICK, 2004; PETERLIK; CROSS,
2005; HOLICK, 2006; PETERLIK; CROSS, 2006; ZITTERMANN; GUMMERT, 2010).
Estudos ainda indicam que doengas como gripe ou resfriado podem relacionar-se a
deficiéncias sazonais de vitamina D (PETERLIK; CROSS, 2006). Assim,
principalmente, em meses onde existe pouca incidéncia de sol, os resultados de
uma suplementacao diaria de 2.000UI de vitamina D indicam importantes relatos de
prevencdo de resfriado e gripe (CANNEL et al., 2006).

Esse fatos indicam a necessidade e a importdncia da suplementacdo de
vitamina D, principalmente porque a sua producgdo pela exposi¢cdo a luz solar é
insuficiente por conta da vida moderna (baixa exposi¢cdo ao sol, por exemplo, dentre
outros habitos) bem como a obtengédo por meio da dieta (HOLICK, 2007; JONES,
2013). Em adultos deficientes, sugere-se a suplementacdo com 50.000 Ul de

vitamina D, com doses semanais durante 8 semanas ou 6.000 Ul de vitamina D por
dia até atingir um nivel sanguineo de 25(OH)D acima de 30 ng/ml. Apés a
normalizacdo faz-se a manutencdo de 1.500 a 2.000 Ul por dia (HOLICK et al.,
2011).



Em casos de deficiéncia grave em que seja necessario aumentar rapidamente
a concentracdo de vitamina D no sangue para um nivel eficaz, como é o caso do
raquitismo, o tratamento pode ser realizado com 600.000UIl intramuscular em uma
Unica dose (MONDAL et al., 2014).

Em mulheres gravidas ou que pensam em engravidar, ja que estudam

indicam a importancia de alto niveis de vitamina D para a fertilidade feminina

estimulando a producdo de progesterona, estradiol e estrona, além de reduzir a
sindrome de évario policistico (VOULGARIS, et al., 2017; REIS et al., 2017) o nivel

de vitamina D deve ser verificado a cada trés meses e se necessario a
suplementacdo deve ser feita com 5.000Ul ou mais por dia. Ja em mulheres
lactantes € necessario 7.000UI por dia, para garantir uma rica fonte de vitamina D no
leite materno (CANNELL; HOLLIS, 2008). No entanto, a literatura pesquisada néo
possui estudos que demonstre a seguranca dessas suplementacBes durante o
periodo gestacional. Doses ainda mais altas podem ser requeridas no tratamento de

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

(MUSCOGIURI et al., 2016). Biante-desse-estudo-ter-se-a-methores—condicbes—de
— = — oz

1.2. Célcio

O célcio é um dos elementos mais abundantes no corpo humano e funciona
em processos fisiolégicos, incluindo mineralizagdo esquelética, contragdo muscular,
transmissdo de impulsos nervosos, coagulagdo sanguinea e secreg¢do hormonal
(VELDURTHY et al., 2016). Na metabolizagdo e mineralizacdo éssea do calcio, a
vitamina D desempenha um importante papel, assim quando os niveis de célcio
estdo baixo existe um aumento na forma ativa de vitamina D na absor¢éo de calcio
do intestino para normalizar para niveis ideais (VAZIRI et al., 2016). O sistema
homeostatico de calcio-fosfato liga a vitamina D ao hormonio da paratireéide (PTH)
controlando assim baixos niveis de calcio e fésforo 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).



O uso de vitaminas ou suplementos de calcio contendo vitamina D é
recomendado atualmente, principalmente, para mulheres durante a gravidez para
aumentar a absorc¢do de vitamina D (HARVEY et al., 2014; LIU et al., 2017).

Mulheres durante a gravidez e a lactagdo absovem precisam-de-um elevado
volume de célcio. Na gravidez exige-se uma alta demanda de célcio, principalmente,
no terceiro trimestre da gravidez quando o osso fetal atinge seu maior pico de
crescimento. Assim, ha a necessidade de um grande aumento da absorcdo de
elemento na mucosa intestinal da mée. Nesse processo fisiolégico existe um
aumento na sintese do metabolismo da vitamina D ativa 1,25 (OH) D (SALLE et al.,
2000; OLIVERI et al., 2004; VAZIRI et al., 2016).

2. Ensaio Bioloégicos

2.1 Ensaio de Genotoxicidade

Mudang¢as no material genético podem causar alteragfes fenotipicas que se
expressam como eventos genotéxicos e/ou teratogénese (OLIVEIRA et al., 2015).
Agentes como temperatura, virus, radiacdes e substancias quimicas (SALZANO,
2002) podem aumentar a probabilidade de desenvolvimento desses eventos
aumentado assim as taxas de lesdes no DNA (OLIVEIRA et al, 2015). Falhas no
processo de reparo no DNA, estilo de vida e defeitos gendmicos hereditarios
também podem ocasionar essa alteragcdes (TORRES-BUGARIN et al., 2015) e assim

derivar em doencas genéticas ou alteragcbes congénitas.

Atraso na segregacdo cromossdmica, devido a erros na fixagdo correta de
microtdbulos do fuso no cinetécoro, na anafase, pode causar instabilidade
cromossOmica e resultar em micronicleos (SALMON et al., 2005; THOMPOSON;
COMPTON, 2011, VAZQUEZ-DIEZ et al., 2016) e esse tipo de dano é conhecido
como aneugénico (TORRES-BUGARIN et al., 2015). A formagéo de micronicleos
pode ser observada também quando se tem um dano clastogénico, ou seja, 0s
cromossomos sofrem quebras durante o processo de mitose (TORRES-BUGARIN et
al., 2015).

O ensaio do microniicleo é um marcador genético muito utilizado (VAZQUEZ-
DIEZ et al.,2016) e considerado de grande importancia para as agéncias de

pesquisa em genética toxicoldgica. Ele é usado para quantificar a exposicdo a



agentes fisicos e quimicos, e permite inferir a capacidade carcinogénica de um
composto em teste. Bem estabelecido, é capaz de detectar quebras e mau
funcionamento no fuso mitético durante a divisdo celular (OLIVEIRA et al., 2009;
KANG et al., 2013; NAVARRO et al., 2014). Logo, o ensaio do micronucleo é de
grande importancia para avaliar a aneuploidia e/ou a clastogénese causada por

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

Um microndcleo é identificado como um pequeno ndcleo localizado no
citoplasma em células que concluiram a divisédo celular (LE BIHANIC et al., 2016),
por isso devem ser analisados em hemacias jovens. Esses possuem forma
arredondada e coloragdo caracteristicas que facilitam a analise (OLIVEIRA et al.,
2009; NAVARRO et al., 2014). Esse ensaio permite estudos agudos, crbnicos e
subcronicos, pois pode utilizar sangue periférico o qual é coletado sem a
necessidade de se fazer eutandsia. Quando do uso do sangue periférico, a
coloragdo nesse tipo de estudo é por alaranjado de acridina, que exclui a
possibilidade de artefatos ndo especificos gerados por coloragdo. O alaranjado de
acridina se intercala com o DNA que emite uma florescéncia quando submetido a
radiacao ultravioleta, apontando assim os micronlcleos fixados no citoplasma dos
eritrécitos (HAYASHI et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2009; KANG et al., 2013). Em
geral, as regides ricas em RNA, onde a acridina se liga sem se intercalar, fluorescem
em vermelho e as regifes ricas em DNA, quando a acridina se intercala, fluorescem
em verde. Assim, torna-se facil a identificacdo (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 individuo (HAYASHI et
al., 1990).

A contagem se faz com a leitura de 2.000 eritrdcitos, pois a classificagcao faz
parte de um processo continuo de passagem de um eritrdcito jovem (policromatico)
a um eritrécito maduro (normocromatico), a contagem é feita com esse numero de
eritrécitos para diminuir o nimero de classificagfes subjetivas (RABELO-GAY et al.,
1991).

2.2 Ensaio de Teratogénese



No passado acreditava-se que o embrido ou feto estavam protegidos pela
placenta e eram imunes a interferéncia ambiental. Mas, no final do século XIX a
teratologia experimental constatou que riscos externos poderiam afetar o embriéo e
o feto. Houve entdo a diferenciacdo do termo hereditario de congénito, que eram
considerados sinbnimos. Assim, passou-se a correlacionar anomalia congénita como
defeitos originados no processo de embriogénese independente de origem genética
(hereditaria) (RABELO-GAY et al., 1991).

Anomalias congénitas ou malformacdes congénitas sdo defeitos observados
ao nascimento ou que ocorrem antes do nascimento e podem envolver varios
6rgdos como o coragdo, o figado, os pulmdes, 0os 0ssos, 0 trato gastrointestinal,
entre outros (WLODARCZYK, 2011). Podemos dividir em trés categorias as causas
das malformagBes congénitas: causas ambientais, genéticas e desconhecidas.
Sendo que um percentual consideravel das malformacdes congénitas
desconhecidas é propenso a ter componentes ambientais e genéticos (BRENT,
2004) envolvidos ao mesmo tempo. Fatores ambientais podem ser agentes
infecciosos, problemas mecénicos, condicdes maternas e produtos quimicos, como
medicamentos prescritos e radiagao ionizante em altas doses (BRENT, 2004). Esse
fatores s@o considerados agentes teratogénicos e podem modificar a morfologia
fetal. O tipo e o risco de malformacdes provocadas por agentes teratogénicos podem
ocorrer por fatores que incluem o estado embrionario, a dose de exposi¢do, o
metabolismo do farmaco ou do produto quimico, o transporte placentario e as
diferencas genéticas maternas ou fetais (AL-SALEEM; AL-JOBAIR, 2016).

Cerca de 70% das causas de malformacdes sdo desconhecidas, a maioria
dos defeitos congénitos ndo tem causa clara (BLOM et al., 2006). Os teratdgenos
atuam por meio de mecanismo especificos de forma direta ou indireta podendo
causar anormalidades no embrido/feto (ROGERS et al.,, 2000), interferindo em
alteracbes da expressdo génica, nos processos de crescimento, morfogénese e na
diferenciacdo celular. Sendo assim, eventos genotédxicos e teratogénicos podem se
correlacionar visto que ambos decorrem de alteragdes fixadas no DNA (OLIVEIRA et
al., 2009).

Descricdes de teratdbgenos em seres humanos, de modo geral, sdo feito
guando as malformagbes ja ndo podem ser prevenidas por meio de estudos

retrospectivos (HOLMES, 2011). Dessa forma, a melhor forma de prevenir os



possiveis efeitos teratogénicos sdo os testes em animais, e esses sdo importantes
para prevenir possiveis efeitos dos agentes quimicos, fisicos ou biolégicos em seres
humanos e por esse motivo devem ser ampliados, afim de alertar sobre efeitos
adversos a prole de mamiferos (MOORE; PERSUAD, 1995; OLIVEIRA et al., 2009).

Os teratdgenos podem influenciar o periodo gestacional em trés diferentes
janelas: 1) no periodo de fertilizacdo até a implantagdo; II) no momento da
diferenciacdo de tecidos, 6rgdos e sistemas; e Ill) no crescimento celular e
maturagdo (RABELO-GAY et al., 1991). Além disso a literatura discorre sobre 0 uso
de dias especificos para se atingir o maior nimero de malformacdes. Isso, em geral,
se deve ao fato, de se escolher um dia em que o maior nimero de tecidos e
sistemas estarem em grande atividade morfogénica (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 avaliagéo do efeito toxico de uma determinada substancia no
desenvolvimento pré-natal utiliza-se de fémeas virgens, saudaveis, em peso e idade
semelhantes e para que se possa administrar a substancia testada no estagio de
interesse € necessario identificar o dia 0 de gestagdo. Em camundongos, o dia 0 da
gestacéo é detectado pela presenc¢a do tampé&o vaginal que é encontrado no dia da
copula e tampdo é uma mistura de material ejaculado com células epiteliais
corneificadas da vagina no periodo do estro (RABELO-GAY et al., 1991). No 18° dia
gestacional é realizada a laparotomia, sendo essa retirada dos fetos é-feita alguns

dias antes do nascimento para a analise das perdas gestacionais e dos defeitos
estruturais, pois recém nascidos malformados ou com baixa vitalidade sao
frequentemente mortos e canibalizados pela mées (GLEICH e FROHBERG, 1971).
Apo6s a laparotomia, os fetos sdo submetidos a analise de malformacdes externas e
divididos para analise esquelética e andlise visceral (RABELO-GAY et al., 1991).

As fémeas sdo eutanasiadas por deslocamento cervical, apés o peri6do
gestacional de 18 dias, seguido da retirada dos érgdos (coragdo, pulmao, figado,
rins, baco e placenta) que sdo pesados para andlise de possivel toxicidade materna.
Uma histerectomia deve ser realizada para registro do nimero de implantes, nimero
de fetos mortos e vivos e a presenca de reabsorcdo. Os parametros de fertilidade

sdo calculados baseados nesses dados: taxas de perdas poés-implantacionais

\ Formatado: Fonte: Italico




(nimero de implantagdes — numero de fetos vivos x 100/numero de implantagcdes);
taxa de reabsorcdo (numero de reabsor¢fes x 100/nimero de implantagdes)
avaliando assim o perfil reprodutivo (OLIVEIRA et al., 2009: GONCALVES et al.,
2013; DAVID et al., 2014; GONCALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a).

Uma andlise externa (cabecga, tronco, membros, cauda e genitais) deve ser
realizada logo apds a retirada dos fetos para verificar a vitalidade dos mesmos
através de estimulos tateis, a presenca/auséncia de anomalias externas
(conformacéo craniana, implantagdo das orelhas, presenca de olhos fechados, boca
adequadamente posicionada e com auséncia de fendas, posicdo in situ dos
membros anteriores e posteriores, numero de dactilos, regido toracica, abdominal e
dorsal, presenca de hemorragias, hematoma e defeito de fechamento de tubo
neural, tamanho, forma e insercao da cauda). Além do tamanho e o peso dos fetos e
sua sexagem (OLIVEIRA et al., 2009: GONCALVES et al., 2013; DAVID et al., 2014;
GONCALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a).

Logo apds a analise externa, os fetos devem ser distribuidos em dois grupos.
O primeiro para a andlise visceral, onde os fetos permanecem em solugdo de
Bodian's e 0 segundo grupo para andlise esquelética onde os fetos permaneceram
em acetona.

Para a analise visceral sdo realizadas microdissec¢fes propostas por Wilson
(1965) e Taylor (1986) com modificagbes 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 regido da cabeca entre a maxila e a mandibula
alcancando as regides cerebria-cerebral na sua porgdo distal; o segundo corte passa
pela por¢cdo mediana das fossas nasais; o terceiro, sobre os olhos; e o quarto, na
parte mais alta da ab6bada craniana. E possivel observar, por meio destes cortes, o
polo cefélico, em seu tergo superior, as Orbitas e globos oculares, cortex e os
ventriculos cerebrais: laterais, terceiro e quarto, e no polo cefalico, em seu terco
médio, as narinas, palato e bulbo olfatério. Na regido do pescogco um corte
transversal deve ser realizado para exame do posicionamento e morfologia da
traquéia, esbéfago e da medula espinhal. Na regi&éo do térax os cortes realizados s&o
feitos na porgcdo superior da cavidade abdominal, transversalmente, proximo ao
diafragma. No sentido proximal, depois de retirada da porcdo superior do figado,
observa-se a integridade da superficie inferior da cupula diafragmatica, os vasos

supra-hepaticos, a passagem da aorta e da veia cava inferior. Ap6és a remogédo do
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diafragma, é possivel também uma avaliagdo da superficie superior. Em seguida,
por meio de torocotomia anterior, pode-se observar o timo e pulm&es, bem como a
area e o posicionamento do coracdo. Subseqiente ao exame e a retirada do timo,
dos lobos pulmonares e das auriculas, observa-se as dimensges e a disposi¢do dos
grandes vasos da base do coragdo. Para a”A morfologia de coracdo deve ser
realizado a microdissec¢ao por meio de dois cortes longitudinais. Um destes, parte
do apice do coragdo, ventriculo esquerdo, ao encontro da valvula mitral, e e-a
segundo-segunda parte da porcao do ventriculo direito para a vélvula tricispide, o
qual, por sua vez, permite ainda a observacdo do septo interventricular. As vias de
saidas das grandes artérias séo observadas com relacéo as cavidades ventriculares
(OLIVEIRA et al., 2009).

A andlise da cavidade abdominal, primeiro observa-se os lobos do figado, a
artéria aorta e veia cava inferior. Com a retirada dos lobos hepéticos, sao
visualizados o estdmago, com as suas curvaturas, pancreas, baco, duodeno e al¢cas
intestinais. Ap6s a retirada das algas intestinais, pode-se observar o trato urogenital
(OLIVEIRA et al., 2009).

Na regido da pelve a analise possibilita a visualizagéo das adrenais, os rins, a
bexiga, os ureteres e as gonadas que confirmam o sexo externo. Em seguida, faz-se
um corte transversal na regido do hilo, permitindo a observacdo da papila renal
(OLIVEIRA et al., 2009).

Para a analise esquelética, a preparacdo dos fetos é feita pelo método de
diafanizacdo e coloracdo por alizarina (coloracdo de 0ssos), segundo 0s
procedimentos descritos por Staples e Schnell (1964) com modificagdes 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 analise permite identificar
malformagbes, varia¢des e ossificacdo reduzida dos ossos do cranio, das vértebras
(cervicais, toracicas, lombares, sacrais e caudais), das costelas, do esterno
(manubrio, processo xiféide 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 o0ssos da cabega sdo examinados quanto ao tamanho, forma,
adicao ou auséncia 0ssea e quantificacdo 6ssea. A andlise da cabega é realizada
separando-se esta do restante do esqueleto e verificando-se a cabeca em vista
superior, lateral e ventral (OLIVEIRA et al., 2009).
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Formadas por um centro e dois arcos a analise da vértebra é feita quanto a
adicdo ou auséncia, fusdo (entre os arcos e centros), malforma¢des nos centros
(fechamento interrompido, divisdo simétrica ou assimétrica, forma irregular e
ossificacdo adicional) e retardo 6sseo (atraso no processo de ossificagdo). As
vértebras analisadas sdo 7 cervicais (C1-C7), 13 toracicas (T1-T13), 6 lombares (L1-
L6), 5 sacrais (S1-S5) e as caudais, que possuem numero variavel (OLIVEIRA et al.,
2009).

A analise das costelas é realizada quanto ao numero, comprimento,
localizagdo, fuséo, forma e intensidade de ossificacdo. O numero total de costelas
toracicas de cada lado corresponde ao numero de vértebras toracicas
(DAMASCENO et al., 2008).

Seis pontos de ossificacdo séo analisados no esterno adulto. Sendo assim, é
avaliada a auséncia ou adicdo do numero dos centros esternais, fusdo, forma,
alinhamento e quantificagdo da calcificacdo dos mesmos (OLIVEIRA et al., 2009).

Na analise dos membros anteriores e posteriores, verifica-se a fusbes dos
0ssos longos, alteragBes da forma, do comprimento ou auséncia de 0ssos e
sobreposicdes (DAMASCENO et al., 2008).

3. Objetivos

Avaliar os efeitos da vitamina D e da sua associa¢cdo com o célcio sobre o
desempenho reprodutivo, desenvolvimento embriofetal e integridade do DNA em

camundongos Swiss

3.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da vitamina D e da sua associacdo com o célcio sobre o
desempenho reprodutivo por meio dos parametros reprodutivos.

Avaliar o efeito da vitamina D e da sua associagdo com o célcio sobre o
desenvolvimento embriofetal por meio de ensaios de teratogénese.

Avaliar os efeitos da vitamina D e da sua associacdo com o cdlcio sobre a

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

A deficiéncia de Vitamina D durante a gravidez pode causar efeitos adversos no
desenvolvimento embriofetal e pos-natais, além de acarretar aumento de doengas
infecciosas, diabetes do tipo 1 e de associar-se ao desenvolvimento de sindrome
metabdlica e obesidade. Assim, tem se tornado cada vez mais comum a indicagéo
da suplementacéo dessa vitamina em gestantes. No entanto, a literatura ndo indica
dose de seguranca para o periodo gestacional. Frente ao exposto o presente estudo
avaliou os efeitos da vitamina D e da vitamina D associada ao calcio no
desempenho reprodutivo, no desenvolvimento embriofetal e na integridade do DNA
em camundongos Swiss. Foram utilizados 140 camundongos fémeas prenhes
tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao calcio em dois experimentos
com suplementagdo via intramuscular (i.m) nas doses de 600.000, 6.000.000 e
60.000.000 UlI, e outro, via oral (v.0., gavage), nas doses de 6.000, 60.000 e 600.000
Ul, em dose Gnica no 10° dia gestacional. Os resultados demonstram que nas
diferentes doses testadas (mesmo 10x maior que as recomendadas para
suplementac¢des em seres humanos), tanto pela via intramuscular quanto a via oral,
a vitamina D e vitamina D associada a célcio ndo alteraram o desempenho
reprodutivo, o desenvolvimento embriofetal e nem a integridade do DNA. Esses
resultados que sé@o pioneiros reforcam a segura de uso desse tipo de suplementacéo

inclusive durante a gestacao.

Palavras-chave: Receptores de Calcitriol, anormalidades congénitas, dano ao DNA.
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1. Introdugéo

Baixos nives de vitamina D durante a gravidez podem relacionar-se a efeitos
adversos no desenvolvimento embriofetal e pds-natais, e ao parto prematuro
(KARRAS et al., 2016). Dentre as alteracBes registradas em humanos cita-se
também a correlacéo entre baixos niveis séricos de vitamina D e o aumento do risco
de doencas infecciosas, alteragBes 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 altera¢gfes pds-natais cita-se a ocorréncia de
raquitismo (DAWODU et al., 2005; HOLMES et al, 2009) e o atraso da
mineralizacdo 6ssea que persiste até os 9 anos de idade (JAVAID et al., 2006;
HOLMES et al, 2009). Chama ainda atengcdo a associacdo entre a
deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D e o desenvolvimento da sindrome metabdlica
e obesidade (ENTRENAS et al., 2016), duas importantes questdes de saude publica
atuais (ENTRENAS et al., 2016), bem como o fato de grande parte das gestantes
terem dificuldade de voltar ao peso habitual ap6s o parto (ULRICH; PETERMANN,
2016). Esses fatos indicam a necessidade e a importancia da suplementacéo de
vitamina D, principalmente porque a sua producdo pela exposicdo a luz solar é
insuficiente por conta da vida moderna (baixa exposi¢céo ao sol, por exemplo, dentre
outros habitos) bem como a obteng&o por meio da dieta (HOLICK, 2007; JONES,

2013), assim como os beneficios da saude ao longo da vida que estdo relacionados

ao fato da vitamina d ter efeito sobre a programacdo fetal e a regulacdo do
genes.(HOLICK, 2007; HOSSEIN-NEZHAD; HOLICK, 2012: HOSSEIN-NEZHAD;

HOLICK, 2013)-

Em adultos deficientes em vitamina D sugere-se suplementacdo de 50.000 Ul

de vitamina D, com doses semanais durante 8 semanas, ou 6.000 Ul de vitamina D
por dia até atingir niveis séricos de 25(OH)d acima de 30 ng/ml. Apdés a
normalizacéo, faz-se manuteng&o de 1.500 a 2.000 Ul por dia (HOLICK et al., 2011).
Em mulheres gravidas ou que pensam em engravidar os niveis de vitamina D devem
ser acompanhados a cada trés meses e se necessario o tratamento deve ser feito
com 5.000_Ul ou mais por dia, jA em mulheres lactantes é necessério 7.000_Ul por

dia, para garantir uma rica fonte de vitamina D no leite materno (CANNELL; HOLLIS,
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2008). Em casos de deficiéncias graves de vitamina D, doses de até 600.000UI
intramuscular, em dose Unica, sdo registradas pela literatura como doses
terapéuticas (MONDAL et al., 2014). No entanto, a literatura pesquisada nao possuli
estudos que demonstre a seguranca dessas suplementacdes durante o periodo
gestacional. Doses ainda mais altas podem ser requeridas no tratamento de
pacientes com deses—doencas 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 suplementagéo de
vitamina D, e da sua associagdo com célcio, sobre o desempenho reprodutivo,

desenvolvimento embionariofetal e integridade do DNA em camundongos Swiss

prenhas prerhez.

2. Materialis e métodos

2.1. Agentes quimicos

A vitamina D, colecalciferol 25(OH)D, (Lote 1408221), de responsabilidade da
farmacéutica Sandra Kuniyoshi, foi fornecida pela Formédica Farmacia de
Manipulacédo LTDA (CNPJ 82.342.403/0001-83)

Dois experimentos foram realizados, um com suplementagdo intramuscular
(i.m.) com a dose a 600.000 Ul (MONDAL et al., 2014) considerando um paciente de
70kg, e outro, via oral (v.0., gavage), com uma dose correspondente a 6.000 Ul
(HOLICK et al., 2011) também considerando um paciente de 70kg. Posteriormente,

fez a adequacgdo da dose ao peso do camundongo, usando a sequinte formula

((Quantidade unidades de vitamina D em Ul x 300)/70.000qg)) . A administracéo foi

realizada em dose Unica no 10° dia gestacional_visto gue nesse dia um grande

numero de 6rgaos e/ou sistemas estdo em desenvolvimento.

Em seguida, extrapolou-se a dose em progressdo geométrica e razdo igual a
dez. Essas doses foram escolhidas porque os guidiines—guidelines na area de
toxicologia reprodutiva (OECD, 2009) e toxicologia genética (OECD, 1997; OECD,
2012), bem como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010),

indicam que ensaios pré-clinicos devem ser conduzidos com as doses que se
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pretende usar em humanos (ou promover a sua exposi¢do) e outra dose 10 vezes
maior. Somente se essa segunda dose estiver livre de efeitos adversos, a dese
menor dose serd considerada segura e para tanto deve-se comprovar auséncia de
efeitos genotoxicos e teratogénicos, bem como a relacé@o custo x beneficio da sua
utilizagdo, devem ser avaliados (RAHEJA et al., 1998; OECD, 2001; ANVISA, 2010).

Por fim as doses de vitamina D testadas foram correspondentes a 600.000,
6.000.000 e 60.000.000 Ul, por via intramuscular e 6.000, 60.000 e 6000.000 Ul por
via oral. Em associagdo a vitamina D foi usado o Célcio Quelado na dose de 8,56
mg/kg de peso corpoéreo (p.c.) (v.0.). Esse produto também foi fornecido pela

Formédica, bem como os veiculos usados nesse experimento.

2.2. Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus Musculus) de ambos 0s sexos
(140 fémeas e 70 machos), em idade reprodutiva (8-10 semanas), com peso médio
de 30g, provenientes da Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal
(IAGRO). A presente pesquisa foi realizada de acordo com a Declara¢do Universal
do Direitos do Animais e aprovada pelo Comisséo de Etica 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 fémeas em duplas. Todos os animais passaram por um periodo
minimo de adaptacé@o correspondente a sete dias. A luminosidade e a temperatura
foram controladas com a utilizagdo de sistema de fotoperiodo de 12 horas (12 horas
de claro: 12 horas de escuro) com temperatura em torno de 22+2°C em rack
ventilada Ventilife ALESCO® e alimentados com ragdo comercial (Nuvital®) e agua

filtrada, ad libitum.

O acasalamento foi overnight, na propor¢cdo de 1 macho: 2 fémeas, e a
detecgdo da prenhez foi feita por meio da observagdo do plug vaginal, sendo este
dia considerado o dia zero de gestacdo (OLIVEIRA et al., 2009; GONCALVES et al.,
2013; DAVID et al., 2014; GONCALVES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a).

2.3. Delineamento Experimental
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Os agentes quimicos foram administrados em dose Unica no 10° dia
gestacional visto que nesse dia um grande nimero de 6rgdos e/ou sistemas estao
em desenvolvimento e, por isso, o embrido se esta susceptivel a ocorréncia de
disrrupeae—desrequladores guimicos guimica—ou teratogénese (OLIVEIRA et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2015a,b). A escolha por uma dose Unica se deve as

suplementacéo que séo 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 fémeas prenhes foram divididas em 2 lotes:

Experimento 1: Via Intramuscular (IM) - As fémeas foram divididas em 7
grupos experimentais (n=10): Grupo Controle — foi administrado aos animais 6leo
de girassol gsp (quantidade suficiente para) (veiculo da vitamina D); Grupos
Vitamina D 600.000 Ul, 6.000.000Ul e 60.000.000 Ul — as fémeas foram
suplementadas com doses correspondentes a 600.000, 6.000.000 e 60.000.000 Ul
de vitamina D, intramuscular, respectivamente; Grupos Vitamina D + Céalcio — as
fémeas foram suplementadas com as mesmas doses de vitamina D que 0s grupos
anteriores e, em seguida, foi administrada uma dose de célcio quelado_por via oral
na dose de 8,56 ma/kg.

Experimento 2: Via Oral (VO): As fémeas foram divididas em 7 grupos
experimentais (n=10): Grupo Controle — foi administrado aos animais 6leo de
girassol gsp (veiculo da vitamina D); Grupos Vitamina D 6.000 Ul, 60.000UIl e
600.000 Ul — as fémeas foram suplementadas com doses correspondentes a
6.000, 60.000 e 600.000 Ul de vitamina D, via oral, respectivamente; Grupos
Vitamina D + Célcio — as fémeas foram suplementadas com as mesmas doses de
vitamina D que os grupos anteriores e, em seguida, foi administrada uma dose de

calcio quelado por via oral na dose de 8,56 ma/kag.

2.4 Ensaios Bioldgicos

2.4.1. Desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal

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

0 ganho de peso (peso final — peso inicial). No 18° dia de gestacdo os animais foram
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submetidos a eutanasia seguida de laparotomia, histerectomia e onfalectomia. O
baco, coracdo, figado, pulmdes, rins, Gtero, fetos e placentas foram coletados e
pesados. Calculou-se o ganho de peso liquido (ganho de peso — peso do utero). O
peso relativo dos 6rgéos foi calculado pela relagdo entre o peso absoluto do 6rgdo e

o peso final do animal.

Uma andlise externa sistematizada dos fetos foi realizada para a deteccao de
possiveis malformagdes. Posteriormente, os fetos foram sexados. Registrou-se o
namero de implantagdes, reabsorcdes, fetos vivos e fetos mortos. Com base nesses
dados obteve-se viabilidade fetal (nUmero de fetos vivos/nimero de implantacdes x
100), taxa de perdas pds-implantagcdo (nimero de implantagdes — nimero de fetos
vivos x 100/nimero de implantacdes), taxa de reabsorgao (nimero de reabsor¢des x
100/nimero de implantacdes), indice placentario (peso placentario/peso fetal) e
razdo sexual (numero de fetos machos/nimero de fetos fémeas) (OLIVEIRA et al.,
2009: GONCALVES et al., 2013; DAVID et al., 2014; GONGCALVES et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2015a). Em seguida, fez-se a adequacado do peso dos fetos a 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 padrdo; fetos de baixo peso para a idade
de prenhez (BPIP) — peso corporal inferior a média de peso dos fetos do grupo
controle menos o desvio padrdo deste mesmo grupo; fetos acima do peso para a
idade de prenhez (APIP) — peso corporal superior a média do peso dos fetos do

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

Posteriormente, os fetos foram distribuidos aleatoriamente em dois
subgrupos. O primeiro foi destinado a andlise visceral sendo os fetos fixados em
solucéo de Bodian’s (agua destilada (142 ml), acido acético (50 ml), formol (50 ml) e
alcool 95% (758 ml)) por pelo menos sete dias. Ja o segundo subgrupo foi destinado
a andlise esquelética pela técnica de alizarina vermelha proposta por Staples;
Schnell (1964), com modificacBes de Oliveira et al. (2009). Os fetos foram fixados
em acetona por pelo menos sete dias. Para o processo de diafanizagdo, os fetos
foram eviscerados e colocados em uma solugéo de KOH (0,8%). Em seguida, quatro
gotas de alizarina foram acrescentadas. Esta solu¢édo foi trocada a cada 24h ao

longo de quatro dias. Apds esse periodo a solugdo de KOH foi descartada e os fetos
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foram colocados em solugéo de clareadora (1litro de glicerina: 1 litro de alcool etilico:

0,5 litro de alcool benzilico) e trocadas por 24h durante sete dias.

A andlise visceral foi realizada por meio de microdissecagdo com cortes
estratégicos para o estudo do térax e do abdémen segundo Barrow; Taylor (1969), e
para estudo da cabeca segundo Wilson (1965), com modificag8es de Oliveira et al.
(2009). As alteracdes viscerais foram baseadas nos estudos de Taylor (1986),
Manson; Kang (1994), Damasceno et al. (2008), Oliveira et al. (2009). Altera¢tes
esqueléticas foram classificadas segundo os estudos de Taylor (1986), Manson et al.
(1982), Damasceno et al. (2008) e Oliveira et al. (2009).

Todas as andlises foram realizadas em estereomicroscopio (NIKON
SMZ745T).

2.4.2. Ensaio do Micronucleo

A andlise do micronucleo foi realizada 24, 48 e 72 horas ap6s a administragédo

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

A técnica utilizada foi baseada em Hayashi et al. (1990) com modificacdes de
Oliveira et al. (2009). Foram coletados 20uL de sangue periférico, por pungéo da
veia caudal e depositado em IAmina previamente corada com Alaranjado de Acridina
(Img/mL) e, em seguida, recorberta por laminula. As laminas foram armazenadas
em freezer a -20°C por pelo menos 15 dias. Analisou-se 2.000 células/animal em
microscépio de epifluorescéncia (Motic®; Modelo BA 410) em aumento de 400

vezes.

2.4.3. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados em média + erro padrdo da média (EPM) e
foram avaliados de acordo com a natureza de sua distribuigdo (teste paramétrico -
ANOVA/Tukey e ndo paramétricos - Kruskal-Wallis/Dunn). Para—as-cemparacées

significancia foi estabelecido em p<0,05.

3. Resultados
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3.1 Avaliacéo de toxicologia reprodutiva

3.1.1. Parametro biométricos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos diferentes lotes e grupos
experimentais. No entanto, os grupos Vitamina D, nas duas maiores doses,
associados ao calcio, apresentaram reducdo 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 ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os grupos experimentais. Quando avaliados o peso final, ganho de
peso, ganho de peso, peso do Utero e ganho de peso liquido ndo houve diferencas

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

Ao avaliar o peso absoluto e o peso relativo dos 6rgaos ndo houve diferengas
significativas, exceto para o peso relativo do bago dos animais tratados com vitamina
D na menor dose, via intramuscular, e calcio, que aumentou (p<0,05) em relagdo ao

grupo controle (Tabela 2).

3.1.2. Desempenho reprodutivo

O numero de implantes, fetos vivos, viabilidade fetal, taxa de perda pds-
implantacionais, reabsorgdo, taxa de reabsorcdo e razdo sexual ndo apresentaram

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

Em relagdo 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 associagdo com o calcio em relacdo ao grupo controle. Verificou-se
também reducéo (p<0,05) do peso placentario dos animais tratados com a vitamina
D na dose intermediaria e dessa mesma dose em associagdo com o calcio.
Observou-se ainda redugéo (p<0,05) do indice placentario para os animais tratadas
com as duas menores doses de vitamina D isoladamente ou em associagdo com

calcio (Tabela 3).

Em relacdo ao experimento 2 (VO) observou-se reducgao do indice placentario
para as duas menores doses de vitamina D e para as duas maiores doses em

associagdo com o calcio (Tabela 3).
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Quando avaliada a adequacdo do peso a idade de prenhez, todos os fetos,
independentemente do tratamento demonstraram peso adequado para a idade da

prenhez (Tabela 3).

3.1.3. Avaliagdo do desenvolvimento embriofetal: malformacdes externas, viscerais e

esqueléticas

A frequéncia de malformacdes externas (Tabela 4), viscerais (Tabela 5) e
esqueléticas (Tabela 6) observadas para os grupos tratados com vitamina D, seja

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

As malformacBes externas observadas no experimento 1 (IM) foram
retrovers@o posterior unilateral e posterior bilateral, retroversdo anterior unilateral,
estiramento anterior e posterior unilateral, hematoma nos membros posteriores,
cauda em virgula, hidropsia, gastrosquise e escoliose. Ja experimento 2 (VO) as
malformagbes observadas foram retroversdo posterior unilateral e bilateral,

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

Quando avaliada as malformacdo visceral, no experimento 1 (IM) foram
observadas hidrocefalia, hidronefrose e fenda palatina. J& no experimento 2 (VO)

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

A analise de malformacdes esqueléticas, no experimento 1 (IM),
demonstraram a presenca de ossificacdo reduzida e agenesia de falanges distais e
de falanges proximais em membros anteriores e posteriores; ossificacdo reduzida do
pubis; rotacdo da fibula sobre a tibia; agenesia, disgenesia (bipartidos e em formato
de borboleta) e reducdo de ossificacdo dos centros esternais. Observou-se também
agenesia e redugdo de ossificagdo do manubrio e processo xiféide. No Cranio
observou-se ossificacdo reduzida do presfenidide, palato, supraoccipital, parietal,
interparietal. Nas vértebras observou-se agenesia ou ossificacdo reduzida dos

centros vertebrais (Tabela 6).

No experimento 2 (VO) observou-se agenesia e ossificacdo reduzida das
falanges distais e proximais e do metacarpo em membros anteriores; e agenesia e
ossificac@o reduzida das falanges distais e proximais, do metatarso e do pubis em

membros inferiores além de agenesia do isquio e rotagdo da fibula sobre a tibia.
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O esterno apresentou um gama de alteracBes e dentre elas cita-se agenesia,
ossificacdo reduzida dos centros externais além de ossificacdo bipartidas e em
formato de borboleta. Também foi observada agenesia ou ossificagdo reduzida do
manubrio e do processo xifoide. Dentre as alteragBes do cranio observou-se
ossificacdo reduzida do presfendide, palato, supraccipital, parietal, interparietal e
nasal. Nas vértebras observou-se ossificagdo reduzida de centro vertebrais e nas

costelas projecdes e juncdes das costelas flutuantes (Tabela 6).

3.1.4. Avaliagdo toxicogenética: ensaio do micronucleo

A avaliagdo da integridade do DNA demonstrou auséncia de danos
toxicogenéticos exceto para a maior dose de vitamina D, administrada isoladamente,
na primeira andlise realizada (24h apds o tratamento). No entanto, nas demais
andlises de 48 e 72h esse aumento de danos genotoxicos ndo se manteve (Tabela
7).

4, Discussao

A medida que os o-conhecimentos na area de medicina sdo construidos
novas terapias assumem destaque na busca de melhorias na qualidade de vida. No
entanto, algumas vezes faltam estudos que garantam a seguranca dessas novas
terapias e assim é o caso de algumas suplementacdes em periodos especificos.
Isso acontece com a vitamina D que é usada na suplementagdo, inclusive de
mulheres gravidas e/ou em gestantes—|actantes que ainda ndo possuem
conhecimento dessa condicdo, em doses de até 600.000 Ul. Diante do exposto, a
presente pesquisa avaliou os efeitos da suplementacdo da vitamina D isolada e em
associagdo com o calcio no desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal
em modelo pré-clinico. De acordo com a literatura estudos de desempenho
reprodutivo e desenvolvimento embriofetal (teratogénese) s&o realizados
comumente em 4 janelas sendo pré-acasalamento (pelo menos 15 dias anteriores
ao acasalamento para cobrir 3 ciclos estrais) (MOREIRA et al., 2005; GONCALVEZ
et al., 2013; DAVID et al., 2014; GONCALVEZ et al., 2014), pré-implantacional (do 1°
ao 4° dia gestacional), organogénese (GONCALVEZ et al., 2013; DAVID et al., 2014;



30

GONGCALVEZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a) e gestacional (GONCALVEZ et
al.,, 2013; DAVID et al., 2014; GONGCALVEZ et al., 2014). Além dessas janelas
alguns autores ainda fazem tratamentos exclusivamente no 10° dia gestacional no
intuito de atingir um maior nimero de 6rgdos e/ou sistemas em desenvolvimento
sendo entdo considerado o 10° dia gestacional um dia critico 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 séo suplementadas em dose Unica (HOLICK et al., 2011; MONDAL et al., 2014)
optou-se pela administragdo da vitamina D, isolada ou em associa¢cdo com o calcio,

no décimo dia gestacional.

A avaliagdo dos parametros biométricos ndo indicaram nenhum sinal de
toxicidade materna. A Unica variacao significativa apresentada foi o peso relativo do
bago dos animais do grupo tratado com a menor dose de vitamina D em associa¢éo
com o calcio. No entanto, essa parece ser uma ocorréncia isolada. Essa auséncia
de variagGes nos parametros biométricos associados a auséncia de sinais clinicos
de intoxicacdo (opacidade de olhos e pélos, ressecamento de mucosa, ericamento
de pelo, alteragdo de comportamento, alteracdo da deambulacdo (hipo e
hiperatividade locomotora), morbidade, tremores, diminuigdo da ingestédo de racéo e
agua 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 seguranga da suplementacao.

Corrobora ainda a seguranca de uso a auséncia de altera¢gdes no nimero de
implantes, nimero de fetos vivos, viabilidade fetal, taxa de perdas pos-
implantacionais, reabsorcao, taxa de reabsorgdo, adequacdo do peso a idade de
prenhez e razdo sexual. Apesar de ocorrer aumento do peso fetal e reducéo do peso
placentario e do indice placentario no lote (IM), todos os fetos tiveram crescimento
adequado para a idade de prenhez. Logo, esses dados ndo sdo indicativos de
toxicidade. J& no lote (VO) ndo houve variacdo no peso fetal. Mas, aconteceu de

forma esporadica, aumento do peso placentéario e redugéo do indice placentario.

Variagdes no peso fetal, peso das placentas e/ou no indice placentario podem
significar adapta¢Bes do organismo materno para manter—a-manutencdo adequada
dos embriGes/fetos e isso pode ocorrer-em-—decorréneia, por exemplo, devido aos
diferentes numeros de fetos por ninhada (DAVID et al,. 2014; ERIKSSON;
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JANSSON, 1984; GONGCALVEZ et al.,, 2013). Nao obstante se essas adaptacdes
estiverem associadas a outras mudang¢as no organismo materno e fetal podem ser
indicativos de toxicidade (SAITO et al.,, 2013; SINZATO et al.,, 2011). Mas, no
presente estudo ndo temos mais varidveis que sugiram efeitos materno ou

embrio/fetotdxicos que possam fomentar essa assertiva.

As malformacdes externas, viscerais e esqueléticas observadas nos grupos
tratados com a vitamina D, por via intramuscular ou via oral, isoladamente ou em
associagdo com o calcio sdo consideradas variantes da normalidade, pois sdo
encontradas na mesma frequéncia no grupo controle (TAYLOR, 1986; GONCALVES
et al., 2013; DAVID et al., 2014). Apenas na maior dose de vitamina D, por via oral,
houve diferenca significativa (p<0,05) are—ao analisar o processo xifoide que
apresentou ossifica¢@o reduzida ou agenesia. Principalmente, no que se refere as
alteracGes esquelética deve se considerar que os fetos eram prematuros, ainda que
os procedimentos tenham sido realizados como indicado pela literatura especifica
(TAYLOR, 1986; GONCALVES et al.,, 2013). Assim, essa mesma literatura indica
gue essas alteragBes viscerais e/ou esqueléticas regridem ao final da gestagéo ou
apés o nascimento (TAYLOR, 1986; OLIVEIRA et al., 2009) corroborando a

afirmativa de que s&o variantes da normalidade.

Os resultados ainda indicam que, mesmo diante das diferencas nas
frequéncias e tipos de malformacBes observadas nos dois experimentos, ndo foi
estabelecido nenhuma correlagdo entre as doses administradas, as vias de

administracdes e os achados biolégicos.

Em relagdo a frequéncia de micronlcleos observou-se que ecerreres-ocorreu
aumento significativo apenas na maior dose no primeiro tempo de analise. No
entanto, essa toxicidade genética ndo permaneceu ao longo das trés amostragens
realizadas. Para as demais doses, isoladas ou em associagdo com o célcio nao foi
observada nenhum sinal de genotoxicidades. Esses resultados indicam uma
ocorréncia esporadica de aumento da frequéncia de micronucleos e acredita-se que
essa diferenca possui pequena relevancia biolégica. Esses resultados corroboram a
seguranc¢a de uso da suplementagdo de Vitamina D mesmo em altas doses durante

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

Diante do exposto infere-se que a vitamina D e a vitamina D associada
calcio, nas doses intramuscular de 600.000Ul, 6.000.000UIl e 60.000.000UI e nas
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doses via oral 6.000Ul, 60.000Ul e 600.000Ul, testadas em camundongos Swiss
prenhas prenhez—ndo é materno-toxica, ndo é genotdxico e nado alterara o
desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal, 0 que sugere seguranga de

uso também durante o periodo gestacional.
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7. Consideragdes Gerais

Com base nos ensaios realizados e nos resultados obtidos, pode-se concluir
gue a vitamina D e vitamina D associada ao calcio nas diferencas concentra¢des
testadas, tanto pela via intramuscular quanto a via oral, ndo altera o desempenho
reprodutivo e nem a integridade do DNA de fémeas prenhez e, portanto, é segura

para suplementacao também durante o periodo gestacional.
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Anexos

Tabela 1. Desenvolvimento ponderal das fémeas tratadas com vitamina D e
vitamina D associada ao calcio.

Pardmetros Biométricos (g)

Via intramuscular

. . Inicial Final Ganho de Peso Gtero  Ganho de
Grupos experimentais peso peso liquido
Controle 38,73+1,46°  60,45+1,38%  21,72+2,032 17,64+1,85% 4,07+1,222
600.000UI 36,24+1,94%  61,57+2,552 2533+1,69% 19,63+1,77% 5,69+0,542
6.000.000UI 32,72+1,66% 58,14+2,17a 25,42+0,93* 20,26+0,72% 5,15+0,862
60.000.000UI 36,09+1,53%  60,12+1,992  24,03+1,342 18,04+1,492 5,98+0,652
600.000UI + Ca 34,03+1,11%° 53,96x2,182  19,92+1,802 16,45+2,072 3,46x0,742

6.000.000UI + Ca 31,50+1,462 56,49+1,52%  24,99+2,25% 18,13+1,04* 6,85+1,48?
60.000.000UI + Ca 31,50+0,622  58,12+1,90*  26,61+1,97* 19,40+1,41* 7,21+0,672

Via oral

. . Inicial Final Ganho de Peso Gtero  Ganho de

Grupos experimentais peso peso liquido
Controle 34,34+1,422 55,31+1,802 20,97+1,672 16,45+1,67% 4,52+1,622
6.000UI 32,92+0,942 55,56+1,672 22,64+1,112 17,48+1,30* 5,15+0,662
60.000UI 31,82+1,422 53,80+1,472 21,98+1,722 16,59+1,45% 5,38+0,992
600.000U!I 30,31+1,272  53,81+1,83* 23,50+1,06® 17,11+0,87% 6,38+0,762
6.000Ul + Ca 31,90+£1,732 51,782,172 19,88+0,99¢ 16,13+0,97* 3,750,772
60.000UI + Ca 34,571,762 57,22+2,582 22,69+1,68% 19,16+1,202 3,480,762
600.000UI + Ca 32,851,572  58,82+1,84% 2597+0,98% 21,02+0,892 4,95+0,702

Legenda g — grama; Ca — Célcio quelado. Letras diferentes_na mesma coluna indicam diferengas

estatisticamente significativas (Teste Anova/Tukey; p<0,05) Média+EP M.
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Tabela 2. Pesos absoluto e relativo dos 6rgéos das fémeas tratadas com vitamina D e
vitamina D associada a célcio.

Via Intramuscular

Peso absoluto dos érgéos (g

expeGrir#qpe(r)wtais Coracgao Pulméo Rins Figado Baco
Controle 0,19+0,0102 0,20+£0,0122 0,41+0,0202 2,77+0,0102 0,127+0,0082
600.000UI 0,18+0,0092 0,23+0,0122 0,42+0,0282 2,74+0,1632 0,151+0,0172
6.000.000UlI 0,17+0,0072 0,22+0,0082 0,38+0,0192 2,59+0,1022 0,139+0,0122
60.000.000UI 0,19+0,0102 0,24+0,0232 0,44+0,0302 2,71+0,1022 0,145+0,0122

600.000UI + Ca 0,18+0,0182 0,23+0,0142 0,39+0,0202 2,62+0,0962 0,168+0,0152
6.000.000UI + Ca 0,16+0,013% 0,22+0,0142 0,39+0,02072 2,73+0,0882 0,131+0,010?
60.000.000UI +Ca  0,16+0,0132 0,21+0,0102 0,38+0,0207 2,73+0,1162 0,158+0,0132

Peso relativo dos 6rgdos

Grupo

experimentais Coragéo Pulméo Rins Figado Baco
Controle 0,003+0,0001* 0,003+0,0001* 0,006+0,0003* 0,045+0,001* 0,002+0,00012
600.000UI 0,002+0,0001% 0,003+0,00012 0,007+0,0005% 0,044+0,001% 0,002+0,00012°
6.000.000UI 0,003+0,00012 0,003+0,00022 0,006+0,0002% 0,044+0,0012 0,002+0,00022°

60.000.000UI 0,003+0,0001% 0,004+0,0003% 0,007+0,0005% 0,045:0,001% 0,002+0,00022°
600.000UI + Ca 0,003+0,0003% 0,004+0,0003% 0,007+0,0003* 0,048+0,001® 0,003+0,0003"
6.000.000UI + Ca  0,002+0,0001% 0,004+0,0002% 0,007+0,0002% 0,048+0,001® 0,002+0,0001a"
60.000.000UI + Ca_ 0,002+0,0001% 0,003+0,00022 0,006+0,00022 0,046+0,00072 0,002+0,00012

Via Oral

Peso absoluto dos érgéos (9)

Grupo

experimentais Coracgéao Pulméo Rins Figado Baco
Controle 0,17+0,0102 0,19+0,0102 0,40+0,0142 2,53+0,1122 0,143+0,019?2
6.000UI 0,16+0,0082 0,21+0,0092 0,39+0,0122 2,55+0,0942 0,140+0,0132
60.000UI 0,18+0,0112 0,21+0,0092 0,38+0,015% 2,57+0,0762 0,128+0,0122
600.000UI 0,17+0,0102 0,23+0,016? 0,400,022 2,64+0,0922 0,153+0,015?
6.000UI + Ca 0,17+0,0102 0,21+0,0142 0,39+0,0212 2,62+0,1692 0,147+0,0112

60.000UI + Ca 0,17+0,0132 0,25+0,0242 0,40+0,0202 2,61+0,1232 0,158+0,015?
600.000UI + Ca 0,17+0,0112 0,23+0,012% 0,37+0,027# 2,66+0,0912 0,133+0,010?

Peso relativo dos 6rgéos

Grupo

experimentais Coragao Pulméo Rins Figado Baco
Controle 0,003+0,0002% 0,003+0,00022 0,007+0,00022 0,040+0,0022 0,002+0,00032
6.000UI 0,003+0,0001% 0,003+0,00022 0,007+0,00022 0,040+0,0012 0,002+0,00022
60.000UI 0,003+0,0002% 0,003+0,0001 0,007+0,00032 0,040+0,0012 0,002+0,00022
600.000UI 0,003+0,0001% 0,004+0,0003* 0,007+0,0003% 0,040+0,0012 0,002+0,00022

6.000UI + Ca 0,003+0,0001* 0,004+0,0001% 0,007+0,0003* 0,050+0,001* 0,002+0,00012
60.000UI + Ca 0,002+0,0001* 0,004+0,00042 0,007+0,0001* 0,040+0,001® 0,002+0,0002%
600.000UI + Ca 0,003+0,0001* 0,003+0,0001* 0,006+0,0004* 0,040+0,0009% 0,002+0,0001?

Legenda: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticamente significativas. (Teste
Anova/Tukey; p<0,05)



Tabela 3. Pardmetros reprodutivos relativos as fémeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao calcio.

Parametros Reprodutivos

Via Intramuscular

Grupos Controle 600.000UI 6.000.000UI 60.000.000UI  600.000UI + Ca  6.000.000UI + Ca  60.000.000UI + Ca
experimentais
aunhadas 10 10 10 10 10 10 10

Fetos Analisados 116 114 126 114 97 116 121
Implantes? 12,00+1,262 12,50+1,092 13,30+0,532 12,40+0,992 11,30+1,322 12,10+0,562 12,20+0,872
Fetos Vivos? 11,60+1,242 11,70+1,042 12,60+0,652 11,40+1,002 10,30+1,302 11,60+0,672 12,10+0,882
VF! 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002
TPPI* 3,60+2,012 5,90+2,572 5,20+£2,792 8,90+2,432 8,00+3,732 4,50+1,93? 0,80+0,802
Reabsorgéo* 0,4040,222 0,80+0,352 0,70+0,362 1,00+0,252 1,00+0,452 0,50+0,222 0,10+0,102
TR? 3,60+2,012 5,90+2,572 5,20+2,792 8,90+2,432 8,00+3,732 4,50+1,932 0,80+0,802
PF(g)? 1,18+0,0162 1,32+0,015P 1,22+0,0132 1,25+0,0112 1,23+0,0132 1,21+0,0092 1,28+0,011°
PP(g)? 0,099+0,002> 0,091+0,0022>  0,085+0,0012  0,102+0,002° 0,091+0,0022> 0,083+0,0012 0,088+0,0012b
IP? 0,088+0,003* 0,070+0,0022  0,070+0,0012  0,084+0,002° 0,075+0,00120 0,069+0,0012 0,069+0,0012
APIP PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP
RS2 1,09+0,142 0,91+0,172 1,72+0,482 1,06+0,262 1,14+0,362 1,25+0,372 1,57+0,422

Via Oral
Grupos Controle 6.000UlI 60.000UI 600.000UI 6.000UI + Ca 60.000UI + Ca 600.000UI + Ca
experimentais
A’:‘\'gl?f:(?ass 10 10 10 10 10 10 10

Fetos Analisados 107 115 107 112 108 120 130
Implantes? 11,10+1,092 12,10+0,912 10,90+0,862 11,50+0,452 11,10+0,872 12,20+0,742 13,50+0,452
Fetos Vivos? 10,70+1,092 11,50+0,712 10,70+0,842 11,20+0,442 10,70x0,742 11,90+0,722 13,00+0,552
VF! 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002 100+0,002
TPPI! 4,30+£2,092 4,10+1,922 1,70+1,132 2,401,222 2,90+2,042 2,10+1,582 3,90+1,882
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Reabsorgao?* 0,40+0,162 0,60+0,302 0,20+0,132 0,30+0,152 0,40+0,302 0,30+0,212 0,50+0,222
TR 4,30+2,092 4,10£1,922 1,70+1,132 2,40+1,222 2,90+2,042 2,10+1,582 3,90+1,882
PF(g)? 1,20+0,0202 1,14+0,0202 1,19+0,020% 1,15+0,0102 1,18+0,0102 1,27+0,010° 1,27+0,010°
PP(g)? 0,100+0,0022>  0,086+0,0012  0,100+0,0072° 0,098+0,0012 0,107+0,002° 0,088+0,00 22 0,093+0,0012
IP2 0,088+0,003°  0,083+0,0032  0,091+0,0072  0,086+0,001° 0,091+0,002° 0,070+0,0012 0,074+0,0012
APIP PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP PAIP
RS? 0,96+0,212 1,25+0,252 0,99+0,172 1,07+0,202 1,12+0,262 1,12+0,262 0,85+0,142

Legenda: VF:viabilidade fetal; TPPI: taxa de perdas pds implantacionais; TR: taxa de reabsorgdo; PP: peso placentério; PF: peso fetal; IP: indice placentario; APIP: adequagéo do peso a idade de
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prenhez; PAIP: peso adequado a idade de prenhez; RS: razdo sexual. Letras diferentes_na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas. (Teste: *Anova /Tukey; 2Kruskall

Wallis/Dunn; p<0,05)



Tabela 4. Relagéo e frequéncia de malformacdes externas na prole de fémeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada a
célcio.
Malformac@es externas
Grupos 600.000UI 6.000.000UI +  60.000.000UI +
Experimentais Controle 600.000U!I 6.000.000UI 60.000.000U!I + Ca Ca 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+1,582 8 6,02+2,278 7 565+2,012 4 3,83+2,70° 16 13,34+4,512 10 8,28+2,778 10 7,762,672
Retr.Pos.Bilateral 0 0,00t0,000 0 0,000,000 0 0,00£0,000 1 091+091a 1 1,11+111= 1 0,910,912 0  0,00£0,002
Retr.Ant.Unilateral 0 0,00£0,000 0 0,000,006 0 0,000,002 0 0,00£0,006 0 0,00£0,000 1 0,91+0,91® 0  0,00+0,002
Est. Post. Unilateral 0  0,00+0,000 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 2 2,16+1,462 0 0,00+0,002 0  0,00+0,002
Est. Ant. Unilateral 0 0,000,000 0 0,00+0,000 0 0,00£0,002 0 0,00£0,0020 4 3,93+2,012 1 0,91+0,912 1 0,710,712
Hematoma 1 067:067¢ 1 0,830,831 0 0,00£0,000 0 0,00£0,000 0 0,000,002 1 0,87+0,712 0 0,000,002
Cauda em virgula 0  0,00£0,000 1 083:0,83 0 0,00£0,000 1 0,710,712 2 167+1,67° 7 6,083,768 5 3,631,082
Hidropsia 0 0,00t0,000 O 0,00t0000 O 000£0000 O 0,000,002 O 0,000,000 © 0,00£0,002 1  1,43+1,432
Gastrosquise 0 0,00t0,000 O 0,00:0000 1 083:083 O 0,00£000@ O 0000002 © 0,000,002 O 0,00£0,002
Escoliose 0 0,00:0,000 9 0,00t0000 O 0000000 9 000+0,0020 1 09120912 O 00000020 O 0,00+0,00
Via Oral
Parametros Controle 6.000UI 60.000U 600.000UI 6.000UI + Ca  60.000UI +Ca  600.000Ul + 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+1,682 0 0,00+0,002 3 2,31+1,64® 3 2,53+1,302 1 0,77+0,77% 8 6,45+#3,772 5 3,932,742
Retr.Pos.Bilateral 0 0,00£0,000 2 1,43+1,432 0 0,000,002 0 0,00£0,0060 0 0,00£0,0026 0 0,00£0,006 0  0,00+0,002
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Hematoma 1 067+0,672 1 0,67+0,672 0 0,000,002 0 0,00+0,002 1 0,91+0,912 0 0,00+0,002 0  0,00+0,002
Cauda em virgula 2 1,67+1,14* 0 0,000,000 0 0,000,000 0 0,00+0,000 1 0,77+0,772 2 155+1,042 2  1,67+1,672
Gastrosquise 0 0,00£0,000 0 0,00£0,0020 2 222+¢2222 (0 0,00£0,0020 1 0,77+0,778 0 0,00£0,002 0 0,000,002

Legenda: Na - nimero absoluto de fetos que apresentam a malformagéo, % valor médio + erro padrdo da média; (Teste Kruskal-Wallis/Dunn; p<0,05)
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malformag@es viscerais na prole de fémeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada a

Malformacdes viscerais

Via Intramuscular

Expi’:i“nﬁ’gﬁtais Controle 600.000UI 6.000.000UI  60.000.000UI 60(1'%();)U| 6'00+0820U| 60'020(':(;00U|
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 3 529+2,662 1 50045000 1 2,00+2,000 5 1454+9,782 2 500+3,332 2 2,86+2,862 2 2,50+1,672

Hidronefrose leve 1 1,85#1,858 0 0,000,002 2 3,43+2332 3 452+3,142 1 2,002,002 0 0,000,002 2 3,75+2,672

Fenda Palatinaleve 8 18,43+8,100 3 500+3,562 1 1,67+1,6728 2 254+1,712 2 2,92+1972 8 14,43+8,832 7 9,17+5342

Fenda Palatinagrave 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 1 1,67+1,672 0 0,00£+0,000 0 0,000,002 0 0,00£0,002 0 0,00+0,002

Via Oral

Expg’:i“nfgrftais Controle 6.000UI 60.000UI 600.000UI 6.000Ul + Ca  60.000Ul + Ca  600.000Ul + 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 556556 5 7,14+7,14° 3 543+2,81% 12 21,76+8,35° 0 0,00£0,00®® 8 12,6+4,55% 1 1,67+1,67

Hidronefrose leve 1 1,39+1,3928 6 9,64+7,302 6 12,00£8,542 7 12,764#5,09* 5 10,504#5,50% 5 10,33+4,512 0 0,00+0,00%

Hidronefrose mod. 1 1,39+1,392 0 0,00£0,0020 1 2,00+2,002 0 0,000,002 0 0,000,002 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002

Fenda Palatinaleve 4 84443472 3 543+4,102 1 143+1432 5 853+4,16° 6 12,93+3,872 5 7,20+3,228 3 4,53+2,312

Fenda Palatinagrave 1 159+1592 0 0,00£0,0020 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 1 1,43+1,432

Legenda: Na - nimero absoluto de fetos que apresentam a malformagdo, % valor médio + erro padrdo da média; Mod - moderada. Diferentes letras indicam diferengas estatisticamente

significativas. (Teste Kruskal-Wallis/Dunn; p<0,05)
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Tabela 6. Relagéo e frequéncia de malformacdes esqueléticas na prole de fémeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada

a calcio.
Malformacdes esqueléticas
Grupos
experimentais Controle 600.000UlI 6.000.000UlI 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+4,522 51 85,00+33,752 57 94,449,392 53 96,0+12,652 51 90+31,622 51 98,33+5,27% 53 89,4+12,352
Falanges
proximais 12 24,0249,922 6 10,00+8,312 4 5,95+4,422 5 8,69+3,932 0 0,000,002 2 4,00+2,672 2 3,67+2,462
Rotacdo da fibula
sobre atibia 9 13,25+7,492 2  4,17+2,85% 13 24,64+11,652 13 22,14+11,882 5 9,33+4,992 15 26,29+9,712 24 47,69+12,32
Pubis OR 1 143+143@ 0 0,000,006 0 0,00£0,006 0 0,000,002 0 0,00+0,0026 0 0,000,002 0 0,00+0,002
Membros
Anteriores
Falange distais 42 79,67+10,42 38 65,42+11,042 26 41,90+12,112 29 56,43+13,312 27 47,58+8,302 33 69,43+12,452 23 43,10+12,222
Falanges
proximais 3 893+5,308 3 5,00#5,002@ 2 2,86+2,862 3 5,60+2,972 0 0,00+0,0028 2 4,00+2,672 2 3,67+2,462
Esterno
Centro Esterno 47 89,90+5,122 48 80,836,342 42 70,009,872 43 76,45+5,592 47 91,67+4,302 32 63,62+10,032 46 74,57+6,272
Manubrio 1,25+1,252 0 0,000,008 1  1,43+1,432 1,67+1,672 0 0,00£0,002 5 9,33+4,992 2  5,00+3,562
Processo Xifoide 1,43+1,432 6 10,00+7,122 2  3,33+3,332 13,33£7,782 2 2,50+2,502 3 5,333,692 2 6,67+6,672
Cranio
Presfenoide 26 50,32+7,682 39 69,17+8,962 29 48,98+11,34% 24 47,24+7,068 27 47,86+8,192 21 37,57+11,59%2 25 36,73+11,092
Palato 1 1,25+1,252 6 10,836,812 2 2,86+1,902 11 18,93+6,692 1 2,002,002 3 8,33+6,692 9 11,25+9,942
Supraoccipital 0 0,000,002 3 4,58+2,36@ 0 0,00+0,002 1 1,671,672 O 0,000,006 0O 0,00+0,002 0 0,00+0,002
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OR
Parietal OR 0 0,000,002 0 0,00£0,002 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 0 0,000,002 1 1,671,672 1 3,33+3,332
Interparietal OR 0 0,000,002 0 0,00+0,002@ 0 0,000,006 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002 2 3,67+2,462 2  3,33+3,332
Vértebras
Centro vertebral 0 0,000,002 1 250+2,50@ 0 0,00£0,008 1 1,43+1,43* 2 250+2,50@ 0 0,00+0,002 3 7,92+6, 652
Via Oral
Grupos
experimentais Controle 6.000U!I 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+2,862 56 100+0,002 54 98,33+1,672 53 97,542,502 56 100+0,002 55 94,10+5,34% 62 97,14+2,862
Falanges
proximais 8 16,00+11,072 8 12,00+9,982 10 27,17+12,82 15 28,83+11,08 0 0,00+0,002@ 5 9,25+7,962 1  1,25+1,252
Metatarso 0 0,000,002 7 10,00+10,02 5 10,00£10,02 0 0,00+0,0026 0 0,00£0,002 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002
Rotagao da fibula
sobre atibia 0 0,00+0,002 6 10,008,312 10 16,19+8,962 8 16,10+6,982 8 13,19+8,12 4 7,104,192 4 5,714,362
Pubis 0 0,00+0,002 1 1,43+1,42 1 1,671,672 0 0,00+0,002 0 0,000,002 O 0,00+0,002 0 0,00+0,002
Auséncia de
Isquio 0 0,00£0,002 1 1,43+1,43@ 0 0,00£0,0026 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002@ 0 0,00+0,002 0 0,00+0,002
Sindactilia 0 0,000,002 0 0,000,002 2 1,62+3,382 2 1,62+3,45 0 0,000,002 1 0,83+2,632 1 0,71+2,262
Membros
Anteriores
Falange distais 32 67,17+10,932 44 77,507,242 28 58,48+11,52 46 84,55+7,992 44 79,67+6,72 48 81,24+8,302 33 52,86+12,02
Falanges
proximais 1 2,00+2,002 7 10,00+10,02 10 27,514,172 14 26,33+10,22 0 0,00+0,002 2 3,25+2,242 0  0,00+£0,002
Metacarpo 0 0,000,002 7 10,00+10,02 O 0,000,006 0 0,000,002 0 0,00+0,002@ 0 0,00£0,002 0 0,00+0,002

Esterno



Centro Esterno 41 67,17+10,932 44 77,50+7,242

Manubrio 1 1,25+1,252 1 2,00+2,002
Processo Xifoide 1  2,00+2,002 1 2,00+2,002
Cranio

Presfendide 26 44,29+12,212 40 72,00+11,12

Palato 2  4,00%4,002 6 8,57+8,572

Supraoccipital

OR 0 0,00+0,002 7 10,00+10,02

Parietal OR 0 0,000,002 0 0,00+0,002

Interparietal OR 0 0,00+0,002 9 13,67+9,892

Nasal OR 0 0,00£0,002 2  4,00+4,002
Vértebras

Centro vertebral 0 0,00+0,002 1 1,671,672

Costelas 0 0,000,002 2  3,33+3,33?

28 58,48+11,52

0  0,00+0,002
7,363,802
32 53,76+11,52
5 10,00+10,02
8 17,00+10,52

0  0,00+0,00?2
6 11,67+9,952

0  0,00+0,002

0  0,00+0,00?2

1 1,43%1,432
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0
2

84,55+7,992
1,67+1,672
26,09+5,79°

63,28+7,612
1,431,432

15,33+8,422
3,67+2,462
5,33%3,692
1,43+1,432

0,00+0,002
2,00+2,002
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o O O o

0
0

79,67+6,72
0,00+0,002
1,67+1,672

66,71+6,82
1,671,672

0,00+0,002
0,00+0,002
0,00+0,002
0,000,002

0,00+0,002
0,00+0,002
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81,24+8,30?
0,00+0,002
5,00+5,002

38,20+11,452

0,00+0,002

10,29+6,972
0,00+0,002
0,00+0,002
0,00+0,002

0,00+0,002
1,67+1,672
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[ Y NN

0
0
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52,86+12,02
0,00+0,002
5,36+2,882

68,69+8,442
0,00+0,002

2,50+2,502
1,43+1,432
5,7145,712
0,00+0,002

0,00+0,002
0,00+0,002

Legenda: Na - nimero absoluto de fetos que apresentam a malformacéo
significativas. (Teste Kruskal-Wallis/Dunn; p<0,05)

, % valor médio + erro padrdo da média; OR - ossificacdo reduzida. Diferentes letras indicam diferengas estatisticamente
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Tabela 7. Frequéncia de micronacleos no 11°, 12° e 13° dias gestacionais em
fémeas tratadas com vitamina D e vitamina D associada ao calcio.

Micronucleo
Via Intramuscular
Grupos

experimentais 11° 12° 13°
Controle 7,90+0,37% 8,100,372  7,30+0,49%
600.000UI 10,20+1,30®*  7,70+0,94®  8,50+1,232
6.000.000UI 10,20+1,03**  12,30+1,58° 11,60+1,56%
60.000.000UI 13,20+1,34>  9,70+0,98% 10,401,362
600.000Ul + Ca 10,30+1,46%®  8,00+1,02%° 7,901,042
6.000.000UI + Ca 8,30+0,94*  11,60+0,95% 11,10+0,70?
60.000.000UI + Ca 10,00+0,86*®  10,60+1,12%°  8,70+1,05%

Via Oral
Grupos

experimentais 11° 12° 13°
Controle 8,70+0,63*  9,00+0,98%®  7,20+0,61*
6.000UI 9,90+0,75*  9,60+0,85%®  9,20+0,85%
60.000UI 9,80+0,44*  9,80+0,98%  8,20+0,92%
600.000UI 9,80+3,64*  11,30+0,81°  9,20+1,02%
6.000UI + Ca 11,301,222 9,00+0,04%*  8,40+0,80°
60.000UI + Ca 9,200,592 6,80+0,72%  7,80+1,07%
600.000Ul + Ca 7,900,542 6,800,722 6,200,812

Legenda: 11° dia de gestagdo, 12° dia de gestacédo, 13° dia de gestacdo. Diferentes letras indicam diferencas

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



Cologue aqui em anexo 0 comprovante de submissao e em

sequida o pdf da revista.
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