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RESUMO

LIMA, Flavia Fernandes. Efeitos da dieta restrita em vitamina D administrada durante os
periodos perinatal e pos-natal no pénis de ratos Wistar. 2018. 182 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirargicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A deficiéncia de vitamina D em gestantes e criancas € um problema de salde que tem
sido observado em muitas partes do mundo. A inadequagdo materna de vitamina D afeta tanto
a salde da méde como a do feto, e tem impacto sobre o desenvolvimento de doencas cronicas
na prole na idade adulta. O presente estudo avaliou os efeitos da dieta restrita em vitamina D
administrada nos periodos perinatal e pos-natal na morfologia do pénis de ratos Wistar
adultos. Fémeas Wistar foram separadas em dois grupos: dieta padrdo (SC AIN93G) e dieta
restrita em vitamina D (VitD AIN93G). Ao desmame os filhotes foram divididos de acordo
com a dieta materna: SC/SC (provenientes de mées SC, alimentados com dieta SC) e
VitD/VitD (descendentes de maes VitD, alimentados com dieta VitD). Avaliou-se dados
biométricos, bioquimicos e realizou-se analises histoquimicas e imunohistoquimica no pénis.
A dieta restrita em vitamina D promoveu hiperglicemia de jejum (+86,42%; p=0,0096),
intolerancia a glicose (+12,02%; p=0,0180), hiperinsulinemia (+53,80%, p=0,0072), aumento
do HOMA-IR (+87,51%; p<0,0001), elevacéo da pressdo arterial sistdlica (+15,30; p<0,0001)
e reducdo dos niveis séricos de vitamina D (-61,00%, p<0,0001). No que concerne a
morfologia do pénis, a dieta sem vitamina D diminuiu as seguintes areas: do corte transversal
do pénis (-5,45%; p=0,0083), do corpo cavernoso com (-7,01%; p=0,0007) e sem tdnica
albuginea (-5,70%; p=0,0133), da tGnica albuginea (-8,55%; p=0,0001) e da veia dorsal
profunda (-47,28%, p=0,0004). Além disso, a restricdo de vitamina D induziu no corpo
cavernoso o aumento das porcentagens de tecido conjuntivo (+9,52%, p<0,0001), de musculo
liso (+25,19%; p<0,0001) e da proliferacdo celular (+17,39%; p=0,0161). A dieta VitD
aumentou a porcentagem de tecido conjuntivo (+16,23%, p<0,001) e de mausculo liso
(+21,06%, p=0,0074) no corpo esponjoso. Em contrapartida, essa mesma dieta reduziu os
espacos sinusoidais (-21,54%; p=0,0002) e fibras elasticas (-14,83%, p=0,0009) no corpo
cavernoso, bem como promoveu a diminuicdo das fibras elasticas na tdnica albuginea do
corpo esponjoso (-11,86%, p<0,001). Nos dados avaliados na artéria dorsal, a dieta VitD
aumentou a area da tlnica média (+45,82%, p=0,0156) e reduziu a area do lumen (-47,28%,
p=0,0040). A restricdo de vitamina D reduziu as fibras elasticas (+30,26%, p=0,0073) e
diminuiu a altura da lamina limitante elastica interna (-28,11%, p<0,001) da artéria dorsal. A
dieta sem vitamina D também aumentou a porcentagem de vasos Nnos COrpos cavernoso
(+43,44%, p=0,0061) e esponjoso (+53,57%, p<0,0001). Adicionalmente, também reduziu a
porcentagem de vasos (-26,47%, p=0,0470) e nervos (-24,43%, p<0,0001) na regido dorsal
dos pénis. Os resultados mostraram que a restricdo de vitamina D nos periodos perinatal e
pos-natal promove alteragdes estruturais e quantitativas nos elementos constituintes do pénis
da prole, indicando a importancia de niveis séricos adequados de vitamina D durante a
gestacdo, lactacdo e vida pés-natal, para manter a integridade da morfologia peniana nos
adultos.

Palavras-chave: Programacéo fetal. Vitamina D. morfologia. Pénis. Ratos Wistar.



ABSTRACT

LIMA, Flavia Fernandes. Effects of vitamin D restricted diet administered during perinatal
and postnatal periods on the penis of Wistar rats. 2018. 182f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Vitamin D deficiency in pregnant women and children is a health problem that has
been observed in many parts of the world. Maternal inadequacy of vitamin D affects both the
health of the mother and the fetus, and has an impact on the development of chronic diseases
in adulthood. The present study evaluated the effects of vitamin D restricted diet administered
in the perinatal and postnatal periods in adult Wistar rats penis morphology. Wistar female
were separated into two groups: standard diet (SC AIN93G) and vitamin D restricted diet
(VitD AIN93G). At weaning, the offspring were divided according to the maternal diet:
SC/SC (from SC mothers, fed with SC diet) and VitD/VitD (from VitD mothers, fed with
VitD diet). Biometric and biochemical data were evaluated and a histochemical and
immunohistochemical analyzes of the penis were also performed. Vitamin D restricted diet
promoted fasting hyperglycemia (+86.42%; P=0.0096), glucose intolerance (+12.02%j;
p=0.0180), hyperinsulinemia (+53.80%, p=0.0072), increased HOMA-IR (+87.51%, p
<0.0001), elevation of systolic blood pressure (+15.30, p<0.0001) and reduction of serum
vitamin D levels (-61.00%, p<0.0001). Concerning the morphology of the penis, the VitD diet
decreased the following areas: cross sectional area (-5.45%; p=0.0083), corpus cavernosum
with (-7.01%; p=0.0007) and without tunica albuginea (-5.70%; p=0.0133), tunica albuginea
(-8.55%, p=0.0001) and deep dorsal vein (-47.28%, p=0.0004). In addition, vitamin D
restriction induced an increase in the percentage of connective tissue (+9.52%, p<0.0001),
smooth muscle (+25.19%, p<0.0001), and cell proliferation (+17.39%, p=0.0161) in the
corpus cavernosum. The VitD diet increased the percentage of connective tissue (+16.23%,
p<0.001) and smooth muscle (+21.06%, p=0.0074) in the corpus spongiosum. On the other
hand, this same diet reduced the sinusoidal spaces (-21.54%, p=0.0002) and elastic fibers (-
14.83%, p=0.0009) in the corpus cavernosum, as well as reduced the number of elastic fibers
in the tunica albuginea of the corpus spongiosum (-11.86%, <0.001). In the data evaluated in
the dorsal artery, the VitD diet increased the area of the tunica media (+45.82%, p=0.0156)
and reduced the lumen area (-47.28%, p=0.0040). Restriction of vitamin D reduced elastic
fibers (+30.26%, p=0.0073) and decreased the height of the internal elastic limiting lamina (-
28.11%, p<0.001) of the dorsal artery. The diet without vitamin D increased the percentage of
vessels in the corpus cavernosum (+43.44%, p=0.0061) and corpus spongiosum (+53.57%,
p<0.0001). In addition, it also reduced the percentage of vessels (-26.47%, p=0.0470) and
nerves (-24.43%, p<0.0001) in the dorsal region of the penis. The results showed that vitamin
D restriction in the perinatal and postnatal periods promotes structural and quantitative
changes in the constituent elements of the penis of offspring, indicating the importance of
adequate serum levels of vitamin D during gestation, lactation and postnatal life, to maintain
the integrity of the penile morphology in adults.

Keywords: Fetal programming. Vitamin D. Morphology. Penis. Wistar rats.
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INTRODUCAO

Existe uma alta prevaléncia de insuficiéncia ou deficiéncia de vitamina D em todo o
mundo que se tornou uma preocupacao por causa dos potenciais efeitos adversos na salde
humana (VON WEBSKY et al., 2018). Os niveis séricos de vitamina D refletem tanto o
consumo dietético quanto a exposicdo a luz solar e precisam ser conhecidos, pois niveis
inadequados dessa vitamina podem comprometer a salde.

Existem controvérsias em relacdo aos valores de referéncia para os niveis séricos de
25- hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) para humanos e pouco se discute sobre os valores de
referéncia para os roedores (BATTAULT et al., 2013; BROUWER-BROLSMA et al., 2013;
MAKA et al., 2008). De acordo com o Institute of Medicine em humanos os pontos de corte
sdo: normal - > 20 ng/ml, insuficiéncia - 10 — 20 ng/ml e deficiéncia - < 10 ng/ml
(BOUILLON, 2017).

A insuficiéncia ou a deficiéncia de vitamina D tém sido observada em adultos e idosos
(HAIMI; KREMER, 2017). Contudo, mulheres gravidas e seus filhos também constituem
grupos de alto risco para deficiéncia de vitamina D e sdo, portanto, o foco de pesquisas atuais
(VON WEBSKY et al., 2018). A prevaléncia de deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D
durante a gestacdo varia entre 8% a 100% dependendo do pais (HOSSEIN-NEZHAD;
HOLICK, 2012).

O armazenamento da vitamina D inicia-se durante a gestacdo, quando essa vitamina é
transferida da méde para o feto por via transplacentdria (WAGNER et al., 2012). A
manutencdo de niveis séricos adequados de vitamina D durante a gestacdo € essencial para
prevenir niveis inadequados dessa vitamina durante a vida intrauterina e a sua deficiéncia no
inicio da vida pés-natal (HOLLIS; WAGNER, 2004).

A principal fonte de vitamina D é a exposi¢do a luz solar natural (HOLICK, 2017).
Assim, a principal causa de deficiéncia de vitamina D é exposic¢do inadequada a luz solar
(HOLICK et al., 2011). Contudo, a prevaléncia de insuficiéncia e deficiéncia dessa vitamina é
alta, até mesmo em paises com climas ensolarados como o Brasil (PEREIRA-SANTOS et al.,
2018).

Fatores de risco para a deficiéncia de vitamina D incluem baixa exposicao a luz solar,
latitude, pigmentacdo da pele, uso de protetor solar, vestuario cobrindo completamente a pele
e dieta pobre em alimentos fontes (HENRY, 2011; VAN SCHOOR, LIPS, 2011).
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A vitamina D é um micronutriente lipossollvel considerado essencial para a
manutengdo das fungdes vitais (VAN SCHOOR, LIPS, 2011). A vitamina D atua na
homeostase do calcio, do fésforo e no metabolismo 6sseo. Ademais, desempenha outras
funcbes no sistema muscular, na modulacdo do sistema imunolégico, na diferenciacdo e
proliferacdo celular, além de outras acGes extradsseas, que sdo mediadas pelo receptor nuclear
de vitamina D (VDR) (DUSSO, BROWN, SLATOPOLSKI, 2005; HAUSSLER et al., 2011,
PLUDOWSKI et al., 2013). A forma ativa da vitamina é produzida primariamente nos rins
(ZITTERMANN, 2006), circula no sangue e se liga ao seu receptor presente nas células de
quase todos os tecidos. Dessa maneira, promove efeitos sobre os diversos 6rgdos, levando a
uma nova compreensdo da atuacdo dessa vitamina, que atualmente é considerada um
horménio (PLUDOWSKI et al., 2013).

Estudos mostram que a crescente incidéncia da obesidade e doencas cronicas ndo
transmissiveis pode ter origem em alteracGes ocorridas no Utero e durante o inicio da vida
pos-natal (REICHETZEDER et al., 2014). Ja estd bem estabelecida na literatura a existéncia
de uma janela critica temporal para o crescimento e o desenvolvimento fetal, que pode ser
programada pela nutricdo (MCCANCE, 1962). A programacdo é o processo pelo qual um
estimulo ou insulto quando aplicado no periodo critico do desenvolvimento, como gestacdo
e/ou lactacdo, tem efeitos permanentes sobre as estruturas e as funcbes do organismo
(BARKER, 1995; BARKER, CLARK, 1997; LUCAS, 1991).

A inadequacdo materna de vitamina D afeta tanto a salde da mde como a do feto, e
também tem impacto sobre o desenvolvimento de doencas cronicas na prole na idade adulta
(VON WEBSKY et al., 2018). A restricdo de vitamina D durante o periodo perinatal esta
relacionada com o aumento da adiposidade (NASCIMENTO et al., 2012), com alteracfes
estruturais renais, com modificacGes dos componentes do sistema renina-angiotensina (SRA)
(NASCIMENTO et al., 2012), com o desenvolvimento de intolerancia a glicose (ZHANG et
al., 2014) e doencas cardiovasculares na idade adulta (GEZMISH, BLACK, 2013).

O estado nutricional materno também €é capaz de influenciar o desenvolvimento dos
orgdos androgenos dependentes (RAMOS et al., 2010). Contudo, pouco se sabe sobre o0s
efeitos da restricdo de vitamina D durante a gestacdo, lactagcdo e vida pos-natal no pénis da
prole.

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a incapacidade persistente de alcangar /ou
manter uma erecdo peniana suficiente para permitir relagfes sexuais bem-sucedidas, causando
diminuicdo da qualidade de vida em homens (THORVE et al., 2011). Barassi e colaboradores

(2014) mostraram que pacientes com DE tém deficiéncia de vitamina D (BARASSI et al.,
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2014). Baixos niveis de vitamina D podem aumentar o risco de DE ao promoverem a
disfuncdo endotelial (BARASSI et al., 2014). Sabe-se que a DE € multifatorial e que 0s
principais fatores associados ao seu desenvolvimento sdo a disfuncdo endotelial e a
deficiéncia de testosterona (TRAISH, GOLDSTEIN, KIM, 2007).

Estudos mostraram que baixos niveis séricos de vitamina D estdo associados com uma
diminuicdo na concentracdo de testosterona em ratos e humanos, o que também pode alterar a
morfologia do pénis e a fisiologia da erecdo (BLOMBERG JENSEN et al., 2013; RAFIQ et
al., 2016; TAK et al., 2015).

Diante do exposto, a hipotese do presente estudo é que a dieta restrita em vitamina D
administrada durante os periodos perinatal e pés-natal pode promover alteraces na
histomorfologia do pénis de ratos Wistar adultos. Nesse sentido, torna-se relevante estudar os
efeitos da programacao fetal por restricdo de vitamina D, visto que a deficiéncia de vitamina
D é comum em gestantes e seus recém-nascidos, promove alteragdes metabdlicas na idade
adulta e possivelmente também pode induzir alteracGes estruturais no pénis que podem levar a
DE.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Metabolismo da vitamina D

A vitamina D € um micronutriente lipossolivel considerado essencial para a
manutencdo das funcles vitais. As fontes de vitamina D sdo: a producdo enddgena, que
ocorre na pele ap6s exposicdo a luz solar (raios ultravioleta do tipo B - UVB), os alimentos
que contém tanto o colecalciferol (vitamina D3- forma ativa da vitamina) ou ergocalciferol
(vitamina D2) (VAN SCHOOR, LIPS, 2011).

A maioria dos alimentos naturais possuem uma pequena quantidade de vitamina D,
fornecendo apenas cerca de 10% das recomendacdes didrias. Ha pequenas concentracdes de
vitamina D nos ovos, na carne e em alguns alimentos fortificados, como cereais, margarina e
leite, embora os niveis de fortificacdo variem de pais para o pais (MASON, SEQUEIRA,
GORDON-THOMSON, 2011).

As fontes animais de vitamina D fornecem vitamina D3 ou colecalciferol, formado a
partir do 7-dehidrocolesterol presente na pele. Sdo boas fontes dietéticas de colecalciferol os
peixes gordurosos, tais como o salmdo, cavala, atum e o Oleo de figado de bacalhau
(HOLICK, 2012).

Outra fonte dietética de vitamina D é o ergosterol (vitamina D2) de origem vegetal,
presente principalmente em cogumelos irradiados com radiacdo ultravioleta. Os suplementos
dietéticos também sdo fontes de vitamina D (HOLICK, 2007; HOSSEIN-NEZHAD,
HOLICK, 2012).

A principal fonte de vitamina D é a exposicdo da pele a luz solar direta. A sintese
enddgena da vitamina D se inicia nas camadas profundas da epiderme, onde esta armazenada
a substancia precursora, o 7-dehidrocolesterol. A exposicdo da pele a luz solar direta,
especificamente a UVB, nos comprimentos de onda entre 295 e 315 nanémetros, promove
uma cascata de reagdes fotoliticas e enzimaticas na molécula do 7-dehidrocolesterol formando
a pre-vitamina D3 (HOLICK et al., 1980). Somente cerca de 15% do 7-dehidrocolesterol é
convertido em pré-vitamina D3 quando a pele é exposta a luz solar direta. Uma vez formada,
a pre-vitamina D3 sofre isomerizagdo para formar a vitamina D3 ou colecalciferol (HOLICK
et al., 1980). Em situagdes de exposicdo solar prolongada, a pré-vitamina D3, que é capaz de

absorver fotons UVB, € isomerizada a dois produtos fotoliticos que sdo, o lumisterol e o
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taquisterol. O lumisterol e o taquisterol sdo dois produtos fotoliticos que ndo tem efeito sobre
o0 metabolismo do célcio (HOLICK, MACLAUGHLI, DOPPELT, 1981). Este mecanismo
enddgeno exerce protecdo contra uma sintese excessiva e resultante intoxicacao.

A vitamina D ingerida ¢é incorporada em quilomicrons, que sdo langados no sistema
linfatico e entra no sangue venoso (HOLICK, 2007). O colecalciferol e o ergosterol séo
transportados no sangue por uma glicoproteina, a proteina ligante de vitamina D (DBP) até o
tecido adiposo, para armazenamento, prolongando sua meia-vida em até dois meses, ou para o
figado (HOLICK, 2012).

As vitaminas D2 e D3 ao chegarem no figado sofrem hidroxilacdo no carbono 25 que
€ mediada por uma enzima microssomal da superfamilia do citocromo P450 chamada
vitamina D 25- hidroxilase (CYP2R1), resultando na formacdo da 25-hidroxivitamina D ou
calcidiol 25(OH)D3. O calcidiol é o principal metabdlito de vitamina D circulante no sangue
que é usado para determinar o estado de vitamina D de um paciente (HOLICK, 2012b,
2012c). Esse metabodlito sofre mais uma hidroxilagdo pela 25-hidroxivitamina D-la
hidroxilase (CYP27B1) nos rins para formar o hormoénio lo,25-dihidroxivitamina D3
[1,25(0OH)2D3] ou calcitriol, que é a forma mais ativa dessa vitamina. A producédo renal da
1,25(0OH)2D3 é rigorosamente regulada pelas concentracdes do paratorménio (PTH), célcio e
fésforo (DUSSO, BROWN, SLATOPOLSKI, 2005). Além disso, ha enzimas que degradam o
calcitriol em metabdlitos soliveis em agua e menos ativos tais como a 1,25-(OH)2 D3-24-
hidroxilase (CYP24A1), que faz o catabolismo no rim, que por sua vez é altamente regulada
positivamente pelo proprio calcitriol, como mecanismo de feedback negativo (BIKLE, 2014;
WACKER, HOLICK, 2013).
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Figura 1 - Sintese da forma ativa da vitamina D
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Legenda: Figura mostrando as vias cutdnea e dietética da producdo da forma ativa da vitamina D
(calcitriol). DPB, proteina ligante de vitamina D; PTH, paratorménio, Ca, célcio; P, fosforo.

Fonte: Adaptado de (GEZMISH, BLACK, 2013).
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O calcitriol liga-se ao receptor da vitamina D (VDR) para controlar a expresséo de
genes regulados pela vitamina D em todo o genoma por meio de mecanismos epigenéticos
(HOLICK, 2007, 2012b). Mudancas hereditarias na expressao génica que ndo sdo mediadas
por alteracBes na sequéncia do DNA sdo chamadas de modificacdes epigenéticas. Diferentes
mecanismos sustentam as alteracdes epigenéticas como a metilacdo no DNA, modificagdes de
proteinas histonas e silenciamento de RNA (STEFANSKA et al., 2012).

A vitamina D possui muitas fungdes, as principais sdo: regular o metabolismo e o
crescimento dsseo, estimular a reabsorcéo renal de célcio, regular o SRA, regular a pressdo
arterial e estimular a producdo de insulina. Ademais, desempenha outras fungdes no sistema
muscular, na modulacdo do sistema imunoldgico, na diferenciacdo e proliferacdo celular,
além de outras acdes extradsseas, que sdo mediadas pelo VDR (HAUSSLER et al., 2011;
PLUDOWSKI et al., 2013).

A forma ativa da vitamina é produzida primariamente nos rins, circula no sangue e se
liga ao seu receptor presente nas células de quase todos os tecidos (ZITTERMANN, 2006).
Dessa maneira, promove efeitos sobre os diversos 6rgaos, levando a uma nova compreensdo
da atuacdo dessa vitamina, que atualmente € considerada um horménio (PLUDOWSKI et al.,
2013).

Os efeitos bioldgicos da 1,25(0H)2D3 sdo mediados pelo VDR que é um fator de
transcricdo que pertence a familia dos receptores nucleares para horménios esteroides. O
VDR ¢é expresso na maioria dos tecidos e células humanas e regula, de forma direta ou
indireta, a expressdo de cerca de 2000 genes. Muitos desses 6rgdos e células também tém
capacidade para produzir 1,25(0OH)2D3 (HOLICK, 2007, 2012b; NOVAKOVIC et al., 2012).

O VDR liga-se, como heterodimero, com o receptor retinoico (RXR) para estimular a
transcricdo génica (HAUSSLER et al., 1997). A 1,25(0H)2D3 liga-se ao VDR promovendo
uma mudanca estrutural e formacao do complexo transcricional horménio-receptor (ROCHEL
et al.,, 2000). Entdo, o complexo horménio-receptor é heterodimerizado com RXR e esse
heterodimero 1,25(0OH)2 D3-VDR-RXR acopla-se a uma sequéncia especifica do DNA dos
seus genes-alvos, chamada elementos-resposta da vitamina D (VDRE) (HAUSSLER et al.,
1997). Assim, ocorre a cascata de interagdes moleculares que regulam a transcri¢cdo de genes
especificos, resultando em aumento ou reducdo da atividade do gene (HOSSEIN-NEZHAD,
SPIRA, HOLICK, 2013).
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Figura 2 - Controle transcricional da expressdo génica pela 1,25(0OH)2D3 via VDR

Gene alvo

Proteina

Legenda: Figura mostrando a cascata de interagdes moleculares que regulam a transcricdo de genes, resultando
na formacgdo da proteina e acéo bioldgica mediadas pela 1,25(0H)2D3 via VDR. VDR, receptor da
vitamina D; RXR, receptor retinoico; VDRE, elementos-resposta da vitamina D; mRNA, Acido
ribonucleico mensageiro.

Fonte: Adaptado de (MANDARINO et al., 2015).

A principal fonte de vitamina D é a exposicdo a luz solar natural (HOLICK, 2017a).
Cerca de 50% a 90% da vitamina D enddgena é proveniente da producdo que ocorre na pele e
o restante é oriundo da dieta (LIPS, 2010). Assim, a principal causa de deficiéncia de
vitamina D é exposicdo inadequada a luz solar (HOLICK et al., 2011a). Estima-se que mais
de um bilhdo de pessoas no mundo tenham niveis séricos de vitamina D inadequados,
configurando uma atual “epidemia” de hipovitaminose D (HOLICK, 2017b). A prevaléncia
de insuficiéncia e deficiéncia dessa vitamina é alta, até mesmo em paises com climas
ensolarados como o Brasil (PEREIRA-SANTOS et al., 2018).

Fatores de risco para a deficiéncia de vitamina D incluem baixa exposicéo a luz solar,
latitude, pigmentacdo da pele, uso de protetor solar, vestuario cobrindo completamente a pele
e dieta pobre em alimentos fontes (HENRY, 2011; VAN SCHOOR, LIPS, 2011).

O angulo de incidéncia da luz solar sobre a Terra (zénite solar) se modifica durante as
estacfes do ano, sendo maior nos meses de inverno quando a quantidade de raios UVB que
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atinge a superficie terrestre € menor. Assim, a quantidade de raios UVB que atinge a pele dos
individuos é uma funcdo inversa da latitude e € menor nos meses de inverno (WEBB, KLINE,
HOLICK, 1988). Ademais, a eficiéncia da sintese cutanea da vitamina D3 é ainda depende da
pigmentacdo da pele. A melanina compete pelo féton da radiagdo UVB nos comprimentos de
onda entre 290 e 315 nanémetros, reduzindo a disponibilidade de fotons para a fotdlise do 7-
dehidrocolesterol (CLEMENS et al., 1982). Quanto mais melanina na pele menor sera a
quantidade de vitamina D sintetizada por uma mesma dose de raios UVB (CLEMENS et al.,
1982).

Protetores solares aplicados corretamente reduziram a penetragdo de UVB e
diminuiram substancialmente a producdo de vitamina D (MATSUOKA et al., 1987).
Contudo, evidéncias mostram que o uso de protetores solares faz relativamente pouca
diferenca para a os niveis séricos de vitamina D. Isso ocorre em parte porque os filtros solares
tendem a ser aplicados de forma inadequada, e em parte porque as pessoas aplicam o0s
protetores solares somente quando saem ao sol (SPRINGBETT, BUGLASS, YOUNG, 2010).
Embora um protetor solar de fator 50 diminua significativamente a producdo cutanea de
vitamina D, os niveis circulantes de 25(OH)D3 sdo minimamente afetados (LIBON et al.,
2017). Isso poderia ser explicado por uma mudanca para outra fonte endégena de precursores
(LIBON et al., 2017). O uso de protetor solar de curto prazo provavelmente ndo afeta os
niveis circulantes de vitamina D. No entanto, o efeito do uso de protetor solar a longo prazo
deve ser avaliado (LIBON et al., 2017).

A deficiéncia de vitamina D também é comum em idosos. A pele dos idosos é mais
fina, o que pode explicar as menores concentragdes de 7-dehidrocolesterol e baixa produgéo
de vitamina D apés a exposi¢cdo aos raios UVB (HOLICK, MATSUOKA, WORTSMAN,
1989; NEED et al., 1993).

Dados da ultima Pesquisa de Orcamento Familiar, do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) mostraram que 99% da populacdo adulta brasileira apresenta consumo
insuficiente de alimentos fontes de vitamina D (IBGE, 2010). Os niveis séricos de vitamina D
refletem tanto o consumo dietético quanto a exposicéo a luz solar e precisam ser conhecidos,
pois niveis inadequados dessa vitamina podem comprometer a salde (HOLICK, 2017b).

A 25(0OH)D3 é o marcador mais adequado dos estoques fisioldgicos de vitamina D,
pois sua concentracdo sérica, indica o somatério da producdo bioldgica proveniente da
exposicdo solar e da dieta (HOLICK et al., 2011a). Ademais, a 25(OH)D3 possui meia vida
sérica de duas a trés semanas, enquanto a da 1,25(0OH)2D3 é de seis horas (MOSEKILDE,
2005).
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Existem controvérsias em relacdo aos valores de referéncia para os niveis séricos de
25(0OH)D3 para humanos e pouco se discute sobre os valores de referéncia para os roedores
(BATTAULT et al., 2013; BROUWER-BROLSMA et al., 2013; MAKA et al., 2008). Em

humanos os pontos de corte sdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1 - Valores séricos de vitamina D e a classificacdo quanto a normalidade, insuficiéncia

e deficiéncia
Classificagao Institute of Medicine Endocrine Society Vitamin D Council
Normal > 20 ng/ml > 30 ng/mi > 40 ng/ml
Insuficiéncia 10 - 20 ng/ml 20 - 30 ng/ml 20 - 40 ng/ml
Deficiéncia <10 ng/ml 12 - 20 ng/ml 12 - 20 ng/mi

Fonte: Adaptado de BOUILLON, 2017.

A deficiéncia de vitamina D, definida como niveis séricos <10 ng/mL (25 nmol/ L) é
comum em muitos paises em desenvolvimento (afetando até 50% da populacdo), enquanto é
menos comum nos Estados Unidos da América (afetando 6% da populacdo) (ARABI, EL
RASSI, EL-HAJJ FULEIHAN, 2010; SCHLEICHER et al., 2016). No entanto, a
insuficiéncia de vitamina D definida com niveis séricos de 25(OH)D3 entre 10 ng/mL (25
nmol/L) e 20 ng/mL (50 nmol/L), afeta mais de um quarto dos seres humanos no mundo
(HILGER et al., 2014; MITHAL et al., 2009). Essas concentracfes séricas de 25(0OH)D3 séo
consideradas como um estado de inadequagdo nutricional que precisa de intervencgéo
(BOUILLON, 2017).

De acordo com os critérios da Endocrine Society, os niveis séricos de 25(OH)D3
devem ser >30 ng/mL (75 nmol/L), o que significa que a maioria da populagdo mundial pode
ser diagnosticada com insuficiéncia de vitamina D (HOLICK et al., 2011b, HOLICK 2012).
As diretrizes de uma forma geral concordam que as concentracBes séricas de 25(OH)D3
menores que 10- 12 ng/mL (25-30 nmol/L) devem ser evitadas em todas as idades, pois niveis
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baixos constituem fator de risco para raquitismo, osteomalécia entre outros problemas de
salde (BOUILLON, 2017). Além disso, o Institute of Medicine e a maioria das diretrizes
concluem que os niveis séricos de 25(OH)D3 maiores que 20 ng/mL (50 nmol/L) séo
suficientes para 97,5% da populacédo geral (BOUILLON, 2017; ROSS et al., 2011).

1.1.1 Metabolismo da vitamina D na gestacdo

Durante a gestacdo ocorrem alteracdes fisioldgicas que afetam o metabolismo e o
transporte da vitamina D. Essas modificacGes tem como objetivo fornecer calcio suficiente
para promover a mineralizacdo 0ssea fetal adequada (BRANNON, PICCIANO, 2011). Dentre
essas alteracbes podemos citar: os aumentos do calcitriol sérico, da DBP, do VDR
placentéario, além da elevacdo das atividades renal e placentaria da CYP27B1 (OLMOS-
ORTIZ et al., 2015).

O armazenamento da vitamina D inicia-se durante a gestacdo, quando essa vitamina é
transferida da mae para o feto por via transplacentaria (WAGNER et al., 2012a). A 250HD3
materna atravessa a membrana placentéria e € a principal fonte de vitamina D para o feto
(BRANNON, PICCIANO, 2011; KALUDJEROVIC, VIETH, 2010). Contudo, o metabdlito
ativo 1,25(0OH)2D3 ndo atravessa a placenta (SHIN et al., 2010). No entanto, a presenca da
CYP27B na placenta e nos rins do feto é capaz de converter a forma inativa da vitamina D,
recebida da circulacdo materna, em seu metabolito ativo, suprindo a falta de passagem
transplacentéria da 1,25(0OH)2D3 (ADAMS, HEWISON, 2012).

As concentracfes da 250HD3 no sangue do cordao umbilical do feto variam de 68% a
108% dos niveis maternos (DROR, ALLEN 2010). Por tanto, a manutencao de niveis séricos
adequados de vitamina D durante a gestacdo € essencial para prevenir niveis inadequados
dessa vitamina durante a vida intrauterina e a sua deficiéncia no inicio da vida pés-natal
(HOLLIS, WAGNER, 2004).

As concentracOes séricas de 25(OH)D3 materna se mantém constantes ao longo da
gestacdo. Contudo, os niveis séricos de calcitriol aumentam durante a gestacdo (KOVACS,
2011; OLMOS-ORTIZ et al., 2015). A 1,25(0OH)2D3 sérica se eleva no inicio da gestacéo e
0s niveis mais altos sdo alcangados no terceiro trimestre, sendo cerca de duas a trés vezes
maiores do que o observado em mulheres ndo gravidas (M@LLER et al., 2013; WAGNER et
al., 2012c).
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O aumento da 1,25(0OH)2D3 induzido pela gestacdo pode depender da disponibilidade
do substrato de 25(0OH)D3 (HOLLIS et al., 2011; HOLLIS, WAGNER, 2017a). O aumento
dos niveis sericos de calcitriol também estd associado com a elevacdo da sintese e a maior
atividade do CYP27B1 nos rins maternos, nos trofoblastos placentarios e na decidua
(KOVACS, KRONENBERG, 1997; WEISMAN et al., 1979).

Ao longo da gestacdo ocorre aumento da sintese da proteina relacionada com o PTH
(PTH-rP) que é sintetizado pela paratireoide e placenta (SIMMONDS, KOVACS, 2010). Essa
proteina pode atingir a circulacdo materna e ligar-se ao receptor do tipo | do PTH, e pode
induzir a expressdo génica do CYP27B1 no rim e catalisar a sintese do calcitriol (VON
WEBSKY et al., 2018).

Um estudo prévio mostrou que durante a gestacao ratas nefrectomizadas apresentaram
niveis séricos de calcitriol semelhantes aos observados nas ratas gestantes controles, o que
ressaltou a importdncia da placenta na sintese de calcitriol (BLUM et al.,, 1999).
Posteriormente, foi identificada a expressdo da proteina CYP27B1 nas células placentarias e
trofoblasticas confirmando entdo, o papel da placenta como um Orgdo capaz de produzir
calcitriol (ZEHNDER et al., 2001).

A DBP tem papel importante na manutencdo de reservas séricas dos metabdlitos da
vitamina D porque modula as taxas de biodisponibilidade, ativacdo e capacidade de resposta
dos 6rgdos alvos da vitamina D (SAFADI et al., 1999). Cerca de 85% a 90% da 25(0OH)D3 e
1,25(0OH)2D3 estdo fortemente ligadas a DBP na circulacdo, enquanto que uma quantidade
menor (10% a 15%) esta ligada a albumina. Menos de 1% da vitamina D estd presente na
circulacdo na forma livre (BIKLE et al., 1985; CHUN et al., 2014).

A gestacdo estd associada com 0 aumento dos niveis séricos da vitamina D (M@LLER
et al.,, 2012). Essa situacdo resulta da estimulacdo da sintese da DBP pelo estrogénio
(M@LLER et al., 2012). Estudos mostraram que seus niveis aumentam cerca de 25% a 56%
durante a gestacdo (RITCHIE et al., 1998; WILSON et al., 1990). Outros autores comentam
que os niveis séricos da DBP em gestantes correlacionam-se com 0s niveis séricos de
calcitriol, mostrando que o aumento da DBP pode estar vinculado a elevagéo da concentragao
do calcitriol na gestacdo (BIKLE et al., 1984). No entanto, estudos sugerem que a alta
concentracdo de DBP sob efeitos estrogénicos na gestacdo pode ser responsavel pelas baixas
concentracdes de vitamina D em gestantes e seus recém-nascidos porque a DBP liga-se a
vitamina D (DONERAY et al., 2018).

No que se refere ao VDR, a expressdo tanto do gene quanto da proteina é maior nos

tecidos placentérios e na decidua durante o primeiro e segundo trimestres (EVANS et al.,
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2004; ZEHNDER et al., 2002). Os niveis mais altos de expressdo ocorrem no primeiro
trimestre na decidua, mostrando a importancia do calcitriol durante a primeira parte da
gestacdo (ZEHNDER et al., 2002). O VDR placentario esta positivamente correlacionado
com a transferéncia materno-fetal de célcio assim a abundancia de VDR na placenta é

importante para saude 6ssea fetal (YOUNG et al., 2014).

1.1.2 Metabolismo da vitamina D na lactacdo

As concentracdes de 25(0OH)D3 ndao mudam significativamente durante a lactacdo nos
roedores (LOBAUGH et al., 1990). Em contrapartida, na lactacdo os niveis séricos do
calcitriol aumentam cerca de duas a trés vezes em relacdo a concentragdo normal até o
desmame (KOVACS, 2012). A reducdo dos niveis séricos de calcio e o aumento do PTH,
observado na maioria dos estudos com roedores em lactacdo, provavelmente contribuem para
0 aumento do calcitriol. O aumento dos niveis séricos do PTH pode explicar parte do aumento
do calcitriol durante a lactacdo. Estudos prévios mostraram que em ratas
paratireoidectomizadas em lactacdo os niveis de calcitriol corresponderam a metade das
concentragcfes observadas no grupo controle, embora o nivel alcancado tenha sido pelo menos
0 dobro em relacdo ao observado em roedores ndo lactantes (LOBAUGH et al., 1993; PIKE et
al., 1979).

Ndo s6 as concentracfes de 1,25(0OH)2D3 sdo elevadas durante a lactacdo em
roedores, mas as concentragdes respondem a diferentes exigéncias da lactacdo (LOBAUGH et
al., 1992). Quando a dieta materna tem baixo teor de célcio, quando o tamanho da ninhada €
grande ou com lactacdo mais intensa, as concentracbes de 1,25(OH)2D3 aumentam,
possivelmente para que ocorra um aumento na absorcdo intestinal de calcio quando a mae
enfrenta situacdes de demandas extras (KOVACS, 2008).

Ratas com deficiéncia de vitamina D e ratas VDR-nulas amamentam normalmente e
tém perdas esqueléticas semelhantes aos controles. Porém, um estudo mostrou que as ratas
deficientes em vitamina D perdem mais contetido mineral esquelético do que as ratas normais
(FUDGE, KOVACS, 2010).

Estudos comentam que em humanos o nivel sérico de 25(OH)D3 diminuiu durante a
lactacdo (MILMAN, HVAS, BERGHOLT, 2011; NARCHI et al., 2010). Em contrapartida, as

concentracdes do calcitriol livre e total permanecem normais ao longo da lactacdo e apos o
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desmame (JARJOU et al., 2010; WILSON et al., 1990). Entretanto, outros estudos mostraram
que a lactagdo prolongada por periodo maior que seis meses estd associada com maior nivel
sérico de calcitriol (GREER et al., 1982; KALKWARF, SPECKER, HO, 1999). Uma possivel
explicacdo associada ao aumento da concentracdo do calcitriol se deve ao fato da PTH-rp
atingir niveis maximos durante a lactacdo e provavelmente estimular a CYP27B1. No entanto,
h& evidéncias de que o PTH-rp é menos potente do que o PTH para estimular a CYP27B1e
aumentar a sintese do calcitriol (HORWITZ et al., 2005). Contudo, outros estudos comentam
que ha declinio nas concentracdes do calcitriol apds a gestacdo. Esse fato pode ser explicado
por fatores relacionados a gestacdo perdidos no parto, tais como o0s altos niveis dos hormonios
estradiol e lactogénio placentario (KOVACS, 2016).

A 25(0OH)D3 tém pouca penetrancia no leite materno e o calcitriol ndo passa para o
leite materno (KOVACS, 2012). Assim, os lactentes que sao alimentados exclusivamente com

leite materno s&o expostos a um maior risco de deficiéncia de vitamina D (KOVACS, 2008).

1.2 Programacéo fetal

Estudos mostram que a crescente incidéncia de doencas crénicas ndo transmissiveis
pode ter origem em altera¢fes ocorridas no ambiente intrauterino e durante o inicio da vida
pos-natal (KERELIUK, BRAWERMAN, DOLINSKY, 2017). O surgimento de doencas na
vida adulta, resultante de um insulto vivenciado em periodos iniciais da vida, foi inicialmente
postulado por Barker e colaboradores, e denominado origem fetal ou programagéo fetal das
doencas do adulto (BARKER, OSMOND, LAW, 1989).

A programacdo fetal € um fenémeno pelo qual um estimulo ou insulto sofrido durante
um periodo critico do desenvolvimento, como gestacdo e/ou lactagdo, resulta em
modificagdes morfoldgicas, metabdlicas e fisiologicas permanentes. Esses efeitos em longo
prazo sdo irreparaveis e irreversiveis, sendo observados na vida adulta mesmo na auséncia do
estimulo desencadeante do mecanismo adaptativo (BARKER, 1994; BARKER, 1995;
BARKER, CLARK, 1997; LUCAS, 1991).

As primeiras evidéncias da programacdo fetal sdo provenientes de estudos
epidemioldgicos retrospectivos a partir dos quais foram feitas associagdes entre alteracdes do
ambiente pré-natal e perinatal e o desenvolvimento de sindrome metabdlica (SMet) na idade
adulta (JUNIEN, NATHANIELSZ, 2007). Estudos sobre a escassez de alimentos durante o
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periodo conhecido como “Fome do Inverno Holandés” (1944-1945) mostraram que as
criancas nascidas durante a fome apresentavam diminuicdo do crescimento fetal, reducgéo da
tolerancia a glicose, maior circunferéncia da cintura, obesidade, dislipidemia, aumento do
risco de diabetes tipo 2, doenca arterial coronariana e maior mortalidade em comparag¢do com
criangas nascidas ap6s o término da fome (PAINTER et al., 2006; RAVELLI et al., 1998;
RAVELLI etal., 1999; RAVELLI, STEIN, SUSSER, 1976; VAN ABEELEN et al., 2012) .

Outro periodo de fome decorrente de conflitos humanos que também forneceu
evidéncias da programacéo fetal foi o cerco ao Leningrado pelo exército alemdo entre 1941 e
1944. Os individuos que foram expostos a desnutricdo apresentaram evidéncia de disfuncédo
endotelial e maior influéncia da obesidade na pressdo arterial (STANNER et al., 1997).
Contudo, as associacdes entre desnutri¢do intrauterina e intolerancia a glicose, hiperlipidemia
e doencas cardiovasculares (DCV) na idade adulta ndo foram observadas no estudo do cerco
ao Leningrado (STANNER et al., 1997; STANNER, YUDKIN, 2001). Esse achado pode ser
explicado pelo fato de que a populagéo de Leningrado foi exposta a menos nutrientes durante
e apos o nascimento (YUDKIN, STANNER, 1998). Essa populacdo ndo experimentou um
periodo de disponibilidade suficiente de alimentos apds a guerra, em disparidade com a
populagdo holandesa, porque o inverno da fome teve duragdo menor (cerca de cinco a sete
meses). Esses estudos forneceram evidéncias de que o ambiente intrauterino materno tem
repercussdes sobre a saude no inicio da vida e condiciona a prole ao risco de desenvolvimento
de doencas metabdlicas tais como obesidade, diabetes tipo 2 e DCV na idade adulta
(BARKER et al., 1993; DUPONT et al., 2012; NAVARRO et al., 2017; REMACLE et al.,
2011).

Sabe-se que existe uma janela critica temporal para o crescimento e o0
desenvolvimento, que pode ser programada pela nutricdo (MCCANCE, 1962). A nutricdo
materna inadequada pode alterar o suprimento de nutrientes para o feto. Assim, o feto se
adapta a um ambiente intrauterino adverso, otimizando a utilizagdo de nutrientes para
assegurar sua sobrevivéncia, aperfei¢coa o crescimento de orgaos vitais, como o cérebro, em
detrimento de 6rgdos periféricos (BARKER, 1992, 2007). O que denota nesse sentido, um
fendmeno adaptativo que foi chamado de “hipotese do fenotipo econdmico” desencadeando
adaptacOes metabolicas a fim aumentar as chances de sobrevivéncia pos-natal, garantir
melhor aproveitamento dos nutrientes e estimular o seu armazenamento quando disponiveis
(HALES, BARKER, 2001).

As alteracdes podem ocorrer de forma permanente, na forma de uma “programagao”.

A ideia dessa hipodtese tem sido expandida com a “resposta adaptativa preditiva”, que propde
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que o feto interage com o ambiente materno prevendo o meio em que é provavel que nasca,
adaptando-se para ganhar uma futura vantagem competitiva (GLUCKMAN, HANSON,
2006). Esses comportamentos que resultam da experiéncia inicial de vida, também podem ser
definidos como imprinting metabolico (MCMILLEN, ROBINSON, 2005) e, da mesma
forma, a plasticidade no desenvolvimento pode tornar-se prejudicial em sua sobrevivéncia
quando a adequada ou excessiva nutri¢do € vivenciada no ambiente p6s-natal (GLUCKMAN
et al., 2007; MARTIN-GRONERT, OZANNE, 2010). Portanto, desordens metabdlicas e
enddcrinas poderdo se manifestar, quando houver incompatibilidade entre o ambiente previsto
e o real, ou seja, quando a dieta na vida adulta divergir do plano previsto pelo feto no
ambiente intrauterino (MARTIN-GRONERT, OZANNE, 2010).

Alteracbes nutricionais ocorridas no ambiente intrauterino e no inicio da vida pos-
natal podem induzir o catch-up de crescimento (CIANFARANI, GERMANI, BRANCA,
1999). Nesse processo ocorre crescimento acelerado apds o baixo peso ao nascimento, que
promove aumento da deposicdo de gordura na idade jovem (catch-up fat), hiperinsulinemia e
desenvolvimento de DCV na idade adulta (KELISHADI et al., 2015; MEAS, 2010).

A epigenética € um dos mecanismos que explica a relacdo entre o ambiente da vida
intrauterina e a susceptibilidade a doencas cronicas na vida adulta. O termo epigenética
refere-se a modificacOes reversiveis e transmissiveis no genoma funcional que ndo alteram a
sequéncia de nucleotideos do acido desoxirribonucleico (DNA) (REICHETZEDER et al.,
2014, 2016).

Os mecanismos epigenéticos modulam os efeitos de quase todas as exposicOes
ambientais sobre os fenétipos de satde e doenca por intermédio de regulagdo da transcricao,
por meio de diversos processos, tais como a metilacdo de ilhas CpG no DNA nuclear,
modificacdo pos-transcricional de proteinas histonas (acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo e
ubiquitinacdo) e RNA de interferéncia (REICHETZEDER et al., 2014, 2016). A regulacdo
epigenética representa por tanto, um dos mecanismos pelo qual as condigdes nutricionais
maternas podem modular a expressdo génica e consequentemente o fenotipo fetal
(HOCHBEG et al., 2011). As modificacOes epigenéticas estdo envolvidas na diferenciacdo
celular e no fendbmeno da plasticidade do desenvolvimento em resposta as influéncias
ambientais preparando o individuo para 0 meio extrauterino, podendo potencializar uma
vantagem de sobrevivéncia por meio da regulacédo diferencial dos genes (GAO et al.,2014).

A partir de evidéncias observadas em estudos prévios, diversos modelos experimentais
de programacéo fetal foram desenvolvidos e investigaram como a nutrigdo materna promove

0 desenvolvimento de distarbios metabolicos na prole. Dentre esses modelos experimentais
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podemos citar os seguintes: restricdo energética (DURAN FERNANDEZ-FEIJOO et al.,
2017), restricdo proteica (GONZALEZ et al., 2016), dieta restrita em ferro (VIEYRA-REYES
et al., 2017), diabetes gestacional (DONG et al., 2017), dieta hiperlipidica (HUANG et al.,
2017), dieta rica em sacarose (WU et al., 2016), dieta com alto teor de frutose (TAIN, CHAN,
HSU, 2016), dieta restrita em folato (MCKAY et al., 2017), dieta restrita em vitamina B12
(AHMAD et al., 2015), dieta restrita em vitamina A (CHIEN et al., 2016), dieta restrita em
vitamina E (ROSARIO, GOMEZ, ANBU, 2008), dieta com restricdo de vitamina D (MAIA-
CECILIANO et al., 2016) entre outros.

Os modelos de programacdo fetal por restricdo materna de micronutrientes mostram
que ocorrem alteragdes fisioldgicas na prole que predispdem ao desenvolvimento de doengas
metabolicas durante a idade adulta (AHMAD et al., 2015). No que concerne a restri¢ao
materna de ferro, os estudos mostram que had comprometimento do crescimento ponderal do
feto, desenvolvimento de obesidade, HAS e outras DCV (ALWAN, HAMAMY, 2015;
GAMBLING et al., 2003). A restricdo de calcio e zinco durante a gestacdo também
prejudicam o crescimento fetal e podem causar diabetes (KHOUSHABI et al., 2016; WANG
etal., 2015a).

O inicio de doencas cronicas que ocorrem na idade adulta também esta relacionado
com a deficiéncia materna de vitaminas (BARKER, 1998). A restricdo materna de folato e
vitamina B12 induz o desenvolvimento de anemia, DCV e alteragcdes renais na prole adulta
(AHMAD et al., 2015).

A deficiéncia de vitamina D é comum em gestantes e seus recém-nascidos (GINDE et
al., 2010). A hipovitaminose D na gestacdo tem sido observada em muitas partes do mundo
(SARAF et al., 2016). O armazenamento da vitamina D inicia-se durante a gestacdo, quando
essa vitamina € transferida da mae para o feto por via transplacentaria (WAGNER et al.,
2012b). Portanto, a manutencdo de niveis séricos adequados de vitamina D durante a gestacao
é essencial para prevenir niveis inadequados dessa vitamina durante a vida intrauterina e a sua
deficiéncia no inicio da vida pos-natal (HOLLIS, WAGNER, 2004).

Existe uma alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em todo o mundo que se
tornou uma preocupacdo para os pesquisadores e as sociedades por causa dos potenciais
efeitos adversos na saude humana (VON WEBSKY et al., 2018). Gestantes e seus filhos
constituem grupos de alto risco para deficiéncia de vitamina D e sdo, portanto, o foco de
pesquisas atuais (VON WEBSKY et al., 2018).
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1.3 Restricgao (insuficiéncia ou deficiéncia) materna de vitamina D e programagcéao fetal

A deficiéncia de vitamina D em gestantes e infantes € um problema de satde que tem
sido observado em muitas partes do mundo (ABBASIAN et al., 2016). A insuficiéncia ou
deficiéncia materna de vitamina D afeta tanto a saude da mae como a do feto, e tem impacto
sobre o desenvolvimento de doengas cronicas na prole na idade adulta (VON WEBSKY et al.,
2018).

Estudos mostram que 0s baixos niveis séricos de vitamina D maternos constituem
fatores de risco para o desenvolvimento da pré-eclampsia e do diabetes mellitus gestacional
(DMG) (AMRAEI et al., 2018; BACA et al., 2016).

A pré-eclampsia é uma sindrome multifatorial que ocorre durante a gestacao, que pode
ter um inicio precoce, mas normalmente os sintomas surgem no terceiro trimestre (JAMES,
WHITLEY, CARTWRIGHT, 2010). A HAS e proteindria sdo sintomas caracteristicos da pré-
eclampsia (JAMES, WHITLEY, CARTWRIGHT, 2010). Uma resposta inflamatéria
exagerada é observada na fisiopatologia da pré-eclampsia, além da disfuncdo endotelial e os
desequilibrios angiogénicos que perturbam as trocas materno-fetal (JAMES, WHITLEY,
CARTWRIGHT, 2010). A vitamina D autécrina placentéria exerce efeitos antibacterianos e
anti-inflamatorios na decidua materna e trofoblasto fetal. A Vitamina D trofoblastica é
importante para controlar a inflamacao placentaria (LIU et al., 2011). A vitamina D também
exerce um efeito protetor na vascularizacdo placentaria e angiogénese em um estagio muito
precoce da gestacdo e, por tanto é necessario entrar na gestacdo com um nivel plasmético de
vitamina D adequado (HOLLIS, WAGNER, 2017b).

O DMG é uma complicacdo comum da gestacdo com consequéncias adversas a curto e
longo prazo para a salde tanto da mée quanto da crianca (DAMM et al., 2016). A vitamina D
pode influenciar a tolerdncia a glicose durante a gestacdo (TRIUNFO, LANZONE,
LINDQVIST, 2017). Estudos mostram que a deficiéncia materna de vitamina D na gestacéo
foi significativamente associada a um elevado risco para DMG (LU et al., 2016; ZHANG et
al., 2015).

A vitamina D regula a producdo da insulina nas células beta-pancreaticas, pode
influenciar na secrecédo de insulina e na sensibilidade dos tecidos sensiveis a agdo da insulina,
por meio de seus efeitos nos niveis de célcio intracelular (REICHETZEDER et al., 2014;
TRIUNFO, LANZONE, LINDQVIST, 2017). Os polimorfismos do gene do VDR também
podem estar envolvidos no desenvolvimento do DMG (ALVAREZ, ASHRAF, 2010).



34

A literatura mostra que ha associacdo entre a hipovitaminose D e 0s resultados
adversos da gestacdo tais como o comprometimento do crescimento fetal e parto prematuro
(VON WEBSKY et al., 2018). A deficiéncia de vitamina D durante a gestacdo faz com que o
feto em crescimento fique exposto a niveis inadequados de vitamina D, que € um fator
essencial para um desenvolvimento normal. Portanto, nos recém-nascidos, a deficiéncia
materna de 25(OH)D3 tem sido associada ao baixo peso no nascimento, bebés pequenos para
a idade gestacional, hipocalcemia e raquitismo (REICHETZEDER et al., 2014; ROBINSON
et al., 2006; WANG et al., 2018).

Os antecedentes de DCV podem se originar muito precocemente. Fatores enddcrinos
como a deficiéncia materna de vitamina D, alteragfes do SRA fetal e materno, tém o potencial
de programar a vulnerabilidade a longo prazo para o desenvolvimento de HAS, SMet e DCV
(CHEN et al., 2014; GEZMISH, BLACK, 2013). A restri¢do de vitamina D durante o periodo
perinatal induz alteragdes nos componentes do SRA que afetam a nefrogénese e promovem o
desenvolvimento de doencas cronicas como a HAS na vida pos-natal (LAPILLONNE, 2010;
MAKA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2012).

Um estudo realizado anteriormente verificou que a deficiéncia de vitamina D, no
periodo perinatal, promove em roedores, o aumento do ndmero de glomérulos menores e
imaturos (MAKA et al., 2008). Além disso, a deficiéncia de vitamina D nos periodos perinatal
e pbs-natal estimula o SRA, induz liberacdo de moléculas pré-inflamatérias que promovem
estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, aumento da permeabilidade vascular, hiperplasia e
hipertrofia das células musculares lisas que estdo implicadas na patogénese da HAS
(MARCHESI, PARADIS, SCHIFFRIN, 2008; ROBEY, CRANE-GODREAU, 2013). De
acordo com Ni et al. (2014), a eliminacdo seletiva do VDR em células endoteliais, promove a
diminuicdo da expressdao da ONS-e além do aumento da deposicdo de colageno e diminuicdo
das fibras elasticas na aorta, mostrando que a vitamina D regula o relaxamento e a pressdo
arterial (NI et al., 2014).

Um dos principais aspectos da programacdo fetal é o desenvolvimento de
caracteristicas da SMet na idade adulta, tais como a intolerdncia a glicose e a HAS
(REICHETZEDER et al., 2014). Em roedores, a restricdo materna de vitamina D causa RI
com hipertrofia da ilhota pancreatica e hiperinsulinemia (NASCIMENTO et al., 2013). A
deficiéncia de vitamina D promove o aumento da atividade do SRA no péancreas que induz
elevacdo do estresse oxidativo e inflamacdo o que compromete a funcdo das ilhotas
pancreaticas e aumenta a Rl no pancreas. Essas alteracdes estdo relacionadas com a perda do
controle glicémico (CHENG, BOUCHER, LEUNG, 2013).
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Outros estudos sugerem que a restricdo de vitamina D durante a gestacdo se reflete
sobre 0 metabolismo de carboidratos ocasionando R, intolerancia a glicose e aumento do
fator nuclear kappa beta (NF-KR) que esta associado com o aumento da inflamacgédo apods o
nascimento (ZHANG et al., 2014). O NF-K[ é um potente indutor da transcricdo de genes de
citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral-a e a interleucina-6, que
atuam como antagonistas a a¢do da insulina contribuindo para o desenvolvimento da RI
(SHOELSON, LEE, GOLDFINE, 2006). A restricdo de vitamina D também desencadeia o
acumulo de gordura corporal e pode promover o0 aumento da adiposidade na prole (CROZIER
et al., 2012). O aumento da adiposidade promove acumulo de vitamina D nos adipdcitos. 1sso
reduz a sua biodisponibilidade e aciona o hipotdlamo para gerar uma cascata de reacdes que
leva ao aumento da sensacao de fome e reducdo do gasto energético, de modo a compensar a
falta da vitamina (POURSHAHIDI, 2015; WOOD, 2008; WORTSMAN et al., 2000). Entre
essas reacdes esta 0 aumento do PTH, que promove lipogénese e pode modular a adipogénese
por meio da supressdo do VDR, que inibe compostos envolvidos na diferenciacdo e
maturacdo dos adipdcitos (MARWAHA et al., 2017; SUN, ZEMEL, 2008). Além disso, o
calcitriol inibe a expressdo da proteina desacopladora-2 (envolvida na regulacdo do
metabolismo, na termogénese induzida pela dieta e no controle do peso corporal), por meio do
VDR nos adipdcitos, e aumenta, assim, a eficiéncia de energia (MAJOR et al., 2008). A
regulacdo pelo calcitriol da proteina desacopladora-2 e dos niveis de célcio intracelular parece
desempenhar um efeito sobre o metabolismo da energia ao afetar a apoptose de adipdcito
(MAJOR et al., 2008).

O complexo sistema do metabolismo da vitamina D possui muitos alvos. O préprio
status de vitamina D pode induzir alteracGes epigenéticas em varios genes, incluindo genes do
metabolismo da vitamina D (FETAHU, HOBAUS, KALLAY, 2014). A vitamina D é um
micronutriente importante que pode influenciar o estado de metilacdo do genoma, comparavel
a outros componentes nutricionais da dieta materna (DOMINGUEZ-SALAS et al., 2014).

Na prole de roedores provenientes de pais com deficiéncia de vitamina D foi
encontrada a hipermetilacdo de um gene relevante para o controle da pressdo arterial
(MEEMS et al., 2016). Jung e colaboradores (2016) encontraram diferencas nos perfis de
metilagdo do DNA no sangue do corddo umbilical de recém-nascidos com altos niveis de
25(0OH)D3 em comparagdo com aqueles com baixas concentracdes de 25(OH)D3 (JUNGE et
al., 2016).

A metilacdo do DNA pode influenciar como um determinado gene é expresso. Em

geral, a hipermetilacdo na regido promotora de um gene geralmente esta ligada ao
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silenciamento de genes e diminuicdo da expressdo génica (REICHETZEDER et al., 2016).
Em contrapartida, a hipometilagédo na regido promotora de um gene, em geral, leva a uma
maior expressao génica (REICHETZEDER et al., 2016).

As modificacdes epigenéticas também podem afetar a expressdo dos genes envolvidos
na sintese e degradacgdo da vitamina D e, consequentemente, promoverem um impacto direto
no estado de vitamina D. A hipometilacdo do CYP2R1 hepatico, o gene que codifica uma 25-
hidroxilase crucial para a producdo de 25(0OH)D3, poderia explicar uma expressdo aumentada
da enzima CYP2R1 e um aumento subsequente nos niveis de 25 (OH) D3 (ZHOU et al.,
2014). Reciprocamente, a hipermetilagdo e concomitante reducdo na expressao do gene
CYP24A1, que codifica uma importante enzima de catabolismo de vitamina D, levaria a um
aumento da 1,25(0OH)2 D3 (ZHOU et al., 2014). O CYP24A1 da placenta é especificamente
hipermetilado durante a gestacdo (NOVAKOVIC et al., 2009). Assim, uma diminuicdo da
expressdao da CYP24Al1 na placenta pode levar a uma reducdo na degradacdo local da
1,25(0OH)2D3 e, portanto, pode melhorar a disponibilidade da 1,25 (OH)2 D3 para o feto na
interface materno-fetal (VON WEBSKY et al., 2018).

A restricdo materna de vitamina D também pode afetar 6rgdos dependentes de
andrégenos uma vez que o estado nutricional materno é capaz de influenciar o
desenvolvimento desses 6rgaos (RAMOS et al., 2010). Estudos prévios mostraram que a dieta
hiperlipidica durante a gestacdo e/ou lactacdo promoveu danos estruturais e prejudicou a
esteroidogénese nas células de Leydig na prole adulta. Além disso, também induziu
hipertrofia e aumento da proliferacdo celular na prostata associados com a diminuicdo dos
receptores de androgénios (PINTO-FOCHI et al., 2016; PYTLOWANCIV et al., 2016). Esses
resultados mostraram que estruturas andrégeno dependentes sdo afetadas pela nutricdo
materna. Porém, pouco se sabe sobre a influéncia da restricdo de vitamina D na

histomorfologia do pénis.



Figura 3 - Vitamina D e programacéo fetal
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Legenda: A figura mostra a influéncia da vitamina D no desenvolvimento da placenta, nas altera¢des
epigenéticas e na programacao fetal.

Fonte: Adaptado de (Hossein-nezhad, Holick, 2013).
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1.4 Vitamina D e pénis

A vitamina D é considerada um potente horménio esteroide que promove efeitos sobre
os diversos orgdos, incluindo o pénis (CANGUVEN et al., 2017; PILZ et al., 2011; TALIB,
KHALAFALLA, CANGUVEN, 2017).

As atividades biologicas da vitamina D sdo mediadas pelo VDR. O VDR e as enzimas
que metabolizam a vitamina D encontram-se expressos nos testiculos, espermatozoides,
epididimo, vesicula seminal, prostata e rim o que mostra a importancia dessa vitamina no
sistema urogenital e na reproducdo (BLOMBERG JENSEN et al., 2010; BOUILLON et al.,
2008).

A vitamina D é um micronutriente essencial para a manutencéo das funcgdes vitais, boa
salde, incluindo a erecdo peniana (TALIB, KHALAFALLA, CANGUVEN, 2017). A
deficiéncia de vitamina D est4 associada com a dislipidemia aterogénica, diabetes mellitus,
reducdo dos niveis séricos de testosterona e HAS. Essas alteracBes metabdlicas estdo
relacionadas com a disfuncdo endotelial e sdo fatores de risco classicos para o inicio da DE
(CARETTA et al., 2016; HOLICK, 2004). O aumento do vazamento venoso cavernoso esta
associado com essas alteragdes metabodlicas, que promovem danos as células endoteliais e
diminuem a producdo do Oxido nitrico (ON), que € essencial para manter a erecdo
(ANDRUKHOVA et al., 2014; CARETTA et al.,, 2016). A reducdo da producdo do ON
impede a vasodilatacdo e ocasiona a aterosclerose por promover a vasoconstri¢ao,
crescimento do musculo liso vascular, diminuicdo da fibrindlise e trombose (BECKMAN,
CREAGER, LIBBY, 2002; WILLIAMS et al., 1996).

A hipovitaminose D além de exacerbar os fatores de risco classicos para as DCV pode
levar diretamente a DE (AL MHEID et al., 2011; SORENSON, GRANT, 2012). As artérias
penianas sdo menores do que as outras artérias que irrigam outras areas do corpo, 0 primeiro
sintoma da aterosclerose pode ser manifesto como DE, assim a DE € um dos melhores
preditores das DCV (GAZZARUSO et al., 2011; MELDRUM et al., 2011).

A vitamina D também regula a producdo de ON e das 6xido nitrico sintetases partir da
L-arginina (MOLINARI et al., 2011). O ON causa relaxamento do musculo liso vascular e a
reducdo da sua biodisponibilidade pode causar danos no musculo liso e nos nervos do pénis, o
que pode contribuir para a DE (THORVE et al., 2011).

A erecdo é uma série complexa de sistemas de controle integrado que envolve as células

endoteliais, células musculares lisas, fibroblastos, matriz extracelular e nervos (YIN et al.,
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2015, 2017). A integridade estrutural e funcional do pénis é essencial para a manutencdo da
funcdo ereétil normal (PINHEIRO et al., 2000).

Baixos niveis séricos de vitamina D também estdo relacionados com a diminuicdo da
concentracdo de testosterona no soro de ratos e humanos, o que pode alterar a morfologia do
pénis e a fisiologia da erecdo (RAFIQ et al., 2016b; TAK et al., 2015). Individuos com
deficiéncia de vitamina D apresentaram reducdo da testosterona sérica, aumento da espessura
da tdnica intima da artéria cavernosa, reducdo do fluxo na artéria e declinio da funcéo erétil
(CARETTA et al., 2016).

Uma recente andlise transversal mostrou que a deficiéncia de vitamina D esta
associada com uma maior prevaléncia de DE (FARAG et al., 2016). Foi mostrado também
que a suplementacéo de vitamina D melhora os niveis de testosterona, a SMet e a funcéo erétil
em homens de meia idade com deficiéncia de vitamina D (CANGUVEN et al., 2017). Barassi
e colaboradores (2014) mostraram que pacientes com DE tém deficiéncia de vitamina D e que
essa condicdo € mais frequente em pacientes com etiologia aterogénica (BARASSI et al.,
2014). Baixos niveis de vitamina D podem aumentar o risco de DE ao promoverem a
disfuncdo endotelial (BARASSI et al., 2014). A vitamina D tem influéncia antiproliferativa
nas células musculares lisas o que indica propriedades antiateroscleréticas que podem
influenciar positivamente na DE (CHEN, LAW, GARDNER, 2010; SOMJEN et al., 2005).

1.5 Morfologia do pénis de rato

O pénis dos roedores ndo € o mais semelhante ao pénis humano no entanto, estudos
utilizam esse modelo para investigar as alteracdes morfoldgicas resultantes de condi¢cfes
patoldgicas (FELIX-PATRICIO et al., 2015; KOVANECZ et al., 2016).

O pénis do rato é classificado morfologicamente como fibro-elastico (PINHEIRO et
al., 2000), e é dividido em trés porcBes: proximal, média e distal. O pénis dos roedores possui
a formacdo de um angulo reto na regido de transicdo entre a por¢cdo média do 6rgédo e a
glande, e um osso cilindrico que se estende da porcéo distal da por¢cdo média peniana ao topo
da glande (VILMANN, VILMANN, 1979). Esse osso em alguns animais auxilia no momento
da cépula dando suporte a esse 6rgdo (VILMANN, VILMANN, 1979). A glande é revestida

pelo prepucio que é uma dobra de pele, que possui tecido conjuntivo altamente vascularizado.
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A regido peniana que possui estruturas semelhantes ao pénis humano, apesar de ter
organizacao estrutural diferente, € a porcdo média. A porcdo média do pénis do rato é
composta por dois corpos cavernosos, unidos entre si e localizados dorsalmente ao corpo
esponjoso. Os corpos cavernosos sao separados por um septo intercavernoso contendo vasos
sanguineos, nervos constituidos por fibras nervosas autonémicas (parassimpéticas e
simpaticas) e somaticas, e de um corpo esponjoso localizado ventralmente (GOLDSTEIN et
al., 1982; PINHEIRO et al., 2000). Cada estrutura erétil é recoberta por uma tanica fibrosa,
denominada tunica albuginea (PINHEIRO et al., 2000).

As trabéculas dos corpos cavernosos sdo formadas por tecido conjuntivo,
predominantemente por fibras colagenas, que conferem suporte as células musculares lisas,
que circundam os espacos sinusoidais (GOLDSTEIN et al., 1982). Tanto 0 corpo cavernoso
COMO 0 COrpo esponjoso apresentam um parénguima musculo vascular cuja unidade funcional
€ 0 espaco sinusoidal.

Os espacos sinusoidais sd@o preenchidos por sangue para a intumescéncia e rigidez
peniana durante a erecdo. Os espacos sinusoidais sdo cavidades alveolares forradas por células
endoteliais e musculares lisas (GOLDSTEIN et al., 1982). Cada espaco sinusoidal ¢ irrigado
por uma arteriola que é um ramo terminal das artérias helicinais, e é drenado por vénulas que
confluem com as dos sinusoides vizinhos para formarem as veias emissarias que atravessam a
tanica albuginea (GOLDSTEIN et al., 1982).

O corpo cavernoso do rato difere do humano por possuir menores quantidades de
mausculo liso, fibras elasticas e maiores quantidades de colageno (PINHEIRO et al., 2000). O
masculo liso do pénis do rato localiza-se na regido perissinusoidal, enquanto no homem o
masculo liso mistura-se ao tecido conjuntivo e elastico para formar as trabéculas do corpo
cavernoso (GOLDSTEIN et al., 1982).

O corpo esponjoso contém a uretra localizada centralmente, também possui sinusoides
e trabéculas, porém em menores proporcdes que a dos corpos cavernosos (GOLDSTEIN et
al., 1982). A tunica albuginea consiste de uma camada fibrosa externa e uma camada celular
interna que envolve 0s corpos cavernoso e esponjoso, é formada basicamente por tecido
conjuntivo fibroso e eléastico (PINHEIRO et al., 2000) (Figura 4).

A inervacdo do pénis é autondmica (vias simpaticas e parassimpaticas) e somatica
(vias sensoriais e motoras). A partir da medula espinal e dos ganglios periféricos, as
inervacdes simpéticas e parassimpaticas confluem, formando o nervo cavernoso, que adentra
0S COrpos cavernosos e esponjosos para efetuar os eventos neurovasculares durante a eregéo e

detumescéncia (DEAN, LUE, 2005). A estimulacdo do plexo pélvico e do nervo cavernoso
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induz erecdo, enquanto que a estimulagdo do tronco simpético causa detumescéncia (DEAN,
LUE, 2005).

A via somatossensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na pele do
pénis, da glande, da uretra e no interior do corpo cavernoso. O pénis € ricamente inervado por
terminagOes sensitivas, principalmente a glande; que tem, portanto, grande sensibilidade. A
ativagcdo desses nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas vias
espinotalamicas e espinoreticular para o talamo e cortex sensorial desencadeando a percepgéo
sensorial (BURNETT et al., 1993; DEAN, LUE, 2005). O nervo dorsal do pénis supre tanto a
pele quanto a glande do pénis.

A irrigacdo do pénis é realizada principalmente pela artéria peniana. Essa artéria é um
ramo da artéria pudenda interna, que é um ramo da artéria iliaca interna. Da artéria pudenda
interna originam-se as artérias dorsais, profundas e a bulbouretral. (BREZA et al., 1989). As
artérias profundas do pénis penetram na tunica albuginea e formam a rede arterial do corpo
cavernoso. As artérias profundas sdo os principais vasos que suprem 0s espagos sinusoidais,
emitem varios ramos que se abrem diretamente nesses espacos. As artérias profundas do pénis
adentram o pénis juntamente com as veias e 0S nervos cavernosos. Apos adentrarem 0s corpos
cavernosos, as artérias dividem-se em mdltiplas ramificagdes terminais conhecidas como
artérias helicinais (ANDERSSON, WAGNER, 1995; MARTINEZ-SALAMANCA et al.,
2010).

A artéria dorsal pode ser considerada, do ponto de vista histolégico, um vaso
sanguineo de eleicdo para mostrar os efeitos do envelhecimento e de patologias que podem
afetar a artéria cavernosa e seus ramos, induzindo alteracGes na composicdo da parede. Além
disso, a artéria dorsal é importante para a manutencdo da homeostase e funcdo dos tecidos
penianos (BARRA, IACONO, 1997).

A drenagem venosa peniana pode ser dividida em profunda e superficial. O sistema
venoso profundo drena tanto 0S corpos cavernosos quanto o corpo esponjoso. A principal
drenagem venosa dos corpos cavernosos € realizada através das veias cavernosas, com
drenagem adicional através das veias circunflexa, dorsal profunda e crural (BREZA et al.,
1989). O sangue das tanicas superficiais do pénis drenam para a veia dorsal superficial e
dessa para a veia pudenda externa superficial (KRANE, GOLDSTEIN, DE TEJADA, 1989;
PUECH-LEAO et al., 1987).



Figura 4 - Divisdo anatémica do pénis do rato

Legenda: Imagem do pénis de rato apds ser dissecado, com indicagdes de sua divisdo em porgdes: A,
proximal; B, média e C, distal. As linhas tracejadas indicam a regido aproximada da divisdo em
porgdes.

Fonte: A autora, 2018.

Figura 5 - Fotomicrografia do corte transversal do pénis de rato

Legenda: Fotomicrografia do corte transversal da por¢cdo média do pénis de rato corado com tricrdmico
de Masson, 18,9x. A, corpo cavernoso; B, tdnica albuginea do corpo cavernoso; C, espago
sinusoidal; D, corpo esponjoso; E, tinica albuginea do corpo esponjoso; F, uretra; G, veia dorsal
profunda e H, feixe vasculo-nervoso regido dorsal do pénis.

Fonte: A autora, 2018.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da dieta restrita em vitamina D administrada durante os periodos

perinatal (gestacdo e lactacdo) e vida pds-natal na histomorfologia do pénis de ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

a)
b)

c)

d)
e)

f)

9)
h)

)

k)

Induzir a restricdo de vitamina D nas méaes e nos filhotes;

Avaliar o ganho de massa corporal, ingestdo e eficiéncia alimentar, niveis séricos de
glicose, insulina e 25- hidroxivitamina D3 das mdes e filhotes;

Comparar a ninhada e os filhotes no nascimento;

Acompanhar a evolucéo da pressao arterial sistélica dos filhotes;

Avaliar o metabolismo de carboidratos por meio da glicemia de jejum, Teste Oral de
Tolerancia a Glicose, insulina sérica e indice de resisténcia a insulina- HOMA-IR dos
filhotes;

Estimar por meio da técnica de morfometria: area do corte transversal do pénis, area
do corpo cavernoso com e sem tdnica albuginea, area da tunica albuginea, area do
COrpo esponjoso, area da artéria dorsal, areas do limen e da tlnica média da artéria
dorsal e area da veia dorsal profunda;

Calcular a razdo entre a area e o limen da artéria dorsal;

Quantificar a densidade nuclear na tinica média da artéria dorsal;

Quantificar as porcentagens de tecido conjuntivo, muasculo liso, dos espacos
sinusoidais e das fibras elasticas nos corpos cavernoso e esponjoso por métodos
histoquimicos e imunohistoquimicos;

Verificar a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular no corpo cavernoso
por meio de imunohistoquimica indireta;

Avaliar a porcentagem de vasos no corpo cavernoso, Corpo esponjoso e regiao dorsal
por meio de imunohistoquimica indireta;

Avaliar a porcentagem de nervos no corpo cavernoso, Corpo esponjoso e regido dorsal

por meio de imunohistoquimica indireta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais, dietas e protocolo experimental

O projeto e o protocolo de pesquisa foram aprovados pela Comisséo de Etica para o
Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
(IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Protocolo CEUA/034/2014).

Todos os procedimentos seguiram as recomendacdes e foram conduzidos de acordo
com as diretrizes convencionais para a experimentacdo com animais (NIH Publicacdo N°. 85-
23, revisado em 1996).

A linhagem utilizada (ratos Wistar) foi proveniente do biotério da Unidade de
Pesquisa Urogenital da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com condic¢des controladas de temperatura
(21£2°C) e umidade (60+£10%), com livre acesso a comida e a agua. O ambiente foi
submetido a ciclos de 12h/12h claro e escuro (07 as 19h) e ciclo de exaustdo de ar (15
min./hora). Os animais foram alocados em ambiente com luz incandescente, sem radiagédo
ultravioleta, para evitar a sintese de vitamina D na pele.

Fémeas virgens da linhagem ratos Wistar com 6 semanas de idade foram divididas
aleatoriamente em dois grupos nutricionais: SC (fémeas do grupo dieta padrdo, dieta AIN-
93G, com vitamina D3 - 0,25g/Kg, n=8) e VitD (fémeas do grupo dieta restrita em vitamina
D; dieta AIN-93G, sem vitamina D3 - 0,00g/Kg, n=9).

As dietas experimentais foram elaboradas com nutrientes purificados, em
conformidade com as recomendagdes nutricionais para roedores do “American Institute of
Nutrition”, e confeccionadas pela empresa PragSolu¢fes® (Jau, S&o Paulo, Brasil,
www.pragsolucoes.com.br) (REEVES, NIELSEN, FAHEY, 1993). A composic¢édo das dietas

esta na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicdo das dietas experimentais de acordo com as recomendacdes da AIN-93
(REEVES, NIELSEN, FAHEY, 1993)

Nutriente (g/Kg) SC-AIN93G  VitD- AIN93G SC-AIN93M  VitD- AIN93M
Amido de milho 397,48 397,48 465,69 465,69
Caseina 200,00 200,00 140,00 140,00
Amido dextrinizado 132,00 132,00 155,00 155,00
Sacarose 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja 70,00 70,00 40,00 40,00
Fibras 50,00 50,00 50,00 50,00
L-cistina 3,00 3,00 1,80 1,80
Colina 2,50 2,50 2,50 2,50
Antioxidante 0,014 0,014 0,008 0,008
Mix de minerais 35,00 35,00 35,00 35,00
Carbonato de Célcio 357,00 357,00 357,00 357,00
Mix de vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00
Vitamina D3 (400.00 Ul/g) - (g/Kg Mix) 0,25 0,00 0,25 0,00
Total 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00
Energia (Kcal) 3950,00 3950,00 3803,00 3803,00
Glicidios (%) 64,00 64,00 76,00 76,00
Proteinas (%) 19,00 19,00 14,00 14,00
Lipidios (%) 17,00 17,00 10,00 10,00

Legenda: SC-AIN93G, dieta padrdo (do inglés standard chow) para os periodos de gestacdo, lactacdo e
crescimento; VitD-AIN93G, dieta restrita em vitamina D para os periodos de gestacdo, lactacdo e
crescimento; SC-AIN93M, dieta padrdo para manutencdo de animais adultos; VitD-AIN93M dieta
restrita em vitamina D para manutencdo de animais adultos.

Nota: Todos os nutrientes correspondem as recomendacgdes do “American Institute of Nutrition” (AIN93G e

AIN93M) para roedores.

Fonte: A autora, 2018.

Uma semana antes do acasalamento, as fémeas ficaram em jejum por um periodo de
12 horas para avaliacdo da glicemia. Uma pequena incisdo na cauda do animal foi realizada e
0 sangue obtido por ordenha. A glicose sérica foi mensurada com glicosimetro (Accu-Chek,
Roche, S&o Paulo, SP, Brasil).

As fémeas SC e VitD acasalaram seis semanas apos o inicio das dietas experimentais,
com machos reprodutores da mesma idade que receberam dieta SC durante toda a vida. As
fémeas receberam as respectivas dietas durante seis semanas pré-gestacionais, para que a
insuficiéncia ou deficiéncia da vitamina D fosse alcancada durante a gestacdo (MAKA et al.,
2008). As mées tambeém receberam as dietas experimentais SC e VitD durante a gestacdo e
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toda lactagdo. A fecundagdo foi confirmada através do plug vaginal e as fémeas foram
acondicionadas em caixas individuais. Apos trés semanas, as fémeas gravidas foram
colocadas novamente em jejum, para avaliacdo da glicemia na ultima semana gestacional. No
entanto, nas fémeas gravidas, o jejum teve duracdo de quatro horas, para evitar uma possivel
hipoglicemia (NASCIMENTO et al., 2013). O método utilizado foi o mesmo descrito
anteriormente.

No dia do nascimento o sexo dos filhotes foi identificado pelo método da distancia
anus-genital. Seguidamente, os filhotes foram pesados separadamente e 0 tamanho da ninhada
foi aleatoriamente ajustado para seis filhotes por lactante, trés machos e trés fémeas, a fim de
garantir nutricdo adequada (LANGLEY-EVANS, GARDNER, JACKSON, 1996).

Ao desmame (21 dias de idade) os filhotes machos foram divididos de acordo com o
seguinte esquema: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal (filhotes
oriundos de mées SC, e foram alimentados com a dieta SC desde 0 desmame até 0s quatro
meses de idade, n=8) e VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e
pos-natal (filhotes provenientes de maes VitD, e foram alimentados com a dieta VitD do
desmame até o final do experimento, n=9). Somente um filhote de cada progenitora foi
utilizado para a formacdo dos grupos experimentais, nunca mais de um filhote da mesma
ninhada compds 0 mesmo grupo. Todos 0s animais receberam as dietas experimentais ad

libitum e tiveram livre acesso a agua.

3.2 Massa corporal, ingestdo e eficiéncia alimentar

A massa corporal (MC) das mées foi avaliada semanalmente em balanca digital de
precisdo 0,19 (Urano) no periodo pré-gestacional e durante a gestacdo. A ingestdo alimentar
das mées foi monitorada diariamente durante a gestacdo e lactacdo, mediante subtracdo entre
a quantidade total de racdo ofertada e a quantidade remanescente na caixa. A ingestdo
energetica diaria foi obtida multiplicando-se a gramatura de racdo ingerida pelo valor
energetico da dieta em quilojoules (kJ). A eficiéncia alimentar foi calculada como a razdo
entre 0 ganho de MC (g) e a ingestdo energética em kJ de cada animal apresentada em
porcentagem.

A MC e o comprimento naso-anal (CNA) da prole foram aferidos semanalmente desde

0 nascimento até os quatro meses de idade. A média da MC dos grupos foi calculada e tragado
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o gréfico de evolucdo. A ingestdo alimentar e energética, bem como a eficiéncia alimentar
foram monitoradas diariamente, a partir do desmame até o final do experimento. A ingestdo
energética e a eficiéncia alimentar das proles foram calculadas conforme o protocolo descrito

anteriormente para as méaes.

3.3 Pressdo arterial sistélica

Os filhotes foram adaptados por trés semanas anteriores a avaliagdo da presséo arterial
sistdlica (PAS) com o objetivo de minimizar o estresse durante a execucdo do protocolo de
afericdo da pressdo arterial. Dos trés aos quatro meses de idade a PAS dos filhotes foi aferida
semanalmente (as 18:00 horas). O método utilizado foi ndo invasivo pela pletismografia da
artéria caudal (Insight, S&o Paulo, SP, Brasil). Foi utilizada a média de trés afericbes em cada

momento.

3.4 Teste Oral de Tolerancia a Glicose

O Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) foi realizado nos filhotes na semana
anterior a eutanasia, os animais foram mantidos em jejum durante 12 horas. As amostras de
sangue para determinacdo da glicose sérica foram obtidas da veia caudal apds uma pequena
incisdo na ponta da cauda. Posteriormente, foi administrado, por gavagem orogastrica, 0 soro
glicosado hipertonico (50% de glicose em solucdo salina estéril — 0,9% NaCl) na dosagem de
20/Kg de MC. A concentracdo de glicose sérica foi aferida antes da sobrecarga de glicose e
nos tempos subsequentes: 15, 30, 60 e 120 minutos, utilizando-se um glicosimetro (Accu-
Chek, Roche, Sao Paulo, SP, Brasil). Para a avaliacdo da intolerancia a glicose foi calculada a
area sob a curva (ASC) considerando o tempo total de zero a 120 minutos. Para tanto,
utilizou-se a ferramenta trapezoidal do programa GraphPad Prisma (versdo 6.02 para
Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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3.5 Eutanésia

Os filhotes machos provenientes das maes dos grupos SC e VitD foram sacrificados
nas seguintes idades: nascimento, desmame (21 dias) e quatro meses de idade. Os animais que
compuseram o grupo ao nascimento e desmame foram separados de suas méaes e tiveram, apos
a afericdo da MC e CNA, a cabeca decapitada. As concentracGes de glicose sanguinea foram
mensuradas com glicosimetro (Accu-Chek, Roche, Séo Paulo, SP, Brasil).

Ao término do periodo de lactacdo dos filhotes (21 dias), realizou-se a eutanéasia das
mdes. As maes permaneceram em jejum durante 12 horas e seguidamente foram submetidas a
camara de gas didxido de carbono. Posteriormente, o torax foi aberto, o coracdo foi exposto e
amostras de sangue foram coletadas diretamente do atrio direito, para determinacdo da
glicemia de jejum. O restante das amostras foi imediatamente centrifugado e armazenado a -
80°C para futuras analises séricas.

Aos quatro meses de idade, realizou-se a eutanasia dos filhotes, os quais também
permaneceram em jejum por 12 horas e posteriormente foram submetidos a cdmara de gas
dioxido de carbono. Seguidamente, 0 mesmo procedimento descrito previamente para as maes

foi realizado para os filhotes.

3.6 25-hidroxivitamina D3 [25-(OH)D3], insulina e HOMA-IR

Apbs a coleta do sangue das maes e dos filhotes, o soro foi separado por centrifugacédo
(12000 rpm por 15 minutos) em temperatura ambiente e estocado a temperatura de -80°C até
a realizacdo das andlises bioguimicas.

As concentragfes de 25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3] e insulina séricas foram
realizadas em duplicata e dosadas pelo método de ELISA (ensaio de imunoabsor¢do
enzimatica, n=8 animais por grupo). Os niveis séricos de 25(OH)D3 foram avaliados com um
kit de teste (CEA915Ge test kit, Cloud Clone Corp., Houston, Texas, EUA). A insulina serica
foi analisada com um kit para dosagem de insulina (Rat/mouse insulin kit, Millipore- catalog
EZRMI-13K, St Charles, Missouri, EUA).

O HOMA-IR (Insulin Resistance Homeostasis Model Assessment) foi utilizado para

avaliar a Rl. O HOMA-IR foi calculado da seguinte forma: [glicose sérica de jejum (mmol/L)
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x insulina sérica de jejum (nUI/L)]/22,5 (MATTHEWS et al., 1985). Todas as amostras foram
analisadas em duplicata para as quais o coeficiente de variacao intra-ensaio foi de 1,4%.

3.7 Procedimentos histolégicos

Foram realizados cortes transversais da por¢cdo media do pénis dos filhotes com quatro
meses de idade para realizacdo das andlises histoldgicas. As amostras da por¢do média dos
pénis foram lavadas em solugdo salina (0,9% NaCl) e fixadas por imersdo em formaldeido a
4% em tampdo fosfato salino (PBS) durante 48 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
as amostras da porcdo média dos pénis foram desidratadas em alcool com concentracGes
crescentes até alcangarem o alcool absoluto, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.
Apos a inclusdo, foram realizados cortes histologicos com 5um de espessura, posteriormente
corados pela hematoxilina-eosina a fim de verificar a integridade das amostras. Foram
realizadas as colorac@es de tricrdmico de Masson e a técnica de fucsina-resorcina de Weigert
com prévia oxidacdo com oxona.

Os cortes corados pelo tricromico de Masson foram utilizados para a realizacdo das
seguintes analises histomorfométricas: area do corte transversal do pénis, area do corpo
cavernoso com e sem tunica albuginea, area da tunica albuginea e area do corpo esponjoso.
Além disso, os cortes corados pelo tricrbmico de Masson também foram utilizados para a
quantificacdo das porcentagens de tecido conjuntivo e dos espagos sinusoidais nos corpos
cavernoso e no corpo espon;joso.

A técnica de coloracdo de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidacdo com
oxona foi realizada para evidenciar as fibras do sistema elastico. Posteriormente foi utilizada
para determinacdo da porcentagem dessas fibras nos corpos cavernoso e esponjoso, tunica
albuginea do corpo esponjoso e na artéria dorsal. Nos cortes corados pela técnica de fucsina-
resorcina de Weigert com prévia oxidacdo com oxona também foram mensuradas a altura da

lamina limitante eléstica interna da artéria dorsal.
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3.7.1 Imunohistoguimica

Os cortes histoldgicos em laminas silanizadas foram desparafinados e hidratados. A
recuperacdo antigénica foi realizada com tampdo acido etilenodiamino tetra-acético, pH 9,0,
por 12 horas (overnight), a 60°C. Posteriormente as peroxidases enddgenas foram inativadas
com uma solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% em metanol durante 15 minutos. Na
sequéncia, foram realizadas lavagens dos cortes em PBS e sequencialmente incubados com
10% de soro de cabra a 60°C por 10 minutos para bloqueio das ligagdes inespecificas.

A seguir, os cortes foram simultaneamente incubados com anticorpos primarios
monoclonais anti-alfa actina de musculo liso (18-0106, dilui¢do 1:100, Invitrogen, Camarillo,
EUA), anti-antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (18-0110, diluicdo 1:100,
Invitrogen, Camarillo, EUA) e anti-tubulina-33 (ab78078, diluigdo 1:100, abcam, Cambridge,
Reino Unido) a 37°C por 1 hora. Consecutivamente, os cortes foram lavados em PBS e
incubados com anticorpos secundarios biotinilados por 20 minutos e a reacdo foi detectada
com o complexo biotina-estreptavidina-peroxidase (Kit Invitrogen, 859643, Frederick, EUA).
Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS e a imunoreacgdo positiva foi identificada
apos incubagdo com 3,3’diaminobenzidina tetraclorido (859643, Invitrogen, Frederick, EUA)
e os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer. Simultaneamente, foram
obtidas as laminas do controle negativo onde os anticorpos primarios foram substituidos por
PBS/albumina do soro bovino. As imagens digitais dos pénis imunomarcados foram obtidas
usando a camera Olympus DP70 (Téquio, Japdo) acoplada ao microscopio OlympusBX51
(Téquio, Japao) com resolucdo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

A imunohistoquimica anti-alfa actina de musculo liso foi realizada para identificar as
células musculares lisas, para avaliar dados histomorfométricos da artéria dorsal e da veia
dorsal profunda. Além disso, também foram avaliadas as porcentagens de vasos no corpo
cavernoso, COorpo esponjoso e na regido dorsal do pénis. A imunohistoquimica anti-tubulina-
B3 foi realizada para estimar a porcentagem de nervos nos COrpos cavernoso € esponjoso e na

regido dorsal do pénis.
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3.8 Histomorfometria

3.8.1 Area do corte transversal do pénis, area do corpo cavernoso com e sem tdnica albuginea,

area da tlnica albuginea e area do corpo esponjoso

Para as analises histomorfométricas das areas do pénis dos filhotes aos quatro meses
de idade foram utilizadas fotomicrografias das Iaminas coradas pelo tricromico de Masson.
Cada um dos cortes transversais do pénis foi fotografado digitalmente com camera Zeiss
AxioCam ERc5s em microscépio optico Carl Zeiss microscopy GmbH (Carl Zeiss, Gttingen,
Alemanha) com aumento de 18,9x. Nas imagens obtidas foi possivel observar todo o corte
transversal do pénis. Posteriormente, diferentes pardmetros histomorfométricos foram
aferidos: area do corte transversal, rea do corpo cavernoso com e sem tdnica albuginea, area
da tunica albuginea e area do corpo esponjoso. Esses parametros foram mensurados em mm?,
A area da tunica albuginea foi estimada pela diferenca entre as areas do corpo cavernoso com
e sem tdnica albuginea.

As fotomicrografias para a avaliagdo das areas do pénis foram obtidas de sete laminas
histoldgicas com trés cortes de cada animal. Foram avaliados um total de 20 campos por
animal. As mensuracGes foram realizadas com auxilio do programa ImageJ (Image
Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). A primeira etapa na
utilizacdo do programa foi a realizacdo da calibracdo. Apbs esse procedimento, foram
executadas as analises. Para a afericdo das areas do corte transversal, do corpo cavernoso com
e sem tdnica albuginea e do corpo esponjoso foi selecionada a ferramenta “Freehand
selections”, que possibilita o contorno das areas, e o calculo da area da regido delimitada
(Figura 6).
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Figura 6 - Aplicabilidade da ferramenta “Freehand selections”
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Legenda: Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Freehand selections” (destacada
pelo circulo amarelo). A selecéo dessa ferramenta permitiu delimitar e  mensurar a
area do corpo cavernoso com tunica albuginea destacada em vermelho na imagem.

Nota: Fotomicrografia do corte transversal da por¢do média do pénis corado com tricrémico

de Masson, aumento de 18,9x. A ferramenta “Freehand selections” foi utilizada para
mensurar as areas do corte transversal do pénis, do corpo cavernoso com e sem tunica
albuginea e a &rea da tdnica albuginea.

Fonte: A autora, 2018.
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3.8.2 Quantificacdo das porcentagens de tecido conjuntivo, de musculo liso, dos espacos

sinusoidais e das fibras elésticas no corpo cavernoso

As fotomicrografias, de campos aleatorios, foram capturadas por uma camara digital
Olympus DP71 (Toquio, Japdo) acoplada a um microscopio 6ptico Olympus BX51(Téquio,
Japdo) com resolucédo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

As porcentagens de tecido conjuntivo e dos espacos sinusoidais foram quantificadas
nas fotomicrografias dos cortes corados pelo tricromico de Masson. As fotomicrografias
foram capturadas com aumento de 400x.

A imunohistoquimica anti-alfa actina de muasculo liso foi realizada para quantificar as
porcentagens de masculo liso no corpo cavernoso. As fotomicrografias foram capturadas com
aumentos de 400x.

Os cortes histologicos corados pela técnica de resorcina-fucsina de Weigert com
prévia oxidacdo por oxona foram utilizados para a quantificacdo das fibras elasticas e as
fotomicrografias foram capturadas com aumento de 1000x.

As porcentagens de tecido conjuntivo, de musculo liso, dos espacos sinusoidais e das
fibras elésticas foram estimadas pelo método da contagem de pontos que foi realizado com o
programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA).
Uma grade de 99 pontos foi sobreposta as imagens e o nimero de pontos que tocaram a
estruturada analisada foi dividido pelo nimero de pontos totais do sistema teste-99 pontos
[Pp/Pt (%)]. Foi utilizada a ferramenta “Cell Counter” para a contagem de pontos (Figura 7).
Os valores foram expressos em porcentagem. Para essas analises histomorfométricas foram
obtidas cinco laminas histoldgicas de cada animal. Cinco campos foram avaliados em cada

lamina, perfazendo um total de 25 campos avaliados por animal.



Figura 7 - Aplicabilidade das ferramentas “Grid” e “Cell Counter”
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Nota: Imagem ilustrando a aplicabilidade das ferramentas “Grid” e “Cell Counter” no método da
contagem de pontos (destacadas em vermelho). Na fotomicrografia do corpo cavernoso, nota-se
uma grade de 99 pontos e a caixa do “Cell Counter ”. Cada “type " representa as cruzes que estdo
sobrepondo as diferentes estruturas: type 1 = cruzes que estdo sobre o tecido conjuntivo; type 2 =
cruzes que estdo sobre o musculo liso e type 3 = cruzes que estdo sobre o espago sinusoidal. O
namero de cruzes que sobrepde cada estrutura é contado (pontos parciais) e multiplicado por 100
e dividido pelo nimero total de cruzes do sistema teste (pontos totais-99), e dessa maneira,
obtém-se a porcentagem de cada estrutura. O método da contagem de pontos foi utilizado para
quantificar as porcentagens de tecido conjuntivo, masculo liso, espagos sinusoidais, fibras
elésticas, vasos e nervos.

Fonte: A autora, 2018.
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3.8.3 Proliferacdo celular

As fotomicrografias, de campos aleatérios, foram capturadas por uma camara digital
Olympus DP71 (Toquio, Japdo) acoplada a um microscopio 6ptico Olympus BX51(Téquio,
Japdo) com resolucédo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

Os nucleos imunomarcados com anticorpo anti-PCNA foram quantificados em
fotomicrografias capturadas com aumento de 400x. A proliferacéo celular no corpo cavernoso
foi quantificada pelo numero de células por mm2. A anélise foi realizada com auxilio do
programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA).

As etapas para calibracdo do programa foram as mesmas realizadas anteriormente,
posteriormente as areas das imagens foram calculadas em mm?. Apds o conhecimento das
areas das imagens, 0s nudcleos imunomarcados foram quantificados com o recurso “Cell
Counter” do programa ImageJ. A proliferacdo celular no corpo cavernoso foi quantificada
pelo nimero de células em proliferacdo por mm?. Para essa anélise histomorfométrica foram
obtidas cinco laminas histologicas de cada animal. Cinco campos foram avaliados em cada
lamina, perfazendo um total de 25 campos avaliados por animal (Figura 8).



Figura 8 - Quantificacdo da proliferacdo celular no corpo cavernoso
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Legenda: Imagem mostrando a quantificacdo dos nucleos imunomarcados com anticorpo anti-
PCNA com o auxilio do recurso “Cell Counter” do programa ImageJ. A proliferagédo
celular no CC foi quantificada pelo niimero de células em proliferagdo por mm?; CC,
COrpo cavernoso.

Nota: Imagem do CC imunomarcado com imunohistoquimica anti-PCNA, 400x.

Fonte: A autora, 2018.
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3.8.4 Quantificacdo das porcentagens de tecido conjuntivo, musculo liso e das fibras elasticas

N0 COrpo esponjoso

As fotomicrografias, de campos aleatorios, foram capturadas por uma camara digital
Olympus DP71 (Téquio, Japdo) acoplada a um microscopio optico Olympus BX51(Tdéquio,
Japdo) com resolucdo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

A porcentagem de tecido conjuntivo foi quantificada nas fotomicrografias dos cortes
histologicos corados pelo tricromico de Masson. O material imunomarcado para a alfa-actina
de mdusculo liso foi utlizado para quantificar a porcentagem de mdsculo liso no corpo
esponjoso.

Os cortes histologicos corados pela técnica de fucsina-resorcina de Weigert com
prévia oxidacdo com oxona foram utilizados para a quantificacdo das fibras elasticas no corpo
esponjoso e na tanica albuginea do corpo esponjoso. As fotomicrografias foram capturadas
com aumento de 1000x para a realizagdo das quantificacbes no corpo esponjoso.

As porcentagens de tecido conjuntivo, musculo liso e das fibras elasticas foram
estimadas pelo método da contagem de pontos, descrito anteriormente, e que foi realizado
com o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland,
EUA). Os valores foram expressos em porcentagem. Para essas analises histomorfométricas
foram obtidas cinco laminas histoldgicas de cada animal. Cinco campos foram avaliados em

cada lamina, perfazendo um total de 25 campos avaliados por animal.

3.8.5 AvaliacOes histomorfométricas da artéria dorsal

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a cémera
Olympus DP70 (Téquio, Japdo) acoplada ao microscépio OlympusBX51 (Toquio, Japdo) com
resolucéo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

A imunohistoquimica anti-alfa actina de musculo liso foi realizada para identificar o
mausculo liso e para mensurar as areas da artéria dorsal, da tunica média e do Iimen da arteria
dorsal. A area da tunica média foi estimada pela diferenca entre as areas da artéria dorsal e do
lumen. A razdo entre as areas da tinica média e do lumen da artéria dorsal foi calculada. A
densidade nuclear na tnica média da artéria dorsal também foi quantificada.

As medidas foram aferidas com auxilio do programa ImageJ (Image Processing and
Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). Para a aferi¢cdo das areas da artéria dorsal
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e do limen da artéria dorsal foi selecionada a ferramenta “Freehand selections”, que
possibilita 0 contorno das areas, e consequentemente o calculo da éarea da regido delimitada
(Figura 9). A quantificacdo da densidade nuclear na tlnica média da artéria dorsal foi
realizada com o plugin “Cell Counter” do programa ImageJ (Figura 10). Os parametros
foram avaliados em fotomicrografias capturadas com aumento de 600x obtidas a partir de 5
laminas histoldgicas, 1 corte por lamina, 2 campos em cada corte, perfazendo um total de 10

campos avaliados por animal.

Figura 9 - Uso da ferramenta “Freehand selections” para medir a area da artéria dorsal
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Legenda: Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Freehand selections” (destacada pelo
circulo amarelo). A selecdo dessa ferramenta permitiu delimitar e medir a area da AD
destacada em vermelho na imagem. AD, artéria dorsal. Nota: Fotomicrografia da AD do
pénis imunomarcada com anticorpo anti-alfa actina de musculo liso, 600x. A ferramenta
“Freehand selections” foi utilizada para medir as areas da AD e do limen da AD.

Fonte: A autora, 2018.



Figura 10 - Quantificagdo da densidade nuclear na tinica média da artéria dorsal
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Legenda: Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Cell Counter ” (destacada em

vermelho).

Nota: Fotomicrografia da AD imunomarcada com anticorpo anti-alfa actina de musculo liso,
600x. A ferramenta “Cell Counter ” foi utilizada para quantificar os ndcleos na tinica
média da AD. AD, artéria dorsal.

Fonte: A autora, 2018.
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3.8.6 Quantificacdo da altura da lamina limitante eldstica interna da artéria dorsal

As Imagens digitais dos cortes histologicos foram obtidas usando a camera Olympus
DP70 (Téquio, Japdo) acoplada ao microscépio OlympusBX51 (Tdquio, Japao) com resolugdo
de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

Os cortes corados pela técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidacao
com oxona foram utilizados para medir a altura da lamina limitante elastica interna da artéria
dorsal. A altura da I&mina limitante el&stica interna da artéria dorsal foi aferida com auxilio do
programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA)
com o uso da ferramenta “Straight line” (Figura 11).

Em cada fotomicrografia foram aferidas oito medidas distribuidas pela area da lamina
limitante elastica interna da artéria dorsal. O resultado foi dado pela média das medidas,
determinando-se a altura da l&mina limitante el&stica interna.

As fotomicrografias foram capturadas com aumento de 600x. Foram obtidas 5 laminas
histoldgicas de cada animal. Um campo foi avaliado em cada lamina, perfazendo um total de

cinco campos avaliados por animal.



Figura 11 - Avaliacdo da altura da lamina limitante elastica interna da artéria dorsal
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Nota: Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Straight line” (destacada em vermelho).
Os tracos em vermelho na imagem representam as medidas que foram aferidas para a
obtengdo da média para determinacgdo da altura da lamina limitante elastica interna da artéria
dorsal (AD). Fotomicrografia da AD do pénis corada pela técnica de fucsina-resorcina de
Weigert, 600x.

Fonte: A autora, 2018.
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3.8.7 Quantificacio da porcentagem de fibras elésticas na artéria dorsal

Os cortes corados pela técnica de resorcina-fucsina de Weigert também foram
utilizados para realizagdo da quantificacdo da porcentagem de fibras elasticas na artéria
dorsal.

A porcentagem de fibras elasticas na artéria dorsal foi quantificada com a técnica
baseada em segmentacdo de cores. O programa Image J (Image Processing and Analysis in
Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA) carregado com seu proprio plugin “Color
Segmentation” foi utilizado para quantificar a porcentagem de fibras elasticas. As areas foram
determinadas de acordo com a gama de cores selecionadas e expressas em porcentagem.

As fotomicrografias foram capturadas com aumento de 600x. Foram obtidas 5 laminas
histoldgicas de cada animal. Um campo foi avaliado em cada lamina, perfazendo um total de
cinco campos avaliados por animal. Foram feitas trés aferi¢des para cada campo, e o resultado

foi dado pela média das porcentagens obtidas para cada gama de cor (Figura 12).



Figura 12 — Quantificacdo da porcentagem de fibras elasticas na artéria dorsal
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Legenda: A) Figura ilustrando a aplicabilidade do plugin “Color Segmantation” (destacado em
vermelho) para quantificacdo da porcentagem de fibras elasticas na artéria dorsal (AD).
Utilizando-se a ferramenta “pointcross” (destacada em amarelo) foi realizada a sele¢do
por gama de cores RGB, com controle do desvio padrdo. B) A selecdo de cores foi
realizada, a porcentagem referente a cada cor foi mensurada e, consequentemente, a
porcentagem de fibras elasticas foi aferida. Para o calculo da porcentagem de fibras
elasticas na AD, somente a porcentagem de area de cor conferida pela coloragcdo com a
técnica de fucsina-resorcina de Weigert, do “Cluster” de identificacdo do plugin “Color
Segmentation”, foi utilizada.

Nota: Fotomicrografia da AD do pénis corada pela técnica de fucsina-resorcina de Weigert, 600x.

Fonte: A autora, 2018.
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3.8.8 Area da veia dorsal profunda

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a camera
Olympus DP70 (Téquio, Japdo) acoplada ao microscépio OlympusBX51 (Toquio, Japdo) com
resolucéo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

A imunohistoquimica anti-alfa actina de musculo liso foi realizada para identificar o
mausculo liso e as fotomicrografias foram utilizadas para medir a area da veia dorsal profunda.
Esse parametro histomorfométrico foi aferido com o programa ImageJ (Image rocessing and
Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). Para medir a area da veia dorsal profunda
foi selecionada a ferramenta “Freehand selections”, que possibilita o contorno das areas, e
consequentemente o calculo da area da regido delimitada, conforme metodologia mostrada
anteriormente.

A quantificagdo foi realizada em fotomicrografias capturadas com aumento de 100x
obtidas a partir de 5 laminas histoldgicas, 1 corte por lamina, 1 campo em cada corte,

perfazendo um total de 5 campos avaliados por animal.

3.8.9 Porcentagem de vasos nos COrpos cavernoso, esponjoso e na regido dorsal

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a cémera
Olympus DP70 (Téquio, Japdo) acoplada ao microscépio OlympusBX51 (Toquio, Japdo) com
resolucdo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

A imunohistoquimica anti-alfa actina de musculo liso foi utilizada para localizar e
identificar os vasos. A porcentagem de vasos foi quantificada no corpo cavernoso, no corpo
esponjoso e na regido dorsal, as fotomicrografias foram capturadas com aumentos de 400x,
1000x e 600x, respectivamente.

A quantificacdo foi realizada com o método da contagem de pontos, descrito
anteriormente, que foi realizado com o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in
Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). Os valores foram expressos em porcentagem. Para
essas analises histomorfométricas foram obtidas cinco laminas histoldgicas de cada animal.
Cinco campos foram avaliados em cada lamina, perfazendo um total de 25 campos avaliados

por animal.
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3.8.10 Porcentagem de nervos nos COrpos cavernoso, esponjoso e na reqido dorsal

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a cémera
Olympus DP70 (Téquio, Japdo) acoplada ao microscépio OlympusBX51 (Toquio, Japdo) com
resolucéo de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.

A imunohistoquimica anti-tubulina B3 foi utilizada realizacdo da quantificacdo dos
nervos. A porcentagem de nervos foi quantificada no corpo cavernoso, no corpo espon;joso e
na regido dorsal. As fotomicrografias foram capturadas com aumentos de 600x.

A quantificacdo foi realizada com o método da contagem de pontos, descrito
anteriormente, que foi realizado com o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in
Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). Os valores foram expressos em porcentagem. Para
essas analises histomorfométricas foram obtidas cinco laminas histoldgicas de cada animal.
Cinco campos foram avaliados em cada lamina, perfazendo um total de 25 campos avaliados

por animal.

3.9 Analise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade das
variancias. Os dados foram expressos como média * desvio padrdo (DP). As diferencas entre
os grupos foram testadas pelo teste-t de Student ndo pareado. Em todos os casos o nivel de
significancia adotado foi de p<0,05, realizado pelo programa GraphPad Prisma (versdo 6.02
para Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Dados das maes e nascimento dos filhotes

As maes dos grupos SC e VitD iniciaram o experimento com MC semelhantes. As maes
alimentadas com a dieta restrita em vitamina D durante a gestacéo e lactacdo toleraram bem a
dieta e ndo apresentaram complicacGes. Além disso, 0 consumo alimentar em gramatura,
ingestdo energeética e eficiéncia alimentar das mées foram similares durante os periodos de
gestacdo e lactacdo (Tabela 3).

N&o houve diferenca sobre o ganho ponderal total durante a gestacdo, na glicemia e nos
niveis séricos de insulina entre as maes de ambos 0s grupos experimentais (Tabela 3).
Entretanto, os niveis séricos de 25(OH)D3 foram significativamente menores nas maes VitD
(28,50 + 2,20 ng/ml) quando comparadas com as mées SC (67,64 + 12,00ng/ml; p<0,0001).
N&o houve diferenca no numero de filhotes nascidos vivos ou mortos e na distribuicdo da

ninhada em relacdo a proporcéo de machos e fémeas (Tabela 4).

Tabela 3 - Dados biométricos e bioquimicos das maes

Dados SC VitD p
Ingestdo alimentar (g/dia/animal) 22,40 £ 2,17 22,02 +2,03 ns
Ingestéo energética (KJ/dia/animal) 376,50 + 48,73 364,00 + 33,79 ns
Eficiéncia alimentar (g/KJ) 0,71+0,12 0,70 £ 0,33 ns
Ganho ponderal total (g) 55,10 £ 12,33 52,50 + 20,17 ns
Ingestdo alimentar na lactagdo (g/dia/animal) 41,62 + 8,59 40,85+ 5,87 ns
Ingestdo energética na lactacdo (KJ/dia/animal) 687,90 £ 142,10 675,10 £ 97,03 ns
Glicemia na Gltima semana gestacional (mmol/L) 5,30 + 0,56 5,10 + 0,58 ns
Glicemia no desmame (mmol/L) 6,52 +1,61 6,97 + 2,31 ns
Insulina (ng/ml) 0,55 £0,55 0,84 + 0,39 ns
25(OH)D3 (ng/ml) 67, 64 + 12,00 28,50 +2,20  <0,0001

Legenda: SC, grupo dieta padrdo; VitD, grupo dieta restrita em vitamina D; ns, ndo significativo. Os dados
foram expressos como média + DP. As diferencas entre os grupos foram testadas com o teste-t ndo
pareado. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 4 - Dados do nascimento e desmame dos filhotes

Pardmetros nascimento SC VitD p
Filhotes por ninhada (ndmero) 10,22 + 3,80 11,00 + 3,08 ns
Massa da ninhada (g) 63,11 + 21,17 73,58 + 21,91 ns
MC filhote (g) 6,59 + 0,82 6,80 % 0,65 ns
CNA (cm) 5,26 £0,71 538+1,04 ns
Glicemia (mmol/L) 4,37 + 0,38 4,75+ 0,56 ns
Natimortos (ndmero) 1 3 ns
Relacdo macho:fémea 1,00 1,00 ns
Pardmetros do desmame

MC filhote (g) 58,71 + 8,65 62,30 + 9,94 ns
CNA (cm) 14,20 £ 0,42 14,00 £ 0,70 ns
Glicemia (mmol/L) 6,88 + 0,84 7,41 +1,49 ns

Legenda: SC, grupo dieta padrdo; VitD, grupo dieta restrita em vitamina D; MC, massa corporal; CNA,
comprimento naso-anal; ns, ndo significativo. Os dados foram expressos como média + DP. As
diferengas entre os grupos foram testadas com o teste-t ndo pareado. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

Fonte: A autora, 2018.

4.2 Dados dos filhotes

4.2.1 Massa corporal, ingestdo e eficiéncia alimentar

Os filhotes provenientes de maes alimentadas com a dieta VitD ao nascimento e
desmame apresentaram MC, CNA e glicemia semelhantes aos filhotes das mées SC (Tabela
4). No entanto, a partir da quarta semana de idade os animais do grupo VitD/VitD (108,60
+12,83 g) apresentaram-se mais pesados quando comparados com 0s animais do grupo SC/SC
(83,60 £ 8,40 g, p<0,0001). Esse comportamento foi mantido até o final da décima quarta
semana. No final do periodo experimental (décima sétima semana de idade) as MC finais

foram semelhantes nos animais alimentados com SC e VitD (Figura 13).
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Figura 13 - Evolucao da massa corporal no periodo experimental
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D. Os dados foram

expressos como média £ DP, SC/SC (n=8) e no grupo VitD/VitD (n=9). As diferencas entre

os grupos foram testadas pelo teste-t ndo pareado. Houve diferenca significativa (p<0,05)

na mesma semana em comparagdo com [a] grupo SC/SC.
Fonte: A autora, 2018.

Em relacdo ao CNA, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos durante todo o
experimento. Nao houve diferenca na ingestdo alimentar em gramatura, ingestao e eficiéncia
energéticas nos animais alimentados com dieta restrita em vitamina D, quando comparados

aos animais que receberam a dieta padrdo (Tabela 5).

4.2.2 Pressdo arterial sistélica

No que concerne aos valores da PAS, a dieta restrita em vitamina D durante os periodos
perinatal e pds-natal favoreceu a elevacdo dos niveis pressoricos. O grupo VitD/VitD
apresentou aumento na PAS desde a primeira semana de afericdo dos niveis pressoricos,

qguando comparado com o grupo SC/SC (+ 13%, p=0,0001). Esse comportamento se manteve
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até atingir uma elevacdo de 15% da PAS nos animais do grupo VitD/VitD em relacdo aos
animais do grupo SC/SC (p=0,0022), observada no final do periodo experimental (Figura 14 e
Tabela 5).

Figura 14- Evolucdo da pressdo arterial sistolica
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padréo; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D. Os valores sdo
apresentados como média + DP, SC/SC (n=8) e VitD/VitD (n=9). Houve diferenca
significativa (p<0,05) em comparagdo com o grupo SC/SC [a] conforme determinado pelo
teste-t ndo pareado.

Nota: As semanas (14 a 17) correspondem ao periodo de afericdo da pressdo arterial sistolica no

experimento.

Fonte: A autora, 2018.
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4.2.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Os animais que foram alimentados com a dieta VitD apresentaram alteracdes no
metabolismo de carboidratos. Em relacdo ao TOTG, houve aumento na area sob a curva
(ASC) no grupo VitD/VitD, indicando uma demora na normalizacdo nos niveis de glicose
sérica ap0s a sobrecarga, 0 que sugere intolerancia a glicose em compara¢do com 0 grupo
SC/SC (+11,62%, p=0,0248) (Figura 15).

Figura 15- Teste oral de tolerancia a glicose e &rea sob a curvado TOTG
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Legenda: A) Curva da glicose sérica durante 0 TOTG ao longo de um periodo de 120 minutos;
B) gréafico de barras representativo da area sob a curva do TOTG. SC/SC, grupo
dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram expressos como
média = DP, SC/SC (n=6) e VitD/VitD (n=6). A diferenca significativa entre os
grupos estd indicada nas figuras, [a] # SC/SC, conforme determinado pelo teste-t
ndo pareado, p<0,05.

Fonte: A autora, 2018.
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4.2.4 Glicemia de jejum, insulina e HOMA-IR

No nascimento e desmame 0s animais de ambos os grupos experimentais (SC e VitD)
apresentaram glicemia semelhantes (Tabela 4). Contudo, aos quatro meses de idade, o0 grupo
VitD/VitD (+86,42%, p=0,0096) apresentou aumento da glicemia de jejum quando
comparado com o grupo SC/SC. Adicionalmente, o grupo VitD/VitD apresentou
hiperinsulinemia (+67,10%, p=0,0040) e essa alteracdo na homeostase da glicose resultou no
aumento do HOMA-IR no grupo VitD/VitD (+73,91, p=0,0062) em comparagdo com 0 grupo
SC/SC (Figura 16 e Tabela 5).
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Figura 16 - Glicemia de jejum, insulina e HOMA-IR
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Legenda: A) Glicemia de jejum, B) concentracGes de insulina sérica e C) indice HOMA-IR. SC/SC,
grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram apresentados como média +
DP, SC/SC (n= 8), VitD/VitD (n=8). As diferengas significativas estdo indicadas nas
figuras, p<0,05.

Fonte: A autora, 2018.



Tabela 5 - Dados dos filhotes aos quatro meses de idade

73

Dados SC/SC VitD/VitD p
Ingestdo alimentar (g/animal/dia) 19,09 + 3,98 18,91 +£4,18 ns
Ingestdo energética (KJ/animal/dia) 309,8 + 62,46 306,3 + 64,69 ns
Eficiéncia alimentar (g/KJ)x100 1,17+£0,12 1,15+ 0,10 ns
PAS (mmHg) 164,00 + 11,11 189,10 £ 8,08 <0,0001
Glicose (mmol/L) 6,04 + 2,08 11,26 £ 4,15 0,0096
ASC (unidades arbitrarias) 836,5 + 61,15 933,7 £ 49,79 0,0248
Insulina (LUI/L) 21,50 + 8,75 33,76 + 3,52 0,0072
HOMA-IR 8,28 +1,39 15,53+ 0,54 <0,0001
25(0H)D3 (ng/ml) 73,71 +8,86 28,74 + 0,20 <0,0001

Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pés-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e p6s-natal; ASC, area sob a curva do TOTG; TOTG,
Teste Oral de Tolerancia a Glicose; PAS, pressdo arterial sistélica; HOMA-IR, modelo de
avaliacdo da homeostase; 25-(OH)D3, 25-hidroxivitamina D3; ns, ndo significativo. Os dados

foram apresentados como média

4.3 Andlises histomorfométricas e imunohistoquimicas

4.3.1 Area do corte transversal do pénis

DP. Diferencas significativas entre os grupos estdo
indicadas com os simbolos (p<0,05) conforme determinado pelo teste-t ndo pareado.
Fonte: A autora, 2018.

A restricdo de vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal induziu alteracfes

histomorfoldgicas no pénis da prole adulta. Houve diminuicdo na area do corte transversal do

pénis dos animais do grupo VitD/VitD (-5,45%, p= 0,0083) em comparacdo com 0s animais
do grupo SC/SC. (Figuras 17, 18 e Tabela 6).



Figura 17 - Gréafico da area do corte transversal da por¢do media do pénis

p=0,0083

Area total (mm?)

SC/sC VitD /VitD

Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pés-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal. Os dados foram apresentados como meédia
DP, SC/SC (n= 8, 20 campos por animal), VitD/VitD (n= 8, 20 campos por animal). As
diferencas significativas estdo indicadas na figura, p<0,05, conforme teste-t ndo pareado.
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 18 - Fotomicrografias dos pénis dos filhotes adultos

Legenda: Fotomicrografia do corte transversal dos pénis dos animais dos grupos SC/SC (A) e
VitD/VitD (B). Tricrémico de Masson, aumento 18,9x. SC/SC, grupo dieta padrdo nos
periodos perinatal e pos-natal, VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos
periodos perinatal e pés-natal.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.2 Areas do corpo cavernoso com e sem a tiinica albuginea

As areas do corpo cavernoso com e sem tunica albuginea foram menores no grupo
VitD/VitD (-7%, p=0,0007; -5,7%, p=0,0133) quando comparado com o grupo SC/SC,
respectivamente (Figura 19 e Tabela 6).

Figura 19 - Gréafico das areas do corpo cavernoso com e sem a tunica albuginea

p=0,0007

A) 61
o E T
S E -
s
s i
° =
o =3
o o
s ®
© o«
o © 21
T c
o 3
o =
\< g
o
0
SC/sC VitD /VitD
p=0,0133
B) ]

Area do corpo cavernoso
L . 2
sem tlnica albuginea (mm?©)

SC/sC VitD /VitD

Legenda: Areas do CC com TA (A) e CC sem TA (B). SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal
e pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pos-natal.
Os dados foram apresentados como média + DP, SC/SC (n=8, 20 campos por animal),
VitD/VitD (n= 8, 20 campos por animal). CC com TA, corpo cavernoso com tunica albuginea;
CC sem TA, corpo cavernoso sem tdnica albuginea. As diferencas significativas estdo
indicadas nas figuras (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.3 Area da tlnica albuginea

Houve diminuicdo na area da tunica albuginea no grupo VitD/VitD (-8,55%; p=0,0001)
em relagédo ao grupo SC/SC. (Figura 20, Tabela 6).

Figura 20 - Gréafico da area da tdnica albuginea
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pés-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram apresentados como média +
DP, SC/SC (n= 8, 20 campos por animal), VitD/VitD (n= 8, 20 campos por animal). As
diferencas significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.
Fonte: A autora, 2018.
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4.3.4 Porcentagens de tecido conjuntivo, musculo liso, espacos sinusoidais e fibras eléasticas

NOS COrpos Cavernoso e esponjoso

A restricdo de vitamina D promoveu alteraces nas porcentagens de tecido conjuntivo,
masculo liso, espacos sinusoidais e fibras elasticas avaliadas no corpo cavernoso e no corpo
esponjoso da prole aos quatro meses de idade. A porcentagem de tecido conjuntivo foi maior
no grupo VitD/VitD (+9,52%, p<0.0001) quando comparado ao grupo SC/SC (Figuras 21 e
22, Tabela 6). Em contrapartida, a porcentagem dos espacos sinusoidais (-21,54%, p=0,0002)
foi menor no grupo VitD/VitD em comparacdo com o grupo SC/SC (Figuras 21 e 22, Tabela
6).

Figura 21 - Gréficos das porcentagens de tecido conjuntivo e dos espacos sinusoidais no
COrpo cavernoso
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Legenda: Porcentagem de tecido conjuntivo (A) e porcentagem de espagos sinusoidais (B); SC/SC,
grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram expressos como média + DP.
SC/SC (n=8, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As diferencas
significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.



79

Figura 22 — Porcentagens de tecido conjuntivo e dos espagos sinusoidais no corpo cavernoso

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade
(coloragdo tricrdmico de Masson, 400x). (A) grupo dieta padrdo nos periodos
perinatal e pds-natal (SC/SC, n=8, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=8, 25 campos por
animal). Houve aumento da porcentagem de tecido conjuntivo e diminuicdo da
porcentagem dos espacos sinusoidais no grupo VitD/VitD.

Nota: As cabecas de seta indicam 0s espacos sinusoidais e as setas mostram o tecido

conjuntivo.

Fonte: A autora, 2018.
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O resultado obtido na avaliagdo da imunohistoquimica anti- alfa-actina de musculo
liso mostrou, que a porcentagem de musculo liso no corpo cavernoso foi maior no grupo
VitD/VitD (+25,19%, p<0,0001) do que no grupo SC/SC (Figuras 23 e 24, Tabela 6).

Figura 23- Gréfico da porcentagem de musculo liso no corpo cavernoso
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram expressos como média £DP.
SC/SC (n=8, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As diferencas

significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.
Fonte: A autora, 2018.



Figura 24 - Porcentagem de musculo liso no corpo cavernoso

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos filhotes aos quatro meses de idade
(imunohistoquimica anti-alfa actina de musculo liso, 400x). Em (A) grupo dieta
padrdo nos periodos perinatal e pos-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B)
grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD,
n=5, 25 campos por animal).

Nota: As setas mostram a imunomarcacao anti-alfa actina de masculo liso nas fotomicrografias
do corpo cavernoso. Houve aumento da porcentagem das células musculares lisas no
grupo VitD/VitD em relacdo ao grupo SC/SC.

Fonte: A autora, 2018.
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Além disso, a porcentagem de fibras elasticas foi menor no grupo VitD/VitD (-
14,83%, p=0,0009) em comparacdo com o grupo SC/SC (Figuras 25 e 26, Tabela 6),

respectivamente.

Figura 25- Gréfico da porcentagem de fibras elasticas no corpo cavernoso
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram expressos como média + DP.
SC/SC (n=8, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As diferencas
significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.



Figura 26 - Porcentagem de fibras elasticas no corpo cavernoso

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade
(técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidagdo com oxona, 1000x).
Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal (SC/SC, n=5, 25
campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal
e poés-natal (VitD/VitD, n=7, 25 campos por animal). Houve diminui¢do da
porcentagem de fibras elasticas no grupo VitD/VitD.

Nota: As setas mostram as fibras elasticas no corpo cavernoso.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.5 Proliferacdo celular

Na analise da técnica de imunohistoquimica anti-PCNA o grupo VitD/VitD (+17,39%,
p= 0,0161) apresentou aumento da proliferagcdo celular em relagdo ao grupo SC/SC (Figuras
27 e 28, Tabela 6).

Figura 27- Gréfico da proliferacdo celular no corpo cavernoso
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram expressos como média +DP.
SC/SC (n=8, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As diferencas
significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018



Figura 28 - Proliferagdo celular no corpo cavernoso

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade
(Imunohistoquimica anti-PCNA, 400x). Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos
perinatal e pés-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por
animal). Houve aumento da proliferacdo celular no grupo VitD/VitD. PCNA,
antigeno nuclear de proliferacdo celular.

Nota: As setas indicam a imunomarcagao anti-PCNA.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.6 _Corpo esponjoso

No que diz respeito as avaliacdes histomorfométricas do corpo esponjoso, a sua area foi
maior no grupo VitD/VitD (+10%, p=0,0015) em comparagdo com o grupo SC/SC (Figura 29
e Tabela 6).

Figura 29- Gréfico da &rea do corpo esponjoso
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrédo nos periodos perinatal e pds-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados foram expressos como média £
DP. SC/SC (n=8, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As
diferencas significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.
Fonte: A autora, 2018.
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Houve aumento na porcentagem de tecido conjuntivo no grupo VitD/VitD (+16%,
p<0,0001) quando comparado ao grupo SC/SC (Figuras 30 e 31, Tabela 6). A porcentagem de
musculo liso foi maior no corpo esponjoso dos animais do grupo VitD/VitD (+21%,
p=0,0074) em relacdo ao grupo SC/SC (Figuras 30 e 32, Tabela 6).

Figura 30 - Gréficos das porcentagens de tecido conjuntivo e musculo liso no corpo espon;joso
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Legenda: Houve aumento das porcentagens de tecido conjuntivo (A) e masculo liso (B) no grupo
VitD/VitD. SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal; VitD/VitD, grupo
dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pos-natal. Os dados foram expressos como
média + DP. SC/SC (n=8, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As
diferencas significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.



Figura 31 - Porcentagem de tecido conjuntivo no corpo esponjoso

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade
(coloragdo de tricrdmico de Masson, 1000x). (A) grupo dieta padrdo nos periodos
perinatal e pos-natal (SC/SC, n=8, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita
em vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=8, 25 campos por
animal). Houve aumento da porcentagem de tecido conjuntivo no corpo esponjoso
do grupo VitD/VitD.

Nota: As setas mostram o tecido conjuntivo.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 32 - Porcentagem de musculo liso no corpo esponjoso

Legenda: Fotomicrografias mostrando o aumento da porcentagem de musculo liso no corpo
esponjoso dos animais que receberam a dieta restrita em vitamina D.
(Imunohistoquimica anti-alfa actina de musculo liso, 1000x). Em (A) grupo dieta
padrdo nos periodos perinatal e pos-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B)

grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal (VitD/VitD,
n=5, 25 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcacéo anti-alfa actina de musculo liso.
Fonte: A autora, 2018.
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N&o houve diferenca na porcentagem de fibras el&sticas no corpo esponjoso entre 0s
grupos SC/SC e VitD/VitD (Figura 33 e 34, Tabela 6). Entretanto, a avaliagdo da tdnica
albuginea do corpo esponjoso revelou que a porcentagem de fibras elasticas foi menor no
grupo VitD/VitD (-12%, p<0,0001) quando comparado com o grupo SC/SC (Figuras 33 e 35,
Tabela 6).

Figura 33 - Gréafico das porcentagens de fibras elasticas no corpo esponjoso e na tlnica

albuginea do corpo esponjoso
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Legenda: Os graficos mostram que ndo houve diferenca na porcentagem de fibras elasticas no corpo
esponjoso (A). Contudo, houve reducdo da porcentagem de fibras elasticas na tunica
albuginea do corpo esponjoso (B). SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e
pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pos-
natal. Os dados foram expressos como média + DP. SC/SC (n=8, 25 campos por animal);
VitD/VitD (n= 8, 25 campos por animal). As diferencas significativas estdo indicadas na
figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.



Figura 34 - Porcentagem de fibras elasticas no corpo esponjoso

Legenda: Fotomicrografias do corpo esponjoso dos animais aos quatro meses de idade (técnica
de resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidagdo com oxona, 1000x). Em (A)
grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal (SC/SC, n=8, 25 campos por
animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal
(VitD/VitD, n=7, 25 campos por animal). N&o houve diferenca na porcentagem de
fibras elasticas no grupo VitD/VitD.

Nota: As setas mostram as fibras elasticas no corpo esponjoso.

Fonte: A autora, 2018.

91



Figura 35 - Porcentagem de fibras elasticas na tanica albuginea do corpo esponjoso

Legenda: Fotomicrografias da tunica albuginea do corpo esponjoso dos animais aos quatro
meses de idade (técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidagdo com
oxona, 1000x). Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal (SC/SC,
n=8, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos
perinatal e pds-natal (VitD/VitD, n=7, 25 campos por animal). Houve reducdo na
porcentagem de fibras elasticas no grupo VitD/VitD.

Nota: As setas mostram as fibras elasticas na tinica albuginea do corpo esponjoso.

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 6 - Dados do pénis dos filhotes aos quatro meses de idade

Dados do pénis SC/SC VitD/VitD p
Morfometria

A (mm?) 6,51+ 1,35 6,15 + 1,02 0,0083
CC com TA (mm?) 4,51 +0,95 4,19+ 0,69 0,0007
CCsem TA (mm?) 2,17 £ 0,54 2,05+0,32 0,0133
TA (mm?) 2,34+ 0,45 2,13+ 0,45 0,0001
CE (mm?) 0,97 £0,12 1,02+0,13 0,0015
Corpo cavernoso

Tecido conjuntivo (%) 62,58 + 13,81 68,54 £ 12,31 <0,0001
Mdsculo liso (%) 8,55+3,49 10,70 £ 3,70 <0,0001
Espagos sinusoidais (%) 22,24 + 16,57 17,45 £ 8,33 0,0002
Fibras elasticas (%) 5,09+1,72 4,33+1,93 0,0009
PCNA (células/mm?) 4,63x10™ + 2,72x10* 5,41x10*% + 2,58x10 0,0161
Corpo esponjoso

Tecido conjuntivo (%) 59,04 + 15,40 68,62 + 14,79 <0,0001
Madsculo liso (%) 4,85+ 2,61 5,87 £ 3,30 0,0074
Fibras elasticas (%) 19,40 £9,42 19,73 £8,10 ns
Fibras elasticas na tinica albuginea (%) 24,59 + 6,79 21,00 + 6,48 <0,0001

Legenda: Os dados foram apresentados como média + desvio padrao e as diferencas foram testadas com
teste- t ndo pareado (p <0,05). AbreviacBes: A, area do corte transversal do pénis; CC com TA,
area do corpo cavernoso com tunica albuginea; CC sem TA, area do corpo cavernoso sem tdnica
albuginea; TA, tunica albuginea; CE, corpo esponjoso; PCNA, antigeno nuclear de proliferacao

celular; ns, ndo significativo.
Fonte: A autora, 2018.
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4.3.7 AlteracOes histomorfoldgicas na artéria dorsal do pénis

N&o houve diferenca na area da artéria dorsal entre os grupos SC/SC e VitD/VitD. A
area da tGnica média da artéria dorsal foi maior no grupo VitD/VitD (+45,82%, p=0,0156)
quando comparado com o grupo SC/SC (Figuras 36 e 37, Tabela 7). A area do limen da
artéria dorsal foi menor no grupo VitD/VitD (-47,28%, p=0,0040) em relacdo ao grupo SC/SC
(Figuras 36 e 37, Tabela 7). Consequentemente, a razdo entre as areas da tlnica média e a
area do lumen da artéria dorsal foi maior nos animais do grupo VitD/VitD (+164,69%,
p<0,0001) (Figura 36 e Tabela 7). A densidade nuclear na tinica média da artéria dorsal foi

similar em ambos 0s grupos experimentais (Tabela 7).
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Figura 36 - Graficos das areas da tunica média, do limen e razdo tanica média / limen da

artéria dorsal
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Legenda: Os graficos mostram que houve aumento na area da tlnica média (A) e reducgdo na area do limen
da artéria dorsal (B) o que resultou no aumento da razdo entre as areas da tUnica média e do
limen da artéria dorsal (C). SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal;
VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal. Os dados
foram expressos como média + DP. SC/SC (n=5, 10 campos por animal); VitD/VitD (n= 5, 10
campos por animal). As diferengas significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme
teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.



Figura 37- Areas da artéria dorsal, da tinica média e do limen da artéria dorsal

Legenda: Fotomicrografias das areas da artéria dorsal, da tinica média e do limen da artéria
dorsal. (Imunohistoquimica anti-alfa-actina de musculo liso, 600x). Em (A) grupo
dieta padrdo nos periodos perinatal e p6s-natal (SC/SC, n=5, 5 campos por animal);
(B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal (VitD/VitD,
n=5, 5 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcacao anti-alfa-actina de musculo liso.
Fonte: A autora, 2018.
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A altura da lamina limitante elastica interna da artéria dorsal foi menor nos animais do
grupo VitD/VitD (-28,11%, p<0,0001) em relacdo ao grupo SC/SC (Figura 38 e Tabela 7). O
grupo VitD/VitD (-30,36%, p=0,0073) apresentou reducdo na porcentagem de fibras elasticas

na artéria dorsal em comparacdo com o grupo SC/SC. (Figuras 38 e 39, Tabela 7).

Figura 38 - Graficos da altura da lamina limitante elastica interna e porcentagem de fibras

elasticas na artéria dorsal
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Legenda: Os graficos mostram que houve aumento na area da tGnica média (A) e reducdo na area
do limen da artéria dorsal (B) o que resultou no aumento da razao entre as areas da tdnica
média e do limen da artéria dorsal (C). SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal
e pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-
natal. Os dados foram expressos como média + DP. SC/SC (n=5, 10 campos por animal);
VitD/VitD (n= 5, 10 campos por animal). As diferencas significativas estdo indicadas na
figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.



Figura 39 - Porcentagem de fibras el&sticas na artéria dorsal

Legenda: Fotomicrografias mostrando a reducdo da porcentagem de fibras elasticas na
artéria dorsal (técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidacédo com
oxona, 600x). Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-natal
(SC/SC, n=5, 5 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos
periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=5, 5 campos por animal).

Nota: As setas mostram as fibras elasticas na tinica albuginea do corpo esponjoso.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.8 AlteracOes histomorfoldgicas na veia dorsal profunda

A érea da veia dorsal profunda foi menor no grupo VitD/VitD (-58,26%, p=0,0010)
em comparacdo com o grupo SC/SC (Figuras 40 e 41, Tabela 7).

Figura 40 — Gréfico da area da veia dorsal profunda
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Legenda: O grafico mostra que a area da veia dorsal profunda foi menor no grupo que recebeu a
dieta restrita em vitamina D. SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pds-
natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal.
Os dados foram expressos como média + DP. SC/SC (n=5, 5 campos por animal);
VitD/VitD (n= 5, 5 campos por animal). As diferengas significativas estdo indicadas na
figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.
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41- Area da veia dorsal profunda

Legenda: Fotomicrografias das areas da veia dorsal profunda. (Imunohistoquimica anti-alfa-
actina de muasculo liso, 100x). Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e
pos-natal (SC/SC, n=5, 5 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina
D nos periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=5, 5 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcagao anti-alfa-actina de musculo liso.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.9 Porcentagem de vasos

A porcentagem de vasos foi maior no corpo cavernoso (+43,44%, p=0,0061) e
também no corpo esponjoso (+53,57%, p<0,0001) no grupo VitD/VitD em relagdo ao grupo
SC/SC (Figuras 42, 43 e 44, Tabela 7), respectivamente. Observou-se uma reducdo na
porcentagem de vasos na regido dorsal (-26,47%, p=0,0047) nos animais do grupo VitD/VitD
(Figuras 42 e 45, Tabela 7).
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Figura 42- Graficos da porcentagem de vasos nos corpos cavernoso, esponjoso e regido dorsal
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Legenda: A porcentagem de vasos foi maior nos corpos cavernoso (A) e esponjoso (B) e menor na
regido dorsal (C) no grupo VitD/VitD. SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e
pos-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-
natal. Os dados foram expressos como média + DP. SC/SC (n=5, 25 campos por animal);
VitD/VitD (n= 5, 25 campos por animal). As diferencas significativas estdo indicadas na
figura (p<0,05), conforme teste-t ndo pareado.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 43 - Porcentagem de vasos no corpo cavernoso

Legenda: Fotomicrografias mostrando uma maior porcentagem de vasos no corpo cavernoso
do grupo VitD/VitD. (Imunohistoquimica anti-alfa-actina de musculo liso, 400x).
Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pés-natal (SC/SC, n=5, 25
campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal
e pos-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcacéo anti-alfa actina de masculo liso.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 44 - Porcentagem de vasos nNo COrpo esponjoso

Legenda: Fotomicrografias mostrando maior porcentagem de vasos no corpo esponjoso dos
animais que receberam a dieta sem vitamina D. (Imunohistoquimica anti-alfa-
actina de muasculo liso, 1000x). Em (A) grupo dieta padrao nos periodos perinatal e
pos-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em
vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por
animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcacgéo anti-alfa-actina de musculo liso.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 45 - Porcentagem de vasos na regido dorsal

Legenda: Fotomicrografias mostrando menor porcentagem de vasos na regido dorsal nos
animais que receberam a dieta sem vitamina D. (Imunohistoquimica anti-alfa-actina
de musculo liso, 600x). (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pés-natal
(SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos
periodos perinatal e pés-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcacao anti-alfa-actina de musculo liso.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3.10 Porcentagem de nervos

N&o houve diferenca na porcentagem de nervos no COrpo cavernoso € no corpo
esponjoso entre os grupos SC/SC e VitD/VitD (Figuras 46, 47 e 48, Tabela 7),
respectivamente. No entanto, a porcentagem de nervos foi menor na regido dorsal nos animais
do grupo VitD/VitD (-24,43%, p<0,0001) quando comparado com 0s animais do grupo
SC/SC (Figuras 46 e 49, Tabela 7).
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Figura 46 - Gréaficos da porcentagem de nervos nos corpos cavernoso, esponjoso € na regiao
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Legenda: A porcentagem de nervos foi menor apenas na regido dorsal no grupo que recebeu a dieta restrita
em vitamina D (C). SC/SC, grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal; VitD/VitD,
grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pés-natal. Os dados foram expressos
como média £ DP. SC/SC (n=5, 25 campos por animal); VitD/VitD (n= 5, 25 campos por
animal). As diferencas significativas estdo indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t ndo

pareado.
Fonte: A autora, 2018.



Figura 47- Porcentagem de nervos no corpo cavernoso

Legenda: Fotomicrografias mostrando que ndo houve diferenca na porcentagem de nervos no
COrpo cavernoso entre 0s grupos experimentais. (Imunohistoquimica anti-tubulina
33, 600x). Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pés-natal (SC/SC,

n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos
perinatal e pds-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).
Nota: As setas indicam a imunomarcagéo anti-tubulina 3.
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 48- Porcentagem de nervos no corpo esponjoso

Legenda: Fotomicrografias mostrando que ndo houve diferenca na porcentagem de nervos no
COrpo esponjoso entre 0s grupos experimentais. (Imunohistoquimica anti-tubulina 3,
600x). Em (A) grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e p6s-natal (SC/SC, n=5, 25
campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e
pos-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcagéo anti-tubulina 3.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 49- Porcentagem de nervos na regido dorsal

Legenda: Fotomicrografias mostrando que houve reducdo na porcentagem de nervos na regiao
dorsal no grupo VitD/VitD. (Imunohistoquimica anti-tubulina B3, 600x). Em (A)
grupo dieta padrdo nos periodos perinatal e pos-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por
animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos periodos perinatal e pds-natal
(VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).

Nota: As setas indicam a imunomarcagéo anti-tubulina 33.

Fonte: A autora, 2018.



Tabela 7 - Dados dos vasos e nervos do pénis dos filhotes aos quatro meses de idade
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Dados SC/SC VitD/VitD p
Morfometria

Area AD (um2) 7398,00 + 1617,00 7654,00 + 954,30 ns
TM da AD (um?) 3263,00 £ 742,00 4758,00 = 801,70 0,0156
Luimen da AD (um?) 4632,00 = 1533,00 244200 £ 628,30 0,004
TM da AD/ Lamen da AD 0,91 +0,05 2,41 +0,15 <0,0001
Densidade nuclear TM da AD (ndcleos/um2) 0,007 + 0,002 0,004 + 0,001 ns
Fibras elasticas na AD (%) 24,93 £5,90 19,05+ 7,39 0,0073
Altura limitante elastica interna da AD (um) 2,17 0,70 1,56 + 0,48 <0,0001
VDP (um?) 281608,00 + 123697,00 117532,00 + 25959,00 0,001
Vasos CC (%) 244 +119 3,50 £ 2,26 0,0061
Vasos CE (%) 3,08 £1,08 4,73+1,12 <0,0001
Vasos RD (%) 12,58 + 9,84 9,25 +5,78 0,047
Nervos CC (%) 7,37 £4,28 8,01 + 3,07 ns
Nervos CE (%) 10,92 £ 5,27 12,27 £5,14 ns
Nervos RD (%) 22,22 £ 8,51 16,79+ 7,73 <0,0001

Legenda: SC/SC, grupo dieta padrédo; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D; AD, artéria dorsal; TM da AD, tunica
média da artéria dorsal; VDP, veia dorsal profunda; CC, corpo cavernoso; CE, corpo esponjoso; RD, regido
dorsal; ns, ndo significativo. Os dados foram apresentados como média + DP. As diferencas entre 0s grupos
foram testadas com o teste-t ndo pareado. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Fonte: A autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

A exposicdo a dieta restrita em vitamina D durante a gestacdo, lactacdo e vida pos-
natal promoveu alteracdes significativas na morfologia do pénis na prole adulta tais como: o
aumento das porcentagens de tecido conjuntivo, de musculo liso e de vasos nos corpos
cavernoso e esponjoso, reducdo da porcentagem dos espacos sinusoidais no corpo cavernoso,
diminuicdo da porcentagem de fibras elésticas no corpo cavernoso e na tinica albuginea do
corpo esponjoso, aumento da proliferacdo celular no corpo cavernoso, incremento da tunica
média da artéria dorsal e diminuicdo da porcentagem de vasos e nervos na regido dorsal.
Além disso, também foram observadas alteragdes metabdlicas como a intolerancia a glicose,
hiperinsulinemia de jejum e aumento da presséo arterial sistolica.

Os resultados observados mostram que a restricdo de vitamina D durante os periodos
perinatal e pos-natal é um fator importante na inducdo de modificacdes penianas que podem
contribuir para o desenvolvimento da DE na prole adulta. Contudo, a avaliagdo da
funcionalidade do pénis ndo foi realizada, essa € uma das limitacdes do presente estudo.

As alteracbes metabdlicas e na morfologia do pénis evidenciam efeitos deletérios na
salde da prole que podem ser atribuidos a restricdo de vitamina D nos periodos perinatal e
pos-natal. Uma vez que, ndo houve diferencas no ganho ponderal total durante a gestacéo,
glicemia e insulina séricas, ingestdo e eficiéncia alimentar avaliadas nas mées. Ademais, ao
nascimento e desmame ndo houve diferencas na MC, CNA e glicemia entre os filhotes
provenientes das maes SC e das mades VitD. Resultados semelhantes também foram
encontrados em estudo prévio (NASCIMENTO et al., 2012). Além disso, a dieta restrita em
vitamina D, consumida durante seis semanas anteriores ao acasalamento, durante a gestacéao e
lactacdo, reduziu os niveis séricos de 25(OH)D3 nas mades. Portanto, os filhotes também
foram afetados, e mostraram uma reducdo significativa nos niveis séricos de vitamina D na
idade adulta. Esse resultado € uma consequéncia tanto da exposi¢do a dieta materna sem
vitamina D durante a gestacdo e lactacdo quanto da dieta recebida do desmame até os 4 meses
de idade.

Os grupos ndo apresentaram diferencas na MC, CNA e glicemia ao nascimento e
desmame. Contudo, os animais do grupo VitD/VitD apresentaram-se mais pesados a partir da
quarta semana de idade e mantiveram esse comportamento até o final da décima quarta
semana. Esse achado evidencia um ganho de MC excessivo na fase inicial da vida. O ganho

de MC precoce excessivo estd associado ao surgimento tardio de complicacGes metabolicas e
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doencgas cronicas (REICHETZEDER et al., 2014). A deficiéncia de vitamina D durante a
gestacdo estd associada com o desenvolvimento de doengas crbnicas na prole, incluindo
obesidade, HAS e diabetes mellitus (REICHETZEDER et al., 2014).

Um dos principais aspectos da programacdo fetal € o desenvolvimento de
caracteristicas da Smet na idade adulta, tais como a intolerancia a glicose e HAS que foram
observadas no grupo VitD/VitD (REICHETZEDER et al., 2016). O metabolismo de
carboidratos foi alterado. O grupo VitD/VitD apresentou hiperglicemia de jejum,
hiperinsulinemia, incremento do HOMA-IR e aumento da ASC do TOTG, o que denota
intolerdncia a glicose. Esses resultados estdo em concordancia com estudos publicados
(MAIA-CECILIANO et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2013).

Em roedores, a restricdo materna de vitamina D causa Rl com hipertrofia da ilhota
pancreatica (NASCIMENTO et al., 2013), sendo essa hipertrofia uma possivel explicacdo
para a hiperinsulinemia observada nos animais do grupo VitD/VitD como um efeito
compensatorio, na tentativa de manter a homeostase glicémica. Além disso, outros estudos
sugerem que a restricdo de vitamina D durante a gestacdo se reflete sobre o metabolismo de
carboidratos ocasionando RI, intolerancia a glicose e aumento do NF-KR que esta associado
com o0 aumento da inflamacgdo apds o nascimento (ZHANG et al., 2014). O NF-KRB é um
potente indutor da transcricdo de genes de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral-a. e a interleucina-6, que atuam como antagonistas a acdo da insulina
contribuindo para o desenvolvimento da RI (SHOELSON, LEE, GOLDFINE, 2006).

Outra possivel explicacdo para a perda do controle glicémico, ja descrita na literatura,
é 0 aumento da atividade do SRA no pancreas devido a deficiéncia de vitamina D levando ao
consequente aumento da inflamacéao e do estresse oxidativo (CHENG, BOUCHER, LEUNG,
2013).

O aumento da PAS observado no grupo VitD/VitD aos trés meses de idade esta em
concordancia com um estudo prévio onde a prole exposta a restricdo de vitamina D, em
periodos criticos do seu desenvolvimento, apresentou elevacdo da PAS no mesmo periodo
(NASCIMENTO et al., 2012). Os animais do grupo VitD/VitD apresentaram
hiperinsulinemia que induz o aumento da retencdo renal de sodio, da atividade simpatica e
estimula a proliferacdo das células musculares lisas da parede arterial (DIBONA, 2005).
Portanto, essa alteracdo metabolica também estd relacionada com a elevacdo da PAS
observada no grupo VitD/VitD.

Atualmente existem poucos estudos discutindo os efeitos da restricdo de vitamina D

no inicio da vida e no periodo pos-natal sobre a morfologia do pénis. O presente estudo
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verificou que a restri¢cdo de vitamina D nos periodos perinatal e pos-natal induziu alteraces
metabdlicas que constituem fatores de risco para o desenvolvimento de DE. Barassi e
colaboradores (2014) mostraram que pacientes com DE apresentam deficiéncia de vitamina
D, e que baixos niveis de vitamina D promovem disfuncdo endotelial o que pode aumentar o
risco de DE (BARASSI et al., 2014).

O grupo que recebeu a dieta sem vitamina D apresentou hiperglicemia de jejum,
hiperinsulinemia e PAS elevada. Essas alteraces metabolicas também estdo associadas a
disfuncéo endotelial e sdo fatores de risco para o inicio da DE (BARASSI et al., 2014). Essas
alteracdes sinalizam a importancia de investigar os efeitos da restricdo de vitamina D na
morfologia do pénis (MUSICKI et al., 2015).

Os niveis de vitamina D durante a gestacdo influenciam as reservas do feto. As proles
das mées com hipovitaminose D tém deficiéncia dessa vitamina durante o desenvolvimento
(MULLIGAN et al., 2010). A deficiéncia de vitamina D esta relacionada com a reducéo dos
niveis séricos de testosterona (TAK et al., 2015; WENTZ et al., 2016). As enzimas
metabolizadoras e o receptor da vitamina D foram identificados nos testiculos, indicando que
a vitamina D pode desempenhar um papel na regulacdo da producdo de testosterona
(BLOMBERG JENSEN et al., 2010).

As proles que apresentaram baixos niveis séricos de vitamina D tiveram
consequentemente baixos niveis séricos de testosterona na idade adulta. A restricdo de
vitamina D durante os periodos perinatal e pos-natal resultou na diminuicdo das areas do corte
transversal do pénis, do corpo cavernoso com e sem tunica albuginea e da tunica albuginea.
Foi encontrada uma associagdo positiva entre 0s niveis de vitamina D e 0s niveis séricos de
testosterona (NIMPTSCH et al., 2012; VAN BALLEGOOIJEN et al., 2013). Hofer e
colaboradores (2014) mostraram uma possivel acdo da vitamina D na regulacdo da expressdo
de genes esteroidogénicos e enzimas-chave para a biossintese dos hormonios sexuais,
principalmente da testosterona, que é essencial para a manutencdo da morfologia do pénis
(HOFER et al., 2014). Portanto, a reducgéo das areas do corte transversal do pénis, do corpo
cavernoso com e sem tunica albuginea e da tlnica albuginea pode estar associada a
deficiéncia de vitamina D.

Os animais do grupo VitD/VitD apresentaram aumento da PAS. Estudos tém mostrado
que a HAS esta associada com a diminuicdo de fibras elasticas e reducdo da espessura da
tunica albuginea no pénis de animais hipertensos (NUNES, LABAZI, WEBB, 2012).
Entretanto, a espessura da tunica albuginea ndo foi mensurada. Todavia, no grupo VitD/VitD

a area da tunica albuginea foi menor quando comparada ao grupo SC/SC.
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O aumento na quantidade de tecido conjuntivo no corpo cavernoso € Nno corpo
esponjoso estd relacionado a fibrose e DE (CABRINI et al., 2013). O principal evento
envolvido no desenvolvimento da fibrose é o aumento da expressao do fator transformador de
crescimento beta (TGF- B) (CABRINI et al., 2013). Uma vez que a vitamina D reduz a
atividade inflamatoria e fibrogénica, a deficiéncia dessa vitamina pode ter promovido o
aumento da fibrogénese. O que pode estar relacionado ao aumento da expressdo de TGF B, e
consequentemente com 0 aumento na porcentagem de tecido conjuntivo no corpo cavernoso e
no corpo esponjoso observado no grupo VitD/VitD.

Apesar das células em proliferacdo ndo terem sido identificadas, sabe-se que 0s
fibroblastos sdo as células mais comuns no corpo cavernoso dos ratos, estando esses
provavelmente envolvidos no aumento da proliferacdo celular observado no grupo VitD/VitD
(PINHEIRO et al., 2000). A vitamina D é um horménio antiproliferativo (PLUDOWSKI et
al., 2013). A restrigdo dessa vitamina na dieta levou a um aumento na proliferagdo celular,
que foi observado no grupo VitD/VitD. Esse dado corrobora com o0 aumento da porcentagem
do tecido conjuntivo no corpo cavernoso € no Corpo esponjoso observado nos animais do
grupo VitD/VitD.

O grupo que recebeu a dieta sem vitamina D apresentou hiperglicemia o que induz
glicosilacdo e degradacéo da elastina. 1sso explica a diminuigdo das fibras elésticas no grupo
VitD/VitD (MOSTAFA, SENBEL, MOSTAFA, 2013; SUSIC, 2007). A diminui¢do das
fibras elasticas no corpo cavernoso e na tdnica albuginea do corpo esponjoso 0s tornam
menos resistentes a expansdo durante a erecdo, reduzindo a pressao o que pode causar DE
(LUTTRELL et al., 2008). A diminuicdo da elastina no pénis de pacientes com DE grave foi
documentada em um estudo prévio (COSTA et al., 2006).

Ja esta bem estabelecido na literatura que a deficiéncia de vitamina D estimula 0 SRA
promovendo aumento da expressao da angiotensina Il (ANGII), aumento de espécies reativas
de oxigénio e ativacdo de células inflamatdrias. Esse comportamento inflamatério estimula a
hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas (PACURARI et al., 2014). Cabe ainda
ressaltar que, a vitamina D regula a producdo da ONS-e e a sintese do ON (ANDRUKHOVA
et al., 2014). Niveis inadequados de vitamina D afetam a biodisponibilidade do ON. O ON
inibe o crescimento de células musculares lisas e esse efeito € mediado pela inibicdo de
proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo celular (PALMER, FERRIGE, MONCADA,
1987). Esses dois fatores explicam o aumento nas areas de muasculo liso no corpo cavernoso e

no corpo esponjoso encontrados no grupo VitD/VitD.
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O crescimento dos elementos que constituem o0 corpo cavernoso, como o tecido
conjuntivo e o musculo liso, pode ter resultado em uma reducdo da &rea dos espagos
sinusoidais no grupo VitD/VitD. As mudancas nesses elementos levam a rigidez trabecular e
a alteracGes nas propriedades mecéanicas, que também resultam em DE (COSTA et al., 2006).

A dieta restrita em vitamina D administrada durante a gestacdo, lactacdo e vida pds-
natal também induziu alteragdes estruturais e quantitativas nos vasos e nervos do pénis da
prole adulta. Os animais que receberam a dieta restrita em vitamina D apresentaram
hiperglicemia, hiperinsulinemia, elevacio do HOMA-IR e intolerdncia a glicose. Esses
resultados estdo em concordancia com estudo ja publicado (NASCIMENTO et al., 2013).

A hiperinsulinemia que foi observada no grupo VitD/VitD, tem um efeito hipertréfico
nas células musculares lisas (HITOMI et al., 2011). Esse fator certamente contribuiu na
hipertrofia da tinica média da artéria dorsal. O aumento da area da tinica média teve como
consequéncia a diminuigdo do limen e 0 aumento da razéo entre as &reas da tinica média e do
limen da artéria dorsal. A densidade nuclear na tinica média da artéria dorsal foi similar em
ambos 0s grupos experimentais o que corrobora a hipertrofia da tunica media da artéria dorsal
observada no grupo VitD/VitD. A hipertrofia da tdnica média e a reducdo dos espacos
sinusoidais podem diminuir o suprimento sanguineo para os tecidos penianos, 0 que pode
afetar a hemodinamica do 6rgéo, levando a DE.

Niveis séricos reduzidos de testosterona estdo associados com alteracdes morfoldgicas
no pénis (SHEN et al.,, 2003). Na deficiéncia de vitamina D o0s niveis de testosterona
encontram-se diminuidos (RAFIQ et al., 2016a). A diminuicdo da area do corte transversal do
pénis foi observada em ratos submetidos & restricdo de vitamina D nos periodos perinatal e
pos-natal (FERNANDES-LIMA et al., 2018). A reducdo da area da veia dorsal profunda esta
associada, portanto as alteracdes nos niveis séricos de testosterona e consequente a dieta
restrita em vitamina D.

O grupo VitD/VitD apresentou reducdo da area ocupada pelos nervos na regido dorsal.
A dieta sem vitamina D pode ter induzido essas modificacGes no pénis da prole adulta porque
a restricdo dessa vitamina altera a expressdo de genes relacionados com a sintese de fatores
neurotroficos e neuroprotetores (HAWES et al., 2015). Esses fatores apoiam o crescimento,
sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurdnios tanto em desenvolvimento como maduros o que
poderia explicar a reducdo da area ocupada pelos nervos na regido dorsal observada no grupo
VitD/VitD (EYLES et al., 2003; HAWES et al., 2015).

Um estudo prévio mostrou que roedores nascidos de maes que foram submetidas a

restricdo de vitamina D no periodo pré-natal e/ou durante a gestacdo apresentam reducao na
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expressdo de fatores neurotréficos (EYLES et al., 2003). A reducdo da area ocupada pelos
nervos na regido dorsal pode ser explicada também pela reducdo dos niveis séricos de
testosterona que esta associada a dieta restrita em vitamina D (NIMPTSCH et al., 2012).
Armagan e colaboradores (2008) mostraram que a privacdo de testosterona promove
alteracdes na bainha de mielina e nos axénios do nervo dorsal do pénis indicando degeneracao
nervosa (ARMAGAN, HATSUSHI, TOSELLI, 2008). Esses dados mostram o papel
neuroprotetor da testosterona nos nervos periféricos (ARMAGAN, HATSUSHI, TOSELLI,
2008). Baba e colaboradores (2000) também mostraram que a reducdo dos niveis séricos de
testosterona altera a area ocupada pelas fibras nervosas e induz a diminui¢do do nimero de
fibras nervosas contendo 6xido nitrico sintetase neuronal (ONS-n) nos nervos dorsais (BABA
et al., 2000).

A deficiéncia de vitamina D promove alteracdes nas isoformas da ONS-e e da ONS-n
que comprometem a producdo do ON. O ON é um importante vasodilatador e antioxidante. A
reducdo da disponibilidade do ON pode causar lesdes oxidativas e destruicdo dos nervos,
explicando a reducdo da area ocupada por eles na regido dorsal no grupo VitD/VitD (ZHONG
et al., 2013). Os animais alimentados com a dieta sem vitamina D apresentaram hiperglicemia
e RI que sdo alteracBes metabolicas associadas com o aumento do estresse oxidativo. A
hiperglicemia induz o aumento da formacgdo de produtos finais de glicosilacdo avancada e
diminui a sintese de ON (DARLEY-USMAR, WISEMAN, HALLIWELL, 1995). A
hiperglicemia esta associada a reducdo da expressdo da ONS-n nos nervos dorsais do pénis de
ratos diabéticos (WANG et al., 2015b). A RI também induz estresse oxidativo, lesbes nas
fibras nervosas e reducdo de nervos em roedores (ZHONG et al., 2013). Esses dados
corroboram a reducdo da porcentagem de nervos observada na regido dorsal no grupo
VitD/VitD que apresentou hiperglicemia e RI.

A reducdo da area ocupada pelos vasos e nervos na regido dorsal mostra que os tecidos
do pénis foram afetados de formas diferentes pela dieta sem vitamina D, provavelmente
devido a heterogeneidade celular. Além disso, esses dados podem sugerir que a dieta restrita
em vitamina D pode potencialmente afetar a artéria cavernosa e seus ramos bem como, 0s
nervos cavernosos. Todos esses fatores comprometem a transmissao dos estimulos sexuais do
pénis para o cérebro, a transmissdo das respostas neurologicas e a velocidade de conducéo e
podem promover a DE (ARMAGAN, HATSUSHI, TOSELLI, 2008).
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CONCLUSAO

A dieta restrita em vitamina D administrada durante os periodos perinatal e pds-natal
promoveu o aumento de tecido conjuntivo, masculo liso, reducdo dos espacos sinusoidais e
das fibras elasticas no pénis da prole, o que pode comprometer o fluxo sanguineo e resisténcia
do tecido e, portanto, prejudicar a erecdo. A restricdo de vitamina D também induziu
alteracdes na morfologia dos vasos e nervos penianos com diminuicdo das fibras elasticas,
hipertrofia da tinica média da artéria dorsal e reducdo da area ocupada pelos vasos e nervos
na regido dorsal. Esses dados podem sugerir que a dieta restrita em vitamina D pode
potencialmente afetar a artéria cavernosa e seus ramos bem como, 0S nervos cavernosos.
Assim, o presente estudo mostrou que a vitamina D é um importante micronutriente associado
a protecdo da citoarquitetura peniana. Os resultados desse trabalho indicam a importancia de
niveis séricos adequados de vitamina D durante a gestacdo, lactacdo e vida pos-natal que séo,

portanto, fundamentais para manter a integridade da morfologia peniana em animais adultos.
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COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS

CERTIFICADO
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Research Article

Effects of Vitamin D Restricted Diet Administered during
Perinatal and Postnatal Periods on the Penis of Wistar Rats

Flivia Fernandes-Lima,' Bianca M. Gregério,' Fernanda A. M. Nascimento,"*
Waldemar S. Costa,' Carla B. M. Gallo," and Francisco J. B. Sampaio’
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Acad Editor: Masiene Benchimel
Cnnn#0)ﬂFhmﬁtn-b-h_nim-umqmmndlm_hIthrum&-nmhrﬁm

P d we, distriy cprud in smy mediam, provided the orgpmal work & properly
cnd.
Vitamin D def y " mp and mfants Thcpnﬂn&—dlnmnmcdncaxnu‘m::
Dmhnl&h'nhr_m phology. Mather rats d cxher dard dict (SC) wr vitamm D
mntd(\nnlmNhnhd“mwwﬁ'lx“mxmhu.ﬂwhSCM)deuDN’uD(Im
VitD moders, fed with VD dict). After cuth t2ep wers d for b dyein. The VaD/VieD
offwpring duplayed bolic ch and red: m&rmmudmdhpmu.u-pn tunica albag:

-ﬂn:m-nhmcﬂhmp_, =g Toe oo, h meascle, and cell percentages were greatsr
= e corpes cavernoaus and corpas sposgeovsm in the VIINVID ofpring, The percestapes of snmoadal spaces and dastic
Sbers in the compus crvernmum decrvaoed. mm:hnm‘mmdlbmmu&\%ﬂﬁw

offpring were reduced Vitamn D restrxctaon durssg p land p bolic and structeral chasges and
m“wd“n&mkh‘muhm-d&aﬁha‘qu Theoe fndings suggest o vidasin
Dxan tmp in g the oy of the penie.

L. Introduction Vit D acts ce caldum and phesphorus b i

Vitamin D defidency in pregnast women and infants is a
global health peoblens [1]. Low matemald serum vitamin D
Sevels bs assockaed with adverse cutcomes of pregrancy sach
as dntrauterine growth restriction and neonatal low birth
weight [2].

Microsutrients such & many vitemins regulate the
expuesalon of key genes involved in growth and peoliferation
and in the functional antribeies of specific oegans |3 The lit-
erature polsts out that the microautrient imbalance nsay also
affect the development of the androgen-dependent orgass,

m.hnpedslll

The formution of the pends is & dent oo asdy
hormones during the development oltk npmdnm\t syx-
tens. In addition, androgens must act during the late fetal
period andfor postsatal period to foster growth of the penis
isk

uvmllnso.boﬁemabdhm.ndpnﬁxnudm extra
bone fussctions [6-8|. The active form of vit D is produced
peimardy in the kidmeys and circulases i the blood and biads
tw lts receptor peesent in the ool of almost all tisewes 9],
Currently, vit D bs considered & potesst steroid hormone that
pramotes effects oo the various organs, including the penis
f10, 11}

The biokogical activities of vit D are modisted by irs
recepior (VDR). VDR and the enxymes that metabolize vit D
arcexpreised inthe testis, X semslnal vesicke,
peastate, and kideey, which indicates the lmpoetance of this
vitamin in the urogenital system and in reproduction [12,13].
Vit D i considered an essential micronutsient, important for
ssaintaining vital fusctions, indudieg penile erection (M.

Vit D deficiency bs associated with atherogenic dyslipi-
demia, dubetes melitug, and reduced seram testosterone
levels that are sssociated with endothdial dysfunction and are
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classic risk Gacvers for the ancet of erentile dysfanction [15].
These metabolic change are dssockated with veiis

of the corpus cavernosums, with demige o endothelial
and with decreased production of nitric xide (W), which
i et il for mainisining erection |15, 16]. Vi I deficiency
stimitlstes the repin-angiotensin system, which sy inorease
the expresion of anghoiensin IL m:ndunu:n.ﬂumwy
resporne dnd vissulir smooth muscle hypertrophy. In
lwuﬁnmuwiplhd:n&nﬂhhdwkm
symithase ansd MO [16].

Reduction of WO ptudimnptﬁtu:wmdu.mnnnd
causes athemsdemsis by prosssing veecommriction, vik-
culer smsenth muscle growth, decressed flwinolysis, and
theambosis |17, 18],

Hypowilamisosis [ acoeniustes ik factars for candis-
wiscular diseases and may bead 1o eveile dysfunciion (ED)
|19, 20 W is possible ny make an associsation of ED with the
first symnploms of aherosderosis and o even LED gt o
ef the possibie predicoers of cardiovascular Ji [2, 22].

Bariisl et al {2014) showed that paticats with ED have
wit [ deficiency and thar this conditios is moee frequent in
patients with atheregenic etidegy for ED 23], Low levels of
wit [ may increase the risk of ED by peomoting endothaial
dysfancrion [13].

Vit I his antipeoliferative influssce on smesath muscle
cells which indicates amiathernscderatic prapertics, probect-
ing from ED |24, 15

Vit [ deficiency is msocianed with redooed seram levels
dunmlﬂ-ﬁﬂ:uﬁhmnﬁdmymﬂ
reduced serums iestenterone, increased thickees of the cav-
erficis artery tanics, decredsed arery ow snd dereased
erectile fumctios [15]

With regard 1o the rodent penis, wed for owr sy, it
is kmewwn that they present rent merphology from the
bumen penis. The trabeculee of the corpors cavernma e
the main tissue structare: of te penis invelved in erection.
They are composed of smooth and endothelial made ool
an extraceliular matrin composed of collagen, dastic system
fibers, amd sinusoidal |26, 27) These spaces are
ﬁ]kdh}'lhﬂdfm:uuwnndpenﬂ:ngmqu:mn‘
Erectiin.

Thee corpus cavernoms of the rat differs from dhat of
bamars by having smaller amsans of smooth miscle cells
and elitic system fibers and amounts of collagen
|27]. The smesoth musde of the rats penis & located in the
perisinusnidal region, whils in man the smooth musde s
mixed with connective amd elistic system fibers 1o form the
teabeculie of the corpori cavermesa |28).

Athough the rar peni these differences wien
mru.pu':dllg:l: penkpt:lhuummm stndies consider
a suitebde mode o investigane the merphologica changes
rewuting frovm pabslogical conditioss [29, 30)

Vicansin I} is an eisential facmor for o normal develop-
ment however, linde & known regarding how vitissin 1
restriction during the perinatal and postsatal periods affects
thegrowth of the effspring’s penises. Therefiare, the aim of this
study wis tiv evaluste the change in morphology of the pesis
caused by restriction in vitmin I} dosing the perinatal and
posnatl pericds in adol Wiaer rit

BiaMed Rescarch [nnermsti ond

X Material and Methods

The protescol wis agpreved by the Ethics Commines for the
Care i Use of Evperimental Animak of the State University
of Rio de Janeine (Peotoce CEUAMNIAI0). The animaks
were placad is an envirosment with incandescent light, with
s nheavioler radistion, to prevent vitissin [ synthess in the
skin.

Femade Wiktar rals, aged siv weeks_ were split ints twa
groups: aandand dist (S0 with vitamis D3, 025 gikg, s = 8)
wnd vitassin D orestrioled St (VD without wilemis 193,
00gkg. i = 9. The diets were prepared in accendance
with the nmritiesal recommendations for sodents by the
American Institutz of Futrition (Table 1) (3]

The females had received the dists for siv weeks before
gestation, and, hemce, vitemin D insafficiency aﬂdﬂ
wink dchieved theoughem gestation and kot [32). 5
VLD females were mated with malkes who receved dhe S0
diet. Fersules were fasting for 4 b for glucose assessment in
the list gestationsd weekt [33]. Am incision on the animsalz
tail wis mede, and fs blesd wie obtaised by milking.
The measuremsent of seram gluose wis ohisined with &
glecometer {Accu-Chel, Beche, Sio Paulo, 5P, Beasil)

The diets were adminimerad o the mothers antl the
eed o the weaning, Body mass (BA) wis evaluaned weekly.
Food and energy imta ke weee recoeded daring pregnamcy asd
lactation Further, dai erutﬂl.nl.ihtmﬂumd.ﬁ

amount of intake is grams by the 1ol
eoergy of the dist in kilopoules.

The litver size at birth was randomly sdjeiad o six
pups {three males and three females) per lactating mother ra
enire adequare purrition. The were divided inba twa
groupe: SCS0 (from 50 mothers, fed SC dier from weaning
(1 days) ber & meonths of age, = &) end VEDVWVIED {fross
VieT¥ mothers, maintalning o weaning Vil dist te 4 mosths
ol age, m= 5.

The BM and sewansd leagth weee recorded weelily
from birth w 4 momhs of age Food and emergy intake
were moniloeed daily The eneegy intake was calookaned o
previcudy described.

Symolic hlesd pressure [SEP) was messured weekly from
the third 1o the fourth meach of age, wing plethysmography
n.‘lh:..u.hh]ml:tun.r.lﬂu,mmuhﬂ Bu.ﬂl

At the end of the kcratine perisd, cothasssia of mothers
(= 5 per group) was performed s 4 carbon diocide gas
chamber Blood samples were collectad from the right atriuss
fioe hischensical evaluatinns.

At bisth, the H = 5 per § were secrificed

decapitirion il Wﬂm‘. ghmsep Eu;wm.u sired usifg &

el

At 4 months of age. the alfspring were famed for 12k,
and they were pliced s the carbon divuide gas chamber.
The blood samples were collected as peeviously described for
binchemical anstysis. A fiting hlsod gheoome wis mesured
with a glucssseter [Accu-Thek Raoche, S&a Paalo, SP. Brazil);
the penis was colleciod: amd oo sections of the mid dhaft
weere mide bo conduct histalogicsl procedures.

Fellewing Bood collection, plasma was scpaatad by
centrifagation {12000 rpm for 15 min) ol foos osperibre
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Takikl: Composition of the dut.

Nutrsent g'kg) S0 AINGAG Vil AIN9SG S AN Wit AT
Coan starch HT4a laa LT AeS B
Casemn Hixlud0 S0 [ETTi] (LT
Dirazrinived starch 15300 JEETLT] BS00 E55.00
Smcrosr ML K} HLIK} LT 1M
Soryra b il it ] Mo A0 ]
Fiber SPuin S0 5006 BT
Loy A0 LA 1K} 150
Cholize 254 2155 50 150
Angiooalant i (L4 [IRLIT (L0
Belneral max 3500 3500 S50 550
Caloam carbonaic 3500 A50m L Lowlii]
Witzmin mux W 1008 L [T
Vitgman I3 025 L [BL] L
.l..l.lh dacd b al i nl'ﬂm.luﬁrmd—.x l'.und.ddm \'-nm-.n-nuuddm

A, Mupﬁmﬂmmmﬁnuﬂm

and stored ar =BICC. The serums analyss of 35 hpdeox-
yritamin D3 (25 OHDY and insilis were perfermed in

duplicate by Enzyme- Linked Inmisecesbent Ay (ELISA)
1n-snﬁhfukpﬂm].m3mm3mltwlm
evaluited with a CEASI5GE test b ((Joud Clone Corp,
Houstor, Texis, USA), The seram insulis was analysed with
i RatfMouse [mslin Kit (RayMome Insolin Kin, catales,
Willipare EXRMIG K, 51 Charles, Missouri, USAL

Thee samriples of the mid shaft of the penis were fized in
4% butfered formaling and they were procssed for being
embedded im parafis and 5 p thick hiwedegical curs weee
ebtaned. The culs were stined with Weggen's resorcin-
fuchaim ud:nlaﬂ:ﬁh peevious axidation o oviluste the
elistic sysrsm Maseon's Trichronss win wied to detect
the comnective tissse and sinusoidal spaces. The smeath
miitscle and ool proliferation wene evidencad by immise.
hisochemical analysis using an anti-alpha smooth moscle
actin and ann- fisa ool modear antigen {PCNA)
inﬂ:ﬂ'ti.lﬁp::‘l:‘ll-t{y. e
subjected b astigen retrievil with Tris-EDTA buffer, pH
9.0, overnight s 607 peraxidace activity wis
Bdecked by incubating the slides with %6 H 0y in methisel
for 15 mis fellowed by a preteis block (10% goat
serum at 6000 for 10 misures) After dedning this solation
fram the tssue section, the dlides were incabated for 1
ivar at 370 with mosise menodond primary antibedics 1o
alphs sssesth musde scrin (18-0006, dilwtion 1: 100, Dwvil-
reger, Camarill, USA) and PCRA (18-0010, dilwtion 1: 120,
Iewitrogen, Camarillo, USA)L Mext, sectiom were treated
with Blotinylsted secondary antibedics and the peaction wis
detected with the biatin-areplavidin-peronidice complex
K Iswitpogen, 859643, Feederick, USA) for 20 mis end 3,3
dismsinobenzidine tetrachleride (E59643, Invitrogen, Feeder-
ek, USA) was weed as the chromogen Afier incubation, the
st were counterstained with Mayver's hemavaonylin, Coe-
teal thsie sections wire obiained from the replacement of the
primary antibody with 1% plecphate- bufered aline/bovine

serums albumin The sained tissues were observed with an
Oy BXS] aptical micresceps and photographed with as
all DF7L digital camera.

m shen sectbofs of the pents wene photographed with
& Felsi Axhs Carn FReS camers s e Carl Felss optical
micrenoope | Carl Zeiss, Gotlingen, Germany). The following
arean were measared: coss section of the pesis (AL conps
cavermeniiem with Donics lugines |00 with TA ) and withour
numics albegined (O withom TA), msica alboginea (TA),
wd oorpus pongiesm (O3], The TA area was estimuated
by the differemce betwern OO with TA and OO withour
TA We evaluated 20 phetomiceographs per animal asd o
quastifications were performed with & finad nlfatiom
of WIES. These parametess were messused with the Lmage]
software (lmige Processing and In Java, WIH,
Bethesda, Maryland, USA), with the feechand selection toel.

The percentages of connective Ciseoe, smooth muscle,
sinusoidal spaces. and distic fiber were estimated using
the point-counting method with a grid of 95 points super-
impeasd o the magnifial imeges using the grid ool of
Irnage] software [34]. The cell counter nead of bmage] saf-
ware wis used fer cousting separately cach strocture The
eesults were expresied i percentage. For esch animal 25
phstosie regrapho of the corpis cavermosums were obtained
usder w400 magnification asd 5 phatomicrographs of the
COpis spongiosam were captared af w3000 mugnification
i differemt fidds To queanify the dastic fibers in conpas
cavenenins were capoored images af & foal magrificarion of
#1000 and 5 fields per amimal.

The I.unmm-nmd. nuchsi with amti-PUIA antibody
were quantified. The cell proliferation in the OO was quan-
vified by the mumber of cells per mes®. The cell predifiration
wink pecasured o o final magnificaion of =600 in 25 different
fiehds per amimal. The percentiges and cell proliferation were
estimated with the Imsage|] softwire ind the cdl couster toal.

The digital bmages of the cots were oblained using
am Olyspes DPTD cassera {Tokve, lapas) arached e as
Dilysps B miceoscope (Tokyo, kapas).
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]

SR

VeIV [

Frsadl imiake (g ianirmal iia) 1908 § 196 B9y 4. nx
Esergy miake (klfanimalidis) MFLSD § S148 06 M0 i BB nx
Spindic blood presssy | menHg) 1AL 0w 111 1E9. § B.0R ol
s (mumoliL | &4 5 108 128 5 413 RS
iradin. (WUVL] LM BT 1LTE i 1A2 o.mT
25 (D fag'ml) TAT] § BB TR R
Perals parareios S VDD P
Il phasrrarisry

A [mr’) BSLE L &1 g LI .83

O itk TA (mm”) AN 0 L9 1 LEs L7

00 writhoesi TA (men’ | 21T B I8 § S

TA {men’§ 14 0A% FRLEY R L O

CE (men’) LT & L2 1482 § 015 A
Perceniagy in corpn cavemnessm

Carmeciie tious | %) S0 i 11K SEM 5 1M

imaoth muscls (%) EN g 14R 107y 170 T

Srnuscidal space (%) 2 ST bl W RS L [

Elustic s %) =09 LT 45 LES LB

PCMA |oelntmrm’) A 107 g 27w 0™ 541 =107 258 = 1D L
Percendagy o corpu spoagiom

Carmeciie tiou %) W 1A BEET & WL R

Smooth s (%) P TR LET A0 00074

Eluxtic Bl %) 1940 5 BA2 HETE g L nu

Elwtic Bl i funica slbaginea (%] W i BT IO A8 T

Duits s P sl Wbl bl Wi il ard Saviatisll A Thei -dah ri i, Wil teadlind mithi i upaibed f id 1@ ¢ 0ERL A prillial T enteiad ik CC wath
TA codpia CoeiTaeiali dvd wih ranes ibigises. CO withead Th ooapes oo Misids Shib widvad rar dhaggina. T4 nescs dbe gres (3 capii

F MTA il | mackesr smtgert re, o agnsficmr

Dhata were expresicd i seas + slandard deviataon. The
differences between groups were ovaluated by the enpained
Students -toa. The lovd of significance was p o< 0035, and all

were comduciod with e GraphPad Prism dollwaee,
wersiom B0, R Windows (GraphPad Sollware, San Dicge,
Califivrem, USA )

3. Resulis

B g nilicant dilferescs were cheerved in BM gamn, energy
intalr, Bty g lucose, andl invalin in The mothers.

Serem kvels of 25 OHDA were sgnilicantly beiwer in Vil
muothers (H30 ¢ 2.Mng'ml] comganad with 5C ssethers
(6584 £ 12 ng'mk @ o G000
similar in segmab fed wak SC et (D0 1 17.57 g) and
VUl dict (43260 £ 2477 g). No dilferesce watlh regand B
Fonnd inlake snd nergy wias oussd Between the offipring
ol el i prougs. However, e srosal in ke
VUDWA D groep sbowel o 15% increass mm SEP al 4 sonths
ol age companed willk e SC/SC group. An 37% incnoass
in Erdaeg blead ghicose and 54% increse m sorem nsuks
in relatzon s the BOSC group wire observed. In eddilion,
e VADNVILD group alwieed & modecison of 60% in Lk

serum levek off 15 OHDAE compased with SOSC The dala acc
preseried 2n Table 2

A 5% decrease of the covs-sectional anca of the penis was
Forenud @ the VaDWVID compased with ihe animals in the
SCEC proup The OC arcas with TA, and CC wathout TA
ware T% and 6% lower in The VilDVWRDy geosp comspared
with the SCAC group, cespectively. The TA anc was 5%
bowwer in e WVIEDAGIDF group comparal witk the SC/SC
e Meveribeles, Lhe aros of e C5 win 1% grealer in the
VD Vil group in selatan b B SOSC group | Table ).

The peeoenlage of Ve Lnwves o 10% in The
0T nedl 16% in i U5, in the VAR D group cosspaced wilh
the SCRE group (Fegunes 1a)and 1EL rep.).

The pescenlage of smooth mucle wae I3% geealer in
the OC and W% greater in the C5 = the animals of the
greup VADVID @ relation o the SCSC grosp [Fgens
1] and Ld), meip) Noscthelss, Be peroeatages of the
sinuscidal ipaces and dinlic Bhers mm B OC ol the snimalki
= the VIlDVVALD group were 21% and 13% howes, neipec
compured wilk the SCSC group (Figunsi 1) sl b1

The sssewment of the Th of the C5 pevisled 1l the
percentage of claslic Bhers was 12% lwer @ the VillWvVaD
reup compared wilk e 5050 groep | Fygune 1)), The dats
are presenbed in Table I
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The cell proliferation was 1I7% greater ln the CC of the
anissals is the VEDUVtD group in selation 1o the SCISC
group (Figure 2(a)).

4. Discussion

Vitemin D & stored in the liver and adipose tiue In rodents,
4 ste-week restriction leads 10 a significant redaction bn thels
serum Jeveds [33]. In this study, the VLD diet, comsumed
during six weeks before mating, during pregnancy, and
during lictation, reduced the 25 OHDI serum levels in the
mothers. Comsequently, thele offspeing were dlso atfected. and

they displayed & significant reduction of serum vitamin D
Jevels. This was due to both the maternal diet and the diet

received from weaning to 4 months of age.

The mctabolic and histoesorphologic alterations in the
penis of adult otfspring were coaseguences of vitamis D
eestriction in the perinatal and pestnatal periods. This wis
due 10 the fact thit no ditlerences wese observed in BM,
glocose, insalin, or el asergy intake between SC and VD
wothers In addition, the AM, nasoasal lesgth, and bood
ghacose of the offspring of both experimental groups were
simibar aat birth.

Barassi et al (2014) showed in & study that 4 sgnificass
peopartion of ED putients have & vitamin D deficiency and
kow bevels of vitamin D ssight increase the ED risk by proesor-

promotes
asionads in the VIRINVID group had fasting hyperglycemia,
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i i, aned elevated SEP. These metabolic changes
are akeaciaed with endothelial vascolar dyefusction, and
they are rik fctors far the osse of ED. This signak the
importance of isvestigating the effects of vitamin D resteic-
i on the marphedegy of the pest [35].

Vicansin [ bevek during pregnancy infleence the fetal
reserves. The of methers with b taminosis I¥

I defichency [18 39]. Vicamis I ssetabelizing enzymes and
recepiors have been identified in the tetes, imdicating that
witamin I i role im peguliring testosierone -
tion [12]. 'E}Tﬂgnﬁuq that Iﬂmzrmltﬂsafﬁun
I bave. consequently, low serum levels of isinsicmone in
adulthessd.

Vivassin I¥ pestriction during the perinatal end posnatal
periods pesulted in & deceede in the A, OO with TA, CC
withesr TA, and TA A positive seockation wia found
Between vitamin D levels ansd estostenone [40, 41).

Haofer and collvagues (3] shivwed @ peasible action of
witamin [ o the regulation of expression of steroidogenic
genes amd key enrymes to sex bormsone bioynthesis [42).
Therefore, peduction of the A, OC with TA, OF withour TA,
and TA sy be waociated with vitissin [ deficiecy.

An incredie bn the amount of conective G in the OO
and O & related o fbeosk and ED [43]. The main evest in the
develapanent of fibwocis is the increise s ihe egpresdon of the
trapsfiorming growth Gcter Bets (TGF J) [43) The animsaliof
WitDVitD group an incredse in SER Smadies have
shewn that hypertension wis asseciated with a deorease in
elastic fibers and a thinming of the Tunica albugines in the
penis of hypericnsive animals which cormeboreates the resulis
abnerved inthe ViEDWVID group [44).

Since vit D redoces. infammanory asd ibsogenic activity,
witamis D deficiency s led b an increse in fibrogenei.
This is redated 1o am increase in TGF J expeession, which s
charscterized by an isorease in connective thsue in the OC
and €5 observed in the VICDVWitD geoup [45].

Fibeohlists are the meel momerous cells in the CC of the
vals, s the screase of the number of cells observed in the
WitV is probably due to it proliferation [27). Vitamin I
s anantiproliferaive hormoe [7). Bestriction of this vitsmin
in the dist led to an iscrease in cell pealiferation, which
wiis ehserved in the YROVWVILD geoup. This cerraborates an
increde in the percentige of conmective thsue i the O and
5 pbeerved im animaks of the YROUVIED group.

Hypergheoemia has been observed in amimals of the
Witk VD group. and it induces glyorsylation and degrada-
tion of elsstin. This explains the decrease of dastic fibers in
the VILIW VI group [46, 47).

The decrease of elistic fibers in the OO and TA of the
5 madies them bew reshaunt b expansion during erectios,
meducing the prewsure that canses ETF [43]. Decrease bnelsstin
inthe pent of parients with severs ED his bees docomestad
ina previoms siudy |49

Viamsin [} defidency stimvolaies  remin.angioiensin.
aldosierone symem, which may increase anglotensin [

This induces inflimmalory resporse  and
vigculir smooth muscle hypertrophy. In additien, vitmin

=i

I regulates the synthests of endothelial nitric oxide synthise
sl mitric oide (N0V) [16]. Dnadeguate levels of vitsmin D
ifiect availability of MO MO inhibis the growth of smooth
muscle celle This effect is medisted by the inhibition of
proteins invelved in regulition of the cdl oycle |50). These
v fscioes explain the isorease in area of the smooth musches
i the O and 5 found in the VROVVILD growp [15].

WEMJMHMUMMEQMHM
cofecive fhdibe and smooth musdle, may hive resahed i s
eeduction ofthe ares of the sinusoidal speoes bn the VitDVaD
group. The changes in these dements bad o trabecular
B and alteralions in the mechanical riles, which
e 1 ED (43, e

5, Conclusion

Our study showed the infloence of vt D as & remarkable
micromuirient in the protection aof penile cyoarchileomre.
The results showed that wit [ reariction i the perinais
and pompatal periods alters the penile morphology of adule

ring, iedicaring the | afa serum kevek
o i 5 during s, lcttion, 4 posases i 5
maintuin the integriry of the penile morphology s the
olfspring.
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ABETRALT

Introduction and Ohjectives: ¥Vitamin D deficiency ks msociated with o number of
health problems, which compromised systems and organs. This study aimed o
investigate the effects of diet restricted on vitamin [ administersd during gestation,
lzctation and postnatal Efe on the wessels and nerves of the penis of Wistar mits.
Materials and Methods: 'We studied the offspring of mothers who received the diets:
S (standard diet) or Vit (diet resiricied i vitamin [¥). Afier weaning the offspring
were fed the same maternal diet wntil four months of age. After emhanesia the penises
were removed and processed For inclusion in paraffin. We perfommed
histomerphometric and immunchistochemical analyzes of the vessels and nerves.
Resmlis The vitamin [ restricied diet mduced structwml and guantitative alierations in
the vessels and merves. of the pends im the adult offspring. The ¥al) | Vitlk group
presented hypertrophy of the funica media and reduction of the lomen area of the dorsal
artery. In addition, pups fed the vitamin D reswricted diet showed reduction of the elastic
sysiem fibers and decressed height of the intemal limiting dastic layer of the dorsal
antery. The area of the deep dorsal vein wes smalller i the VoD 7 ¥aD group. The area
of the deep dorsal vein was smaller in the Vitld [ VitD) group. The percentage of vessels
was higher in the corpom cavernosa and corpus spongiossm in the VitD / ViD group.
However, o diet restricted in vitamin D reduced the percentage of vessel and nerves in
the dorsal region of the penis.

Conclusion: Yaamin [ restricted dict promoted stroctaral and quantistive changes in
the vessels and nerves. of the pends im the adult offspring. which could be related to

erectile dysfimction
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0. Maniesoriph (a0 on ymous--withowt suthor [dendifiars)
Clipk hara to wigw Eniod Rofsmancos

INTRODUCTION

Witamin O (VD) acis on caleium metabelism and Bane formation in
addiion (o influencing the development of the nersous, renal and immune
syslems. '

Matesrial wilD restriclion can afec! androgen-dependsnt ofgans Since
rraternal Auliona Sl s capable of inflaencing Me developmant of Mese
argars”. Studies indicabe thal vilD i imponiant Tor bone healh, and atss for
alfier afgans, and ils deficiency may even compromise e pens
marpholagically™”

Matemal vilD deficiency is assocated wilth chronic diseasas in olfspring.
inclisding candiovasculas disesss (CVD) © Studies kave shown a sirang
aszocislion betwesn hypovitaminosiz D, sysiemic anerial hyperisngion [SAH),
metabalic syndrome, disbetes malibus and sberssclenrosia, thus, rpresanling a
marker of cardicvassular sk’

Chronic diseases, such as CWD, are relaled io siruclural changes in the
penis thal causs impairment of hemosynamics and mechanical alerations
respansibie lor erectie dysfunction (ED) . The CVD and ED hkave a similar
funetaral and marphalogical basis "

In fhe cardiovascular syslem, i is already well esiablizhed thal vilD
deficiency slimutates ihe renin angiclensin sysiem [RAS) ©. L and coworkens
{2002) have shown thal i raks withoul vitamin D receplors (VDR) there is & high
preduction of renin and Angistensin Il (ANG I} causing SAH and cardac
hyperrophy'”. In addiion, WiD regulates Be production of nitric codde (ON) and
nifric axide synihases (OM syrihelases) from L-anginine™. ON causes vascular
amaath miscle relaxation and he reduction of it bioavailability can cause
damage 1o e smosth musds and nerves of the penis™.

Hypovilaminesis D also simulales RAS in the pancreas inducing
hypedglycemia and insulin resistance (IR) ™. Hyperglycemia promoles lissue
damage by increasing the formation of advanced glycosylation final products,
oxidalive siress, and also deceases NO synihesis'

Low serum levels of vilDl are relalsd io decraased senum lesiosienans
concentration in humans and rals, which may alber penile marphology and



ersclile physickagy™ "%, A recenl cross-seclional analysis shawesd thal wilD
deficiency is associated with a higher prevalence of ED™. It has also been
shawn thatl vilD supplementation impraves testosterons levels, melababs
syndiome and ensclile funchon in men with WD deficiency™ '

Erection is & neurovascular phenomenon hat requires a well-coordinated
and funciional inleraction betwesn he vascular and nervous syslams of the
peni=™. Therelane, the sirectural and funcional integrity of the penis is essential
for the maintenance of nammal ereclile funcion. Thus, the aim of this sludy was
1o evaluale lhe afects of WD restriclion during gestaion, lactalion and
posinatal le on the vessels and nemves of the affspring penibe at four manths of

age.

MATERIALS AND METHODS

Si-wieek-old Temaks Wistar rals were divided inlo bwo groups: 5C
{stancard deel, Ted disl according 1o AIN-83G recommendations, 1000 1U | kg
witamin D3, n = 8); and VitD (diel resiricted in wiamin D, fed the same diet AIN-
9303, withoul viamin D3, n = 9%, [Table 1). The dists ware produced by
PragSolulions {lau, 5P, Brazil) and were administered for six weeks. Alter this
siv-week period females mated with males that received only the SC diet. The
pregnant fermales were fasted for 4 hours o assess the ghyoarmia of Be last
geslational wesk™. The glyosmia of the last gestational wesk was measured
with & glucose meter (Actu-Chek, Roche, 380 Paule, 3P, Brazl). The diets
were adminslened 1o the mofers Uil the weaning of the pups. [n molhers,
food and enengy intakes were evalusied dailly and body mass (BM) recarded
weekly,

Al Birth, litter rumber was randamly adusted (o i animals per lactating
mather io ensure adequate nutrition. One male fam sach Bber of SC mothers
and VilD mathers were randamily selectad bo farm fe groups. Al the end of the
lactation period, afler a 12-hour fast, mothers were sulhanized (n = 5 per group)
in a carbon dioxide gas chamber, Blood samples were collected from the righl
alsiu Tor biochemical analyses,
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The alfspring were divided into two groupe: SC / SC (SC molbers, fied SC
died from weaning io 4 menths of age, n = &) and WD /| VED [VilD mothers, fed
VIlD dist framm weaning 1o 4 manths of age, n = 8). From bth 1o 4 months of
age BM and nasoanal lenghh were recorded weelly. Food and energy inlakes
were maniloied daly. The daily ensengy inlake of mathers and ollapring was
esfimaled by mulliplying the amount of Teed conswumed in grams (g) by the
enermeatic value of the diel in kiljoues k1)

Sysinkic blood pressure (SBP) was measured weekly Trom the third b ihe
feurth menth of age. The method used was plethysmegraghy of the caudal
artery [Insighl, S&0 Pauls, SP, Brazi). The Oral Glucose Tolerance Tes!
{DGETT) was perormed on the pups in e week prior 1o eulfanasia, The
animals ware fasted for 12 hours and ihe glycamia was measuned with a
glicoss meter (Aceu-Chek, Roche, Sdo Paule, 5P, Brazl). Subsequently,
hypertanic glucoss serum {50% glucose) was adminisered by orogasiric
gavage al the desage of 2pikg BM. Blood was oblained by mildng from the tail
af the animal aler \ie Gmes 15, 30, 60 and 120 minutes lor detenmnation of
glycemia at the ndicated fmes. The arsa under the curve (ALUC), measured
with GraphPad Prism softwane (versaon 6.0 Tar Windows, GraphPad Prism
software, San Diege, CA, USA) was used in evaluale glucose inbolerance.

AL TaUr Months of &8, he pups were fasted for 12 hours and suljected
1o the carben dicside gas chamber. Blood samples were cobecied as deseribed
above for bischemical analyss. Fasng ghyoemia was measured with a glucose
rmeeter [Acou-Chek, Roche, S0 Pauls, 5P, Brazil).

Serum vilD and insulin concentrations of malhers and ollspring wede
evaluated, The serum was separaied by centrilugation {12000 rpn far 15
FrirLles) Al foam lemparalire and Sloned &1 -807C. Seam 25-hydraxyviamin
D3 {25-0HD3) and insulin analyzes were parformed in duglicaies and dosed by
ihe enzyme-linked immunosoment assay (ELISA) {n = B animals pes group). 25-
OHD3 serum level was evalusied with CEAS15Ge assay kil (Cloud-Clone
Carp., Houslon, Texas, USA)L Serum insulin was evaluabed with the kit [Rat /
Frealise insulin kit, Millipore Catalog EZRMI-13K-S1 Charkes, Missour, USAL IR
was estimabed by the homeosiass evaluation model (HOMA-IR) defined as:
[Fasting glucess] x (Fasting insuling f 22.5 %=
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The penises were remaved and the middie third was separated 1o
periomn the histalegical procedures. The midedie third of the penis was Tied in
4% Tarmaldehyte in phosplate bullered saline for 48 hours. The samgles af the
rrichie third of the penis were processed, included in parallin and cross
sactions wine made with S-um thickness. Epitidymal, perirenal and
subtulanesus fal deposile were collecled and weighed. The pup's sdpesity
index was ealeulated by dividing the sum of te fal masses (epididymal,
perirenal and subcutaneaus) by the BM and pressented in persentage™.

Histological slides were previsusly slanized for immunahisiochemisiry.
The eeclions were dewaxed and hydraled. Subsequently, anligenic recovesy
with ethylensdiaminetelrascetic acd bufler [TRIS-EDTA, pH 0.0) was
peromned for 12 hours (ovesnighl) al 80°C. Endegenats pesaxidase sclivity
wars biestkid by incubabion in 3% hydmpan pereadde (H20Z) in methanal for 15
mminules. Sequentialy, ssctions wese washed in phosplate bulfsned saline
(PBS), and then the seclions wers incubated with 10% goat senem al 60°C for
10 miinubes 1o bioek nan-specific binding. Then, the secions wene
samullaneously incubated wilh smaoth muscle anli-alpha-actin monaclonal
anlibadies (18.0108, 1: 100 diution, Ivitregen, Camarills, LIZA) and anti-
tubiin-F3 (abTAEDTE, 1! 100 dution, Abeam, Cambridge, LK) al 37°C for 1
his,

Conzeculively, Bie sections were washed in PES and incubated with
Bictinylaled secondary anlibadies Tor 20 minwes and the reaction was detected
wilh the biotin-etreptavidin-peraxdase complex (Kil Imitlegen_ B50843,
Frederick, USA). The seclions were Ben washed with PES and positive
immLnareacton was idenlilied afles meubation with 3 3-diaminebenzigne
Ietrachionige-DAB (B58643, Invitrogen. Fredesick, LISA) and the sections wene
eounteratained with Mayer's hematoedin, Simulianesusly. the seelicns of the
niegative contrel were ohtained with e primary anibofes replaced with 1%
PES | BEA_ The digilal images of the immunalabelied seclicns were ohained
uzing an Olympus DPT0 cameta [Tokys, Jagan) coupbed 1o an OlympusBXS1
(Takyo, Japan) aplical mistescope with 2 resalution of 2040 « 1535 pixels and
#ored in the TIFF frrmal,
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Imrnohislocherical anli-alpha selin of smosth musee was
perfomed 1o identily smoath muscle cells (SMC) and to measure the areas of
the dorsal arlery [DA), lunica media, and lumen of the DA The area of the
tunica media of the DA was estimated by the differenca betwean the DA srea
and the lumen area. The ralio batween the lunica meda area and he lemen
area of the DA was calculated. Measuwements were oblained using the Image.)
saftware (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Betheada, Maryand,
UISA) The Freshand seleclions lool was selected lo messure the DA and DA
JLifmesn Areas.

The pholarecregraphs obtained ram he seclions subminied to the
anli-alpha actin smosth musse mmunohisiochemistry were alao used lo
quanily the nuelear density in the lunica medsa he DA This parameter was
quanified with the Image.] safware using the plugin cell counter. Al these
paramelers wene evaluated in 5 hislological slides, ane section per slide, 2
fields in each section, making a total of 10 felds evaluated per animal in
phetomicrographs with XB00 of magailication. The seclions stained by Weiget's
fuchainresarcin lechnigue with previous cosdation by axane ware used to
measie he height of the inemal elastic lamina of the DA In sach
phetomicrograph eighl measwements were pesfarmed in the area of the
inlemal etastic lamina. The resull was given by the mean of te measuremanls,
thus delesmining the height of he intemal elastic lamina of the DA The height
of the inbernal slastic lamina of the DA was measured using the Image.)
saftware Using the siraight ne teal.

The percentage of elastc ibers in the DA was quaniiied using the
technigue based on eolor segmentabon. Image] software koaded wilh s own
plugin calor segmentation was used io quantily the percentage of elasiic fibers.
The areas ware dalermined acoording (o the range of colors seleched and
expressed in parcentage. The evalugtions af the hesght of the intemal elastic
Laming and the percentage of elastic Mbers in the DA were parfarmed in
phetomicrograghs with an XB00 magrafication, oblamed from 5 histological
slidess of esch animal One fisld was evaliated on each slide, raking a tolal of
5 fields evaliated per animal
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Irerurohislochermical anti-alpha aclin of smooth musde was
performed 1o identily smooth muscle celis [SMC) and phatemicregraphs were
uged o measure he DOV area. The DDV ares was I'I'lﬂHIlEﬂl]ﬂ"lg e |I'|'|.mﬂ.]
Freehand seleclions toal This parameler was measured in phatemicregraphs
eaplured with a magaification of X100 ablained freen 5 histological slides, ene
section slide. 1 ek in each saction, for a total of 5 Nields per animal.
Imwrainohistechermical anti-alpha actin smooth muscle was alsa used to loeals
and idanily vessals, The percenlage of vesssls was quaniified in CC, TS and
Darsal Regicn (DR). The phatarmicregraghs were caplured with increasss af
X400, X 1000 snd XB0D, respectively. The anti-lubulin-B3 imnunahistochemistny
was perfeered 1o eslimate the parcentage of nerves in CC, CS and DR. For the
evakiation of this parameter, shetomicrographs with XB00 magrificalion were
used,

Quantificalicn of vessels and nerves were perfermed using the peint
eaunting methed thal was performed wilh the Image.) software. A 98.paint grid
was supesimpesed on the images and the number of paints that inlescept the
analyzed siructure was divided by the number ol otal paints of the best systerm-
99 paints [Pp / P1(%]] The cell counier lool was used o count the points. Five
histalegical slides of sach animal wese ablained for these analyzes. Five fieids
were evaluated on each slide. making a lolal of 25 Niekds evaliated per animal,

The pratocal of this sludy was approved by the Ethice Committes far
the Care and Lise of Experimental Animals of the State University of Rio de
Janeira (Protocel CEUA | 0G4/2014)

The animals wese abocaled in an erviranment with incandescent light,
withaut ultraviale! radiation, 1o aveid vitamin D syrilhesis in the skin.

Data were expressed as mean + standard devialion of the mean (S0).
The diffarences between the groups were assessed by he unpained Student -
lesl. The significance level was sat ol p <005 ard all analyzes were parlormed
with GraphPad Prism software version 6.02 lor Windows [GraphPad Saltware,
San Déego, Callfornia, USA).

RESULTS
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There was no difference in energy inlake, body mass gain, ghycemia
and serum insulin among the mothers of the SC and VIlD groups (Table 2). The
frathess of the VilD group presenlead lower sarum levels af 25-0HD3 when
compared 1o the mothers of the SC group (Table 2).

Al the end of the experimental period, the animals of he SC / 5C group
{4319 + 52g) presented body mass simiar bo the VIlD / VED group (433g = 42g).
The animals Bial received a det withoul vitamin D showed an increass in the
adiposity index, however, wilh no @erence in BM. The adposily indax was
frare pronaunced in the VIED J VLD group (+ 40.90%, p = 0.0025) when
eompared 1o the SC | SC greup (Table 3)

The vitamin D restricled died induced  15% increass in SBP in the
VALD / VIID greup compared Io the SC/ SC group (p = D.0022), chearved al the
end of the experimental period (Table 3).

There was glucoss inlolerance in the animals that received the et
restricted in vilD), evidenced by the greater area under Be curve in the OGTT,
when compared [ the SCISC group (+ 12.02%, p = 0.0180) (Table 3). The
VIlDAID greup pressnled an BE 42% increase in fasting glucose and a 53.80%
increase in senm insulin levels. This change in glucose homeoatasis resulied in
an increase of B7.51% of HOMA-IR in the VED/WIED group when compared to
the SC/SC group (Table 3).

Regarding the parameters avalualed i the penis. there was no
diffarencs in e area of e DA betwesn the SCISC and VIIDAID groups. The
area of the mica media the DA was 45 B2% higher in the VIIDAID group when
compared 1o the SCISC group, The DA lumen area was 47 28% lower in the
VIlDAID group, when comparned lo the SCISC group (Figure 1). Consequently
the ratio between the area of the lunica and the DA lumen area was 164.80%
higher in VILDWILD group. Nuckess density in the lunica medsa of the DA was
sarilar in bath experimental groups. The DDV area was 58.26% |ower in the
VIlDAID greup, when companed to the SC/SC group (Figune 1).

The percentage of vessels was 43 44% higher in CC and 20.82% higher
in CS in the VIEDVVIED groug than in the SCISC greup. A reduction of 26 47% in
the pescentage of vessels in DR was observed in VilD / VED group (Figure 2).
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There was ro dleencs in e percentage of nerves in CC and CS
between SCISC and VIlDVIlD groups. However, the percentage of merves was
24.43% lower in DR in the VIDIVAD group when compared to SCISC group
{Figure 3).

The haight of the interral elastic lamina of the DA was 28.11% lower in
the VIDAID greap than in the SCSC group. The VIIDAVILD group showed a
30.26% reduclion in the percentage of slastic fibers in DA when compared to
the SCISC group (Figure 4 and Table 4).

MECUSSI0N

Animals that received e vilamin D-restricied diet had inoreased
adiposily, yperglycamia, hyperinsulinemia, HOMA-IR slevalion, and glucose
inlalerance. Thass results ane in agreement with previously published
sludies™ " Thase morbidilies are associated with increased pancreatic beta
cell mass due 1o hyperophy of hase calls™. This hypennophy possibly
explains the hyperinsulinemia obassreed in VIlDIVID animals as a compensaiory
elfect in the atiempl to maintain ghyosmic homeostasis. Restiction of vitamin O
also stimulates RAS in the pancreas. As a resull it leads o hypenghycemia, IR
and glusoss inlolerance .

Witarmin D restriction increases the aclivity of RAS causing an inoease
in the produsction of ANGII that pramabes IR and hypestraphy in SMC,
canlribuling o vascular remadeling™. The hyperinsulinemia chaaned in the
WIlDAILD group also has a hypertraphic efect in the SMCe™. These factars
cerlainly contribuled to hyperrophy the funica media of the DA, The incease in
e area of the lunica media resulled in a decreass in lumen and an increass in
Thees ratio bebamen [he lunica madia area and the lumen aned. The mucaar
dersity in the unica medsa of the DA was smilar in bolh exparimental groups,
which comaborates the hyperiraphy of the tunica media of the DA observed in
he VILDMVILD group.

The physiological effects of ANGI are medated primanly by the AT1-
Iype neceplor (RAT 1) Activalion of RAT1 stmulales vasoconstriction, elevation
of bood pressune and hyperirophy of musde cells™. Vitamin O restriciion



conlributed o the elevation of SBP, as obsarved in the VilDOID group.
Accarding o Ni et al. (2014), the salective elimination of vitamin O receplar
(VDR in endothekal calls promaoles a decaase in the expression of andothelial
nitric axide synibetase (#R0S) enzyme, in addilion 1o increase collagen
deposition and decrease of skastic fibers in e rodent sarla showing thal
sitarmin D regulaies the relaxation of SMC and blood pressure™. Il i known Bl
in SAH ihere is a tickening of the tunica media and an increase in the ratis
funica mediallumen in e small arsnes™, as obsarvad in the VilDAID group.

Increased ANGI expression is associated with vitamin D deficiency
and slimidates fe inllammabony response. The nlammatory response, in burm,
aciivates ihe degradation of elastin in the unica media by The ackon of
exbracedlulas malfix metalloproleinases™. The resull was the lower percantage
of elasiic fibers and ihe decreases in ihe height of the inbernal slastic |amina
ahsenved in the DA of VIEDWED animals. Modhcations in the etaslic bers of the
arleries alect the elashicly and can cause mechanical alleralions in the panis,
reducing ils alasticily and comgliance™.

In wilamin D deficiancy lestostercne levels are decreased™. ln rals
submitied 1o vilamin O resiriclion et in the perinatal and posinatal periods, a
decrease in he cross-seclional ansa of the PEI'I'E L= H nbumad’. Reducsd
serm iesloslersne levels are assosabed with morphological changes in the
pens” . Reduclion of DOV area is, therefors, associaled wilh changes in senm
iestosierons levels and is a conseguence of restricied vitamin O inake.

Witarmin O deficiency inareases the production of ANG 1| which is a
grow facior thai reguiates cell profiferation, hyperirophy and apopiosis™ ™,

Witarmin O is consdered & pobent inhibitor of angiogenesis by reducing
ihe expression of vascular endoihelial growth Facior (VEGF), a promoler of
angiogenesis thal inhibil the expression of interleukin-g, wilh pro-angiogenic
action’" . Resiriction of vilamin D inducing angiogenesis may explain the
increass in the percantage of vessals in CC and in CS.

The resull sbserved in the VILDVWItD group showed a reduction of lhe
area occupied by e nerves in the DR Restriclion of vilamin D may have
induced thess changes in tha penis of adull offspring because their deficiency
leads |0 & dacrease in neurolrophic and neuroprobective lacions. These lacion
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support ihe growth, surdval and differentiaBion of both developing and mature
newans, which may explain the reduction of he area occupisd by he narves in
the DR chsarved in the VEDWVED group™ *.

A previous study showed that rodants from mothens who wene
submitled o vitamin D resiriclion in e prenatal pehod andior during
pregnancy, presented reduced expression of newatrephic factors™ The
reduction of the area occupied by nerves in DR may also be related to the
reducion of sarum bevels of lesioslerons assodated wilh vitamn O resticled
diet'®. Armagan el al. (2008) showed |al lesloslenone depivalion promoles
changes in the myelin sheath and axons of ihe dorsal nene of ihe penis,
indscating nerve degeneration™. These data shew te reurcprobective rale of
lesloslerone in e peripharal nerves™. Baba el al. (2000) alss showesd thal the
reducion of serum bevels of lesioslerons allers the area oscupied by neme
fibers and inducas & decraase in lhve number of nene libers containing neuronal
nitric axide synlhatass (nNOS) in the dorsal nenes'”.

witamnin D deficiency promoles changes in the isalorms of endothelal
nitric axide synthase and nNOS thal compromise NO production. NO is an
impostant vasodiiaior and antioxidant. The reduction of MO availlabity can
eause codative damage and nerve destruciion, explaining the reducion of the
area occupied by the nervas in RD in VILDVILD group®®. Animals fed & vitamin O
resiriched diel showed hyparglycemia and IR that are melabobc changes
associaled with increased of axidalive stress. Hyperglycamia induces increased
Tormation of advanced ghycosylaBon end products and decreasas NO
synthesis'”. |t kag been absenvad thal hyperghyesmia reduces the expression of
NMNOS in the dorsal nerves of the panis in diabetic rals™. IR also induces
oxidalive siress, nanve fiber lesions, and nerve reduction in rodants™. These
data camaborate the reduction of the percenlage of nerves ohsarved in the DR
in the VIDVWIID group, which presented hypergyoemia. All hese facion
sompromise e transmission of sexual stimull from The penis 1o the bramn, the
transmission of neurslogical responses, as well as the velocily of conduelion,
promaling erectile dyslunction®®.

CONCLUSION
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The vitamin D resiricted diel caused significant structural and
quanlitalive modificaions in the vascular bed and the neural retwork of the ral's
penis. These alleralions may impair penile hamodyramic properties and
compromise e neural activily, causing areclile dysfunciion.
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Legends - Figures

Figure 1 - Phobamicrographs of histological slides.

A (SC/SC groug) and B (VIDWWID groupl Asea of the lunica media and area of
the [umen af the dorsal artery (DA), XG00. Mobe that the area of the lunica
riedia of the DA was 45% higher in the VIlDWILD group when compared o the
SCISC group. Alsa, the DA lumen araa was 47% bower in the ViEDAED group,
when companed to the SC/SC groug.

C (SC/SC group) and D (VEDVWHD groug): Deep dorsal vein area (DOV), X100
Mobe tat e DOV ares was 56% kwer in the VIDIVILD group, when compased
to the SCISC group.

Immunchistochermiatry far ani-alpha-smooth musele actin.

Figure 2 - Phoblamicrographs of histological slides.

A (SC/SC groug) and B (VIDWID groupl Percentage of vessels in the corpus
cavernows (CC), X400. Mole that the percentage of vessels was 43% higher in
CC in the VIlDMWILD group.

C (SCSEC group) and D (VEDWHD groug): Percentage of vessels in the cofpus
spangicsum (T3], X1,000. Mobe that the percerlage of vessals was 21% higher
in G5 in the VIlDWID groug.

E (VRDWWID graup) and F (VEDWAD group): Percentage of vessels in the dorsal
region (DR}, X800, Mole a reduction of 26% in the percenlage of vessels in the
DR in WIlDALD group.

Immunochistochemistry for anii-alpha-actin smooth muscle.

Figure 3 - Phoblamicrographs of hisbological slides.

A (SC/SC groug) and B (VIDWWID groupl Percentage of nerves in the compus
cavernous (CC), X600, There was no difference in the percentage of nerves in
CC betwaen SCISC and VIlDWILD groups.

C (BCEC group) and D (VEDAWHD groug): Percentage of nerves in the conpus
spongicsum (C5), XEI0. There was no dilference in the parcentage of nerves in
CS between SC/SC and VIRDIWIHD groups.
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E (SC/SC groug) and E [VlDVIED group): Pereeriage of nerves in the dorsal
region (D). The percentage of nerves was 24% lower in DR in the VIlDAID
group.

Imemunchistochemistry Tor anti-tubuin-B3

Figure 4 - Phobomicrographs of histological slides

A (SC/SC group) and B (VIDAVID groupl Percentage of etastc system fibers in
the dorsal arlery (D), XE00. The VIlDAID group showed & 30% reduction in
the percantage of elastic fibers in DA when compared bo the SCISC groug.
Wheger!'s futsin-resorcin lechnique with previous axidation by oxane.
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E Figure(s): 2 Figure 3
Click hera to downsoad high resolution image
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F. Tablais): £ Tablel

TABLE 1

Table 1- Compasition of the dats.

Hurient [gitg) SCAINGIG  VilD AREGGE 50 ABMGGM  WiD AINGAM
Corm starth T T ABEES 265 B
Casgin T00.00 00, 140.00 140.m
Decrinized ssarch 132.00 132.m 155.00 155.00
Suorese 10000.00 100,00 100,00 100,00
Soya bean ol 700 .00 a0.m 40.00
Fiber S0.00 50.00 50,00 50,00
L oysiine 00 3.00 1.80 180
Chailing 250 250 250 250
Antinsidant [T M 0014 D008 0.008
Mirerad mibe 3500 3500 350 35.00
Calrium carbonase 357.00 3570 35700 3570
Vitamin mix 10.00 .00 .00 10,00
Vitamin D3 (40000 Uk - g Mix 0I5 0.00 025 non
Ttal 1000:00 1000 20 100000 100000
Enegy (Koal) HWE0.00 3050 00 380300 30300
Giyrogen (%) B4.00 B4.00 TE.00 TE.O0
Frobsrs (%) 19.00 o wWim 14.00
Lipits (%) 17.00 17.m Wm 10.00

SC-AINDAG, standard el VEDWAMSAE, wiamin O resiicied el SC-AINDEM, died for adull
maintenance; YED-AINGAM vilamin D mesTicted Sel for adull madnieranoe All T Rolnents
oomesponded 1o the recommendaions of Amercan iesliute of Nulrition for rodenis (AING3G &
AINTEN).



F. Tabile{s): #_Table2

TABLE2
Tabde 2- Bi 10 and bioch others of the SC and VitD groups.
Paramctons SC D »
Food mtake (g ueirred'day | 240217 202+203 S
Encrgy intake {K)animal day) 3650 = 873 36400 = 3.79 ™
Total weight (g) sS.10:1233 5250=2017 ™
Food mtide in lactation (p'day wiread ) 4162:899 2085+ 587 -
Encrgy imtake in lactation (K3 'day sairmal) 65790+ 14210 £75.10=97.03 ™
Glycersia in the Lot gotational week {mmol 1) 530+ 05 5.10= 058 ™
Glycomic weanmy (mmoll) 652+ 161 697=231 ™
mwadin (pULL) 19.17 £ 14 2796 =769 -
280HD3 (rw'sed) 6164 = 1200 2KS0=220 <0001

2S0OHD3, 25-bydeoxy vitamin DI na, oot significant. Dats were proseatiod s mean + standand devistion.
Sugnificant differences botwoen groups mc mdiciod in the table, s detennined by unpused Lo, pe005.
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F. Table(s): #_Table3

TABLE 3
Table 3 - Py of animals (pups) st 4 months of age.

Parameters SOSC VaDvuD P
Food mitake ( wearred day) 1909 £ 393 1891 =418 -
Energy intalc (KJ aniemal 'dia) 09K+ 6246 3063 + 6469 -
Food Efficiency (g X)) LiTs012 Lis=olo -
SEP (mmiiy) 640 =111 1891 =808 < 000}
Glucese (maml L) 604 2 248 126 =415 0.009%
AUC of OGTT (arbitrary usila) 365+ 6118 93374979 00245
Trwadin (U1LY 2150+ K75 13.76=1.52 0.0072
HOMA-IR A2 =139 15.53=054 <0001
25 OH DI (ng'ml) T3+ 886 R74+020 <0000
Epudadyrral Fat (g) 5934108 769175 0.022¢
Perweal G2 (g) 680100 85119 0089
Subcutmoos Fut (g) CRIEI R 590+ 140 00078
Adipoaty mdes (%) 396+ 0.62 S56+1.16 0008

SC/SC wtanadard dict group in the perinai] asd postrtal penods; VaD'VaD, det rodrctod group 1
vitamin D @ the perinatal and posnatal periods; SEP, sywiole blood prosurs; AUC, s under the
OGTT curve: OGTT, Orad Glucose Tolermcs Tat: HOMA-IR, homomisin cvabuation model; 25-
OHD3, 2S-hrydeony in D3; ne. not signif Data were p d 2 mcan + SD. Significant
diffeercex between the groups asc indicaled with the symbols (p <005) = determmad by the
empaired (ol
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F. Tabla(s): _Tabloé

TASLE 4

Takde 4- OMfsgpring's penis parameners ot 4 months of sge

I SCIEC Wil Viel- "
Worphomziny

Arca DA (umZ) TIR0 + 161700 65400 + ¥54, 30 '
THE DA (et} I2EH00 + T TR0 + BO1. T L
Lemcn of [ (pm 463200 + 153300 4000 + 62E B .M
Th of DA Lumen [ 05 + 005 Al 2015 <ih 00
Muclcar density TS D {nuclcipm2) 00T + QU2 L0 + 0L '
Elaatic fbers DA (%) W+ 500 19005 + 7.3 Q0T
Height of infcrmal chusi larna DA () LIT+0TH L.Sh =08 <1000
DO (e} IR GEO0 £ | TREA T LITSE00 + 155900 ]
Wemcls CC (%) 244 £ 119 350+ 126 ]
Wemscls C5 (%) 306 + 148 473112 <1000
Wl DRt %) 1258 + 934 w15 5T 47
Merves O (%) 73T +418 £l =307 ™
Merves 08 %) 1042 £ 537 1227+ 514 ™
Merves DN (%) B3+ kS 1679+ .73 <ih00nl

AC /8O stendard Scf groue; Vel (Wi, det resrected groug is viteme 0 DA Soral anenys TH of
DA, tenses meda of the doral aviery; [N, doop doral ven: O, compes covermmurn: SC. coepus
spangicsemn; R, domal repon; as, mol cml. Dt e 4 as mean + S Dhillk
between groups wore tostiod with enpeincd 1o, The level of sigrificance was scl at p<iiS.




