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RESUMO 

 

LIMA, Flávia Fernandes. Efeitos da dieta restrita em vitamina D administrada durante os 

períodos perinatal e pós-natal no pênis de ratos Wistar. 2018. 182 f. Tese (Doutorado em 

Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

 

A deficiência de vitamina D em gestantes e crianças é um problema de saúde que tem 

sido observado em muitas partes do mundo. A inadequação materna de vitamina D afeta tanto 

a saúde da mãe como a do feto, e tem impacto sobre o desenvolvimento de doenças crônicas 

na prole na idade adulta. O presente estudo avaliou os efeitos da dieta restrita em vitamina D 

administrada nos períodos perinatal e pós-natal na morfologia do pênis de ratos Wistar 

adultos. Fêmeas Wistar foram separadas em dois grupos: dieta padrão (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 mães SC, alimentados com dieta SC) e 

VitD/VitD (descendentes de mães VitD, alimentados com dieta VitD). Avaliou-se dados 

biométricos, bioquímicos e realizou-se análises histoquímicas e imunohistoquímica no pênis. 

A dieta restrita em vitamina D promoveu hiperglicemia de jejum (+86,42%; p=0,0096), 

intolerância à glicose (+12,02%; p=0,0180), hiperinsulinemia (+53,80%, p=0,0072), aumento 

do HOMA-IR (+87,51%; p<0,0001), elevação da pressão arterial sistólica (+15,30; p<0,0001) 

e redução dos níveis séricos de vitamina D (-61,00%, p<0,0001). No que concerne à 

morfologia do pênis, a dieta sem vitamina D diminuiu as seguintes áreas: do corte transversal 

do pênis (-5,45%; p=0,0083), do corpo cavernoso com (-7,01%; p=0,0007) e sem túnica 

albugínea (-5,70%; p=0,0133), da túnica albugínea (-8,55%; p=0,0001) e da veia dorsal 

profunda (-47,28%, p=0,0004). Além disso, a restrição de vitamina D induziu no corpo 

cavernoso o aumento das porcentagens de tecido conjuntivo (+9,52%, p<0,0001), de músculo 

liso (+25,19%; p<0,0001) e da proliferação celular (+17,39%; p=0,0161). A dieta VitD 

aumentou a porcentagem de tecido conjuntivo (+16,23%, p<0,001) e de músculo liso 

(+21,06%, p=0,0074) no corpo esponjoso. Em contrapartida, essa mesma dieta reduziu os 

espaços sinusoidais (-21,54%; p=0,0002) e fibras elásticas (-14,83%, p=0,0009) no corpo 

cavernoso, bem como promoveu a diminuição das fibras elásticas na túnica albugínea do 

corpo esponjoso (-11,86%, p<0,001). Nos dados avaliados na artéria dorsal, a dieta VitD 

aumentou a área da túnica média (+45,82%, p=0,0156) e reduziu a área do lúmen (-47,28%, 

p=0,0040). A restrição de vitamina D reduziu as fibras elásticas (+30,26%, p=0,0073) e 

diminuiu a altura da lâmina limitante elástica interna (-28,11%, p<0,001) da artéria dorsal. A 

dieta sem vitamina D também aumentou a porcentagem de vasos nos 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 região dorsal 

dos pênis. Os resultados mostraram que a restrição de vitamina D nos períodos perinatal e 

pós-natal promove alterações estruturais e quantitativas nos elementos constituintes do pênis 

da prole, indicando a importância de níveis séricos adequados de vitamina D durante a 

gestação, lactação e vida pós-natal, para manter a integridade da morfologia peniana nos 

adultos. 

 

Palavras-chave: Programação fetal. Vitamina D. morfologia. Pênis. Ratos Wistar. 

 



ABSTRACT 

 

LIMA, Flávia 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 Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências 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%; 

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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INTRODUÇÃO 

 

 

Existe uma alta prevalência de insuficiência ou deficiência de vitamina D em todo o 

mundo que se tornou uma preocupação por causa dos potenciais efeitos adversos na saúde 

humana (VON WEBSKY et al., 2018). Os níveis séricos de vitamina D refletem tanto o 

consumo dietético quanto a exposição a luz solar e precisam ser conhecidos, pois níveis 

inadequados dessa vitamina podem comprometer a saúde.  

Existem controvérsias em relação aos valores de referência para os níveis séricos de 

25- hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) para humanos e pouco se discute sobre os valores de 

referência 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 

são: normal -  > 20 ng/ml, insuficiência - 10 – 20 ng/ml e deficiência - < 10 ng/ml 

(BOUILLON, 2017).  

A insuficiência ou a deficiência de vitamina D têm sido observada em adultos e idosos 

(HAIMI; KREMER, 2017). Contudo, mulheres grávidas e seus filhos também constituem 

grupos de alto risco para deficiência de vitamina D e são, portanto, o foco de pesquisas atuais 

(VON WEBSKY et al., 2018). A prevalência de deficiência ou insuficiência de vitamina D 

durante a gestação varia entre 8% a 100% dependendo do país (HOSSEIN-NEZHAD; 

HOLICK, 2012).  

O armazenamento da vitamina D inicia-se durante a gestação, quando essa vitamina é 

transferida da mãe para o feto por via transplacentária (WAGNER et al., 2012). A 

manutenção de níveis séricos adequados de vitamina D durante a gestação é essencial para 

prevenir níveis inadequados dessa vitamina durante a vida intrauterina e a sua deficiência no 

início da vida pós-natal (HOLLIS; WAGNER, 2004). 

A principal fonte de vitamina D é a exposição à luz solar natural (HOLICK, 2017). 

Assim, a principal causa de deficiência de vitamina D é exposição inadequada à luz solar 

(HOLICK et al., 2011). Contudo, a prevalência de insuficiência e deficiência dessa vitamina é 

alta, até mesmo em países com climas ensolarados como o Brasil (PEREIRA-SANTOS et al., 

2018). 

Fatores de risco para a deficiência de vitamina D incluem baixa exposição à luz solar, 

latitude, pigmentação da pele, uso de protetor solar, vestuário 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 lipossolúvel considerado essencial para a 

manutenção das funções vitais (VAN SCHOOR, LIPS, 2011). A vitamina D atua na 

homeostase do cálcio, do fósforo e no metabolismo ósseo. Ademais, desempenha outras 

funções no sistema muscular, na modulação do sistema imunológico, na diferenciação e 

proliferação celular, além de outras ações extraósseas, que são 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 órgãos, levando a 

uma nova compreensão da atuação dessa vitamina, que atualmente é considerada um 

hormônio (PLUDOWSKI et al., 2013). 

Estudos mostram que a crescente incidência da obesidade e doenças crônicas não 

transmissíveis pode ter origem em alterações ocorridas no útero e durante o início da vida 

pós-natal (REICHETZEDER et al., 2014). Já está bem estabelecida na literatura a existência 

de uma janela crítica temporal para o crescimento e o desenvolvimento fetal, que pode ser 

programada pela nutrição (MCCANCE, 1962). A programação é o processo pelo qual um 

estímulo ou insulto quando aplicado no período crítico do desenvolvimento, como gestação 

e/ou lactação, tem efeitos permanentes sobre as estruturas e as funções do organismo 

(BARKER, 1995; BARKER, CLARK, 1997; LUCAS, 1991). 

A inadequação materna de vitamina D afeta tanto a saúde da mãe como a do feto, e 

também tem impacto sobre o desenvolvimento de doenças crônicas na prole na idade adulta 

(VON WEBSKY et al., 2018). A restrição de vitamina D durante o período perinatal está 

relacionada com o aumento da adiposidade (NASCIMENTO et al., 2012), com alterações 

estruturais renais, com modificações dos componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) 

(NASCIMENTO et al., 2012), com o desenvolvimento de intolerância à glicose (ZHANG et 

al., 2014) e doenças cardiovasculares na idade adulta (GEZMISH, BLACK, 2013). 

O estado nutricional materno também é capaz de influenciar o desenvolvimento dos 

órgãos andrógenos dependentes (RAMOS et al., 2010).  Contudo, pouco se sabe sobre os 

efeitos da restrição de vitamina D durante a gestação, lactação e vida pós-natal no pênis da 

prole.  

A disfunção erétil (DE) é definida como a incapacidade persistente de alcançar /ou 

manter uma ereção peniana suficiente para permitir relações sexuais bem-sucedidas, causando 

diminuição da qualidade de vida em homens (THORVE et al., 2011). Barassi e colaboradores 

(2014) mostraram que pacientes com DE têm deficiência de vitamina D (BARASSI et al., 
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2014). Baixos níveis de vitamina D podem aumentar o risco de DE ao promoverem a 

disfunção endotelial (BARASSI et al., 2014). Sabe-se que a DE é multifatorial e que os 

principais fatores associados ao seu desenvolvimento são a disfunção endotelial e a 

deficiência de testosterona (TRAISH, GOLDSTEIN, KIM, 2007). 

Estudos mostraram que baixos níveis séricos de vitamina D estão associados com uma 

diminuição na concentração de testosterona em ratos e humanos, o que também pode alterar a 

morfologia do pênis e a fisiologia da ereção (BLOMBERG JENSEN et al., 2013; RAFIQ et 

al., 2016; TAK et al., 2015). 

Diante do exposto, a hipótese do presente estudo é que a dieta restrita em vitamina D 

administrada durante os períodos perinatal e pós-natal pode promover alterações na 

histomorfologia do pênis de ratos Wistar adultos. Nesse sentido, torna-se relevante estudar os 

efeitos da programação fetal por restrição de vitamina D, visto que a deficiência de vitamina 

D é comum em gestantes e seus recém-nascidos, promove alterações metabólicas na idade 

adulta e possivelmente também pode induzir alterações estruturais no pênis que podem levar à 

DE. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

1.1 Metabolismo da vitamina D  

 

 

A vitamina D é um micronutriente lipossolúvel considerado essencial para a 

manutenção das funções vitais.  As fontes de vitamina D são: a produção endógena, que 

ocorre na pele após exposição à luz solar (raios ultravioleta do tipo B - UVB), os alimentos 

que contêm 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 recomendações diárias. Há pequenas concentrações de 

vitamina D nos ovos, na carne e em alguns alimentos fortificados, como cereais, margarina e 

leite, embora os níveis de fortificação variem de país para o país (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. São boas fontes dietéticas de colecalciferol os 

peixes gordurosos, tais como o salmão, cavala, atum e o óleo de fígado de bacalhau 

(HOLICK, 2012).  

Outra fonte dietética de vitamina D é o ergosterol (vitamina D2) de origem vegetal, 

presente principalmente em cogumelos irradiados com radiação ultravioleta. Os  suplementos 

dietéticos também são fontes de vitamina D (HOLICK, 2007; HOSSEIN-NEZHAD, 

HOLICK, 2012). 

A principal fonte de vitamina D é a exposição da pele à luz solar direta. A síntese 

endógena da vitamina D se inicia nas camadas profundas da epiderme, onde está armazenada 

a substância precursora, o 7-dehidrocolesterol. A exposição da pele a luz solar direta, 

especificamente à UVB, nos comprimentos de onda entre 295 e 315 nanômetros, promove 

uma cascata de reações fotolíticas e enzimáticas na molécula do 7-dehidrocolesterol formando 

a pré-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 pré-vitamina D3 sofre isomerização para formar a vitamina D3 ou colecalciferol  (HOLICK 

et al., 1980). Em situações de exposição solar prolongada, a pré-vitamina D3, que é capaz de 

absorver fótons UVB, é isomerizada a dois produtos fotolíticos que são, o lumisterol e o 
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taquisterol. O lumisterol e o taquisterol são dois produtos fotolíticos que não tem efeito sobre 

o metabolismo do cálcio (HOLICK, MACLAUGHLI, DOPPELT, 1981). Este mecanismo 

endógeno exerce proteção contra uma síntese excessiva e resultante intoxicação. 

A vitamina D ingerida é incorporada em quilomícrons, que são lançados no sistema 

linfático e entra no sangue venoso (HOLICK, 2007). O colecalciferol e o ergosterol são 

transportados no sangue por uma glicoproteína, a proteína ligante de vitamina D (DBP) até o 

tecido adiposo, para armazenamento, prolongando sua meia-vida em até dois meses, ou para o 

fígado (HOLICK, 2012). 

As vitaminas D2 e D3 ao chegarem no fígado sofrem hidroxilação no carbono 25 que 

é mediada por uma enzima microssomal da superfamília do citocromo P450 chamada 

vitamina D 25- hidroxilase (CYP2R1), resultando na formação da 25-hidroxivitamina D ou 

calcidiol 25(OH)D3. O calcidiol é o principal metabólito de vitamina D circulante no sangue 

que é usado para determinar o estado de vitamina D de um paciente (HOLICK, 2012b, 

2012c). Esse metabólito sofre mais uma hidroxilação pela 25-hidroxivitamina D-1α 

hidroxilase (CYP27B1) nos rins para formar o hormônio 1α,25-dihidroxivitamina D3 

[1,25(OH)2D3] ou calcitriol, que é a forma mais ativa dessa vitamina. A produção renal da 

1,25(OH)2D3 é rigorosamente regulada pelas concentrações do paratormônio (PTH), cálcio e 

fósforo (DUSSO, BROWN, SLATOPOLSKI, 2005). Além disso, há enzimas que degradam o 

calcitriol em metabólitos solúveis em água 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 próprio calcitriol, como mecanismo de feedback negativo (BIKLE, 2014; 

WACKER, HOLICK, 2013).  
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Figura 1 - Síntese da forma ativa da vitamina D 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Figura mostrando as vias cutânea e dietética da produção da forma ativa da vitamina D 

(calcitriol). DPB, proteína ligante de vitamina D; PTH, paratormônio, Ca, cálcio; P, fósforo. 

Fonte: Adaptado de (GEZMISH, BLACK, 2013). 
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O calcitriol liga-se ao receptor da vitamina D (VDR) para controlar a expressão de 

genes regulados pela vitamina D em todo o genoma por meio de mecanismos epigenéticos 

(HOLICK, 2007, 2012b). Mudanças hereditárias na expressão gênica que não são mediadas 

por alterações na sequência do DNA são chamadas de modificações epigenéticas. Diferentes 

mecanismos sustentam as alterações epigenéticas como a metilação no DNA, modificações de 

proteínas histonas e silenciamento de RNA (STEFANSKA et al., 2012). 

 A vitamina D possui muitas funções, as principais são: regular o metabolismo e o 

crescimento ósseo, estimular a reabsorção renal de cálcio, regular o SRA, regular a pressão 

arterial e estimular a produção de insulina. Ademais, desempenha outras funções no sistema 

muscular, na modulação do sistema imunológico, na diferenciação e proliferação celular, 

além de outras ações extraósseas, que são 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 órgãos, levando a uma nova compreensão 

da atuação dessa vitamina, que atualmente é considerada um hormônio (PLUDOWSKI et al., 

2013). 

Os efeitos biológicos da 1,25(OH)2D3 são mediados pelo VDR que é um fator de 

transcrição que pertence à família dos receptores nucleares para hormônios esteroides. O 

VDR é expresso na maioria dos tecidos e células humanas e regula, de forma direta ou 

indireta, a expressão de cerca de 2000 genes. Muitos desses órgãos e células também têm 

capacidade para produzir 1,25(OH)2D3 (HOLICK, 2007, 2012b; NOVAKOVIC et al., 2012).  

O VDR liga-se, como heterodímero, com o receptor retinoico (RXR) para estimular a 

transcrição gênica (HAUSSLER et al., 1997). A 1,25(OH)2D3 liga-se ao VDR promovendo 

uma mudança estrutural e formação do complexo transcricional hormônio-receptor (ROCHEL 

et al., 2000). Então, o complexo hormônio-receptor é heterodimerizado com RXR e esse 

heterodímero 1,25(OH)2 D3-VDR-RXR acopla-se a uma sequência específica do DNA dos 

seus genes-alvos, chamada elementos-resposta da vitamina D (VDRE) (HAUSSLER et al., 

1997). Assim, ocorre a cascata de interações moleculares que regulam a transcrição de genes 

específicos, resultando em aumento ou redução da atividade do gene (HOSSEIN-NEZHAD, 

SPIRA, HOLICK, 2013). 
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Figura 2 -  Controle transcricional da expressão gênica pela 1,25(OH)2D3 via VDR   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Figura mostrando a cascata de interações moleculares que regulam a transcrição de genes, resultando 

na formação da proteína e ação biológica mediadas pela 1,25(OH)2D3 via VDR. VDR, receptor da 

vitamina D; RXR, receptor retinoico; VDRE, elementos-resposta da vitamina D; mRNA, Ácido 

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

 

 

A principal fonte de vitamina D é a exposição à luz solar natural (HOLICK, 2017a). 

Cerca de 50% a 90% da vitamina D endógena é proveniente da produção que ocorre na pele e 

o restante é oriundo da dieta (LIPS, 2010). Assim, a principal causa de deficiência de 

vitamina D é exposição inadequada à luz solar (HOLICK et al., 2011a). Estima-se que mais 

de um bilhão de pessoas no mundo tenham níveis séricos de vitamina D inadequados, 

configurando uma atual “epidemia” de hipovitaminose D (HOLICK, 2017b). A prevalência 

de insuficiência e deficiência dessa vitamina é alta, até mesmo em países com climas 

ensolarados como o Brasil (PEREIRA-SANTOS et al., 2018). 

Fatores de risco para a deficiência de vitamina D incluem baixa exposição à luz solar, 

latitude, pigmentação da pele, uso de protetor solar, vestuário cobrindo completamente a pele 

e dieta pobre em alimentos fontes (HENRY, 2011; VAN SCHOOR, LIPS, 2011). 

O ângulo de incidência da luz solar sobre a Terra (zênite solar) se modifica durante as 
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atinge a superfície terrestre é menor. Assim, a quantidade de raios UVB que atinge a pele dos 

indivíduos é uma função inversa da latitude e é menor nos meses de inverno (WEBB, KLINE, 

HOLICK, 1988). Ademais, a eficiência da síntese cutânea da vitamina D3 é ainda depende da 

pigmentação da pele. A melanina compete pelo fóton da radiação UVB nos comprimentos de 

onda entre 290 e 315 nanômetros, reduzindo a disponibilidade de fótons para a fotólise do 7-

dehidrocolesterol (CLEMENS et al., 1982). Quanto mais melanina na pele menor será a 

quantidade de vitamina D sintetizada por uma mesma dose de raios UVB (CLEMENS et al., 

1982).  

Protetores solares aplicados corretamente reduziram a penetração de UVB e 

diminuíram substancialmente a produção de vitamina D (MATSUOKA et al., 1987). 

Contudo, evidências mostram que o uso de protetores solares faz relativamente pouca 

diferença para a os níveis 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 os 

protetores solares somente quando saem ao sol (SPRINGBETT, BUGLASS, YOUNG, 2010). 

Embora um protetor solar de fator 50 diminua significativamente a produção cutânea de 

vitamina D, os níveis circulantes de 25(OH)D3 são minimamente afetados (LIBON et al., 

2017). Isso poderia ser explicado por uma mudança para outra fonte endógena de precursores 

(LIBON et al., 2017). O uso de protetor solar de curto prazo provavelmente não afeta os 

níveis circulantes de vitamina D. No entanto, o efeito do uso de protetor solar a longo prazo 

deve ser avaliado (LIBON et al., 2017). 

A deficiência de vitamina D também é comum em idosos. A pele dos idosos é mais 

fina, o que pode explicar as menores concentrações de 7-dehidrocolesterol e baixa produção 

de vitamina D após a exposição aos raios UVB (HOLICK, MATSUOKA, WORTSMAN, 

1989; NEED et al., 1993). 

Dados da última Pesquisa de Orçamento Familiar, do Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE) mostraram que 99% da população adulta brasileira apresenta consumo 

insuficiente de alimentos fontes de vitamina D (IBGE, 2010). Os níveis séricos de vitamina D 

refletem tanto o consumo dietético quanto a exposição a luz solar e precisam ser conhecidos, 

pois níveis inadequados dessa vitamina podem comprometer a saúde (HOLICK, 2017b). 

A 25(OH)D3 é o marcador mais adequado dos estoques fisiológicos de vitamina D, 

pois sua concentração sérica, indica o somatório da produção biológica proveniente da 

exposição solar e da dieta (HOLICK et al., 2011a). Ademais, a 25(OH)D3 possui meia vida 

sérica de duas a três semanas, enquanto a da 1,25(OH)2D3 é de seis horas (MOSEKILDE, 

2005). 
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Existem controvérsias em relação aos valores de referência para os níveis séricos de 

25(OH)D3 para humanos e pouco se discute sobre os valores de referência para os roedores 

(BATTAULT et al., 2013; BROUWER-BROLSMA et al., 2013; MAKA et al., 2008). Em 

humanos os pontos de corte são apresentados na tabela abaixo: 

 

 

Tabela 1 - Valores séricos de vitamina D e a classificação quanto a normalidade, insuficiência   

e deficiência  

 

Classificação Institute of Medicine   Endocrine Society  Vitamin D Council 

Normal > 20 ng/ml > 30 ng/ml > 40 ng/ml 

Insuficiência 10 - 20 ng/ml  20 - 30 ng/ml 20 - 40 ng/ml 

Deficiência < 10 ng/ml 12 - 20 ng/ml 12 - 20 ng/ml 
 

Fonte: Adaptado de BOUILLON, 2017. 

 

A deficiência de vitamina D, definida como níveis séricos <10 ng/mL (25 nmol/ L) é 

comum em muitos países em desenvolvimento (afetando até 50% da população), enquanto é 

menos comum nos Estados Unidos da América (afetando 6% da população) (ARABI, EL 

RASSI, EL-HAJJ FULEIHAN, 2010; SCHLEICHER et al., 2016). No entanto, a 

insuficiência de vitamina D definida com níveis 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 concentrações séricas de 25(OH)D3 são 

consideradas como um estado de inadequação nutricional que precisa de intervenção 

(BOUILLON, 2017).  

De acordo com os critérios da Endocrine Society, os níveis séricos de 25(OH)D3 

devem ser >30 ng/mL (75 nmol/L), o que significa que a maioria da população mundial pode 

ser diagnosticada com insuficiência de vitamina D (HOLICK et al., 2011b, HOLICK 2012). 

As diretrizes de uma forma geral concordam que as concentrações séricas de 25(OH)D3 

menores que 10- 12 ng/mL (25-30 nmol/L) devem ser evitadas em todas as idades, pois níveis 
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baixos constituem fator de risco para raquitismo, osteomalácia entre outros problemas de 

saúde (BOUILLON, 2017). Além disso, o Institute of Medicine e a maioria das diretrizes 

concluem que os níveis séricos de 25(OH)D3 maiores que 20 ng/mL (50 nmol/L) são 

suficientes para 97,5% da população geral (BOUILLON, 2017; ROSS et al., 2011). 

 

 

1.1.1 Metabolismo da vitamina D na gestação 

 

 

Durante a gestação ocorrem alterações fisiológicas que afetam o metabolismo e o 

transporte da vitamina D. Essas modificações tem como objetivo fornecer cálcio suficiente 

para promover a mineralização óssea fetal adequada (BRANNON, PICCIANO, 2011). Dentre 

essas alterações podemos citar: os aumentos do calcitriol sérico, da DBP, do VDR 

placentário, além da elevação das atividades renal e placentária da CYP27B1 (OLMOS-

ORTIZ et al., 2015). 

O armazenamento da vitamina D inicia-se durante a gestação, quando essa vitamina é 

transferida da mãe para o feto por via transplacentária (WAGNER et al., 2012a). A 25OHD3 

materna atravessa a membrana placentária e é a principal fonte de vitamina D para o feto 

(BRANNON, PICCIANO, 2011; KALUDJEROVIC, VIETH, 2010). Contudo, o metabólito 

ativo 1,25(OH)2D3 não atravessa a placenta (SHIN et al., 2010). No entanto, a presença da 

CYP27B na placenta e nos rins do feto é capaz de converter a forma inativa da vitamina D, 

recebida da circulação materna, em seu metabólito ativo, suprindo a falta de passagem 

transplacentária da 1,25(OH)2D3 (ADAMS, HEWISON, 2012). 

As concentrações da 25OHD3 no sangue do cordão umbilical do feto variam de 68% a 

108% dos níveis maternos (DROR, ALLEN 2010). Por tanto, a manutenção de níveis séricos 

adequados de vitamina D durante a gestação é essencial para prevenir níveis inadequados 

dessa vitamina durante a vida intrauterina e a sua deficiência no início da vida pós-natal 

(HOLLIS, WAGNER, 2004).  

 As concentrações séricas de 25(OH)D3 materna se mantêm constantes ao longo da 

gestação. Contudo, os níveis séricos de calcitriol aumentam durante a gestação (KOVACS, 

2011; OLMOS-ORTIZ et al., 2015). A 1,25(OH)2D3 sérica se eleva no início da gestação e 

os níveis mais altos são alcançados no terceiro trimestre, sendo cerca de duas a três vezes 

maiores do que o observado em mulheres não grávidas (MØLLER et al., 2013; WAGNER et 

al., 2012c).  
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O aumento da 1,25(OH)2D3 induzido pela gestação pode depender da disponibilidade 

do substrato de 25(OH)D3 (HOLLIS et al., 2011; HOLLIS, WAGNER, 2017a). O aumento 

dos níveis séricos de calcitriol também está associado com a elevação da síntese e a maior 

atividade do CYP27B1 nos rins maternos, nos trofoblastos placentários e na decídua 

(KOVACS, KRONENBERG, 1997; WEISMAN et al., 1979). 

Ao longo da gestação ocorre aumento da síntese da proteína  relacionada com o PTH 

(PTH-rP) que é sintetizado pela paratireoide e placenta (SIMMONDS, KOVACS, 2010). Essa 

proteína pode atingir a circulação materna e ligar-se ao receptor do tipo I do PTH, e pode 

induzir a expressão gênica do CYP27B1 no rim e catalisar a síntese do calcitriol (VON 

WEBSKY et al., 2018). 

Um estudo prévio mostrou que durante a gestação ratas nefrectomizadas apresentaram 

níveis séricos de calcitriol semelhantes aos observados nas ratas gestantes controles, o que 

ressaltou a importância da placenta na síntese de calcitriol (BLUM et al., 1999). 

Posteriormente, foi identificada a expressão da proteína CYP27B1 nas células placentárias e 

trofoblásticas confirmando então, o papel da placenta como um órgão capaz de produzir 

calcitriol (ZEHNDER et al., 2001). 

A DBP tem papel importante na manutenção de reservas séricas dos metabólitos da 

vitamina D porque modula as taxas de biodisponibilidade, ativação e capacidade de resposta 

dos órgãos alvos da vitamina D (SAFADI et al., 1999). Cerca de 85% a 90% da 25(OH)D3 e 

1,25(OH)2D3 estão fortemente ligadas à DBP na circulação, enquanto que uma quantidade 

menor (10% a 15%) está ligada à albumina. Menos de 1% da vitamina D está presente na 

circulação na forma livre (BIKLE et al., 1985; CHUN et al., 2014). 

A gestação está associada com o aumento dos níveis séricos da vitamina D (MØLLER 

et al., 2012). Essa situação resulta da estimulação da síntese da DBP pelo estrogênio 

(MØLLER et al., 2012). Estudos mostraram que seus níveis aumentam cerca de 25% a 56% 

durante a gestação (RITCHIE et al., 1998; WILSON et al., 1990). Outros autores comentam 

que os níveis séricos da DBP em gestantes correlacionam-se com os níveis séricos de 

calcitriol, mostrando que o aumento da DBP pode estar vinculado a elevação da concentração 

do calcitriol na gestação (BIKLE et al., 1984). No entanto, estudos sugerem que a alta 

concentração de DBP sob efeitos estrogênicos na gestação pode ser responsável pelas baixas 

concentrações 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 expressão tanto do gene quanto da proteína é maior nos 

tecidos placentários e na decídua durante o primeiro e segundo trimestres (EVANS et al., 
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2004; ZEHNDER et al., 2002). Os níveis mais altos de expressão ocorrem no primeiro 

trimestre na decídua, mostrando a importância do calcitriol durante a primeira parte da 

gestação (ZEHNDER et al., 2002). O VDR placentário está positivamente correlacionado 

com a transferência materno-fetal de cálcio assim a abundância de VDR na placenta é 

importante para saúde óssea fetal (YOUNG et al., 2014).  

 

 

1.1.2 Metabolismo da vitamina D na lactação 

 

 

As concentrações de 25(OH)D3 não mudam significativamente durante a lactação nos 

roedores (LOBAUGH et al., 1990). Em contrapartida,  na lactação os níveis séricos do 

calcitriol aumentam cerca de duas a três vezes em relação a concentração normal até o 

desmame (KOVACS, 2012). A redução dos níveis séricos de cálcio e o aumento do PTH, 

observado na maioria dos estudos com roedores em lactação, provavelmente contribuem para 

o aumento do calcitriol. O aumento dos níveis séricos do PTH pode explicar parte do aumento 

do calcitriol durante a lactação. Estudos prévios mostraram que em ratas 

paratireoidectomizadas em lactação os níveis de calcitriol corresponderam a metade das 

concentrações observadas no grupo controle, embora o nível alcançado tenha sido pelo menos 

o dobro em relação ao observado em roedores não lactantes (LOBAUGH et al., 1993; PIKE et 

al., 1979). 

Não só as concentrações de 1,25(OH)2D3 são elevadas durante a lactação em 

roedores, mas as concentrações respondem a diferentes exigências da lactação (LOBAUGH et 

al., 1992). Quando a dieta materna tem baixo teor de cálcio, quando o tamanho da ninhada é 

grande ou com lactação mais intensa, as concentrações de 1,25(OH)2D3 aumentam, 

possivelmente para que ocorra um aumento na absorção intestinal de cálcio quando a mãe 

enfrenta situações de demandas extras (KOVACS, 2008).  

Ratas com deficiência de vitamina D e ratas VDR-nulas amamentam normalmente e 

têm perdas esqueléticas semelhantes aos controles. Porém, um estudo mostrou que as ratas 

deficientes em vitamina D perdem mais conteúdo mineral esquelético do que as ratas normais 

(FUDGE, KOVACS, 2010). 

Estudos comentam que em humanos o nível sérico de 25(OH)D3 diminuiu durante a 

lactação (MILMAN, HVAS, BERGHOLT, 2011; NARCHI et al., 2010). Em contrapartida, as 

concentrações do calcitriol livre e total permanecem normais ao longo da lactação e após o 
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desmame (JARJOU et al., 2010; WILSON et al., 1990). Entretanto, outros estudos mostraram 

que a lactação prolongada por período maior que seis meses está associada com maior nível 

sérico de calcitriol (GREER et al., 1982; KALKWARF, SPECKER, HO, 1999). Uma possível 

explicação associada ao aumento da concentração do calcitriol se deve ao fato da PTH-rp 

atingir níveis máximos durante a lactação e provavelmente estimular a CYP27B1. No entanto, 

há evidências de que o PTH-rp é menos potente do que o PTH para estimular a CYP27B1e 

aumentar a síntese do calcitriol (HORWITZ et al., 2005). Contudo, outros estudos comentam 

que há declínio nas concentrações do calcitriol após a gestação. Esse fato pode ser explicado 

por fatores relacionados à gestação perdidos no parto, tais como os altos níveis dos hormônios 

estradiol e lactogênio placentário (KOVACS, 2016).  

A 25(OH)D3 têm pouca penetrância no leite materno e o calcitriol não passa para o 

leite materno (KOVACS, 2012). Assim, os lactentes que são alimentados exclusivamente com 

leite materno são expostos a um maior risco de deficiência de vitamina D (KOVACS, 2008).  

 

 

1.2 Programação fetal 

 

 

Estudos mostram que a crescente incidência de doenças crônicas não transmissíveis 

pode ter origem em alterações ocorridas no ambiente intrauterino e durante o início da vida 

pós-natal (KERELIUK, BRAWERMAN, DOLINSKY, 2017). O surgimento de doenças na 

vida adulta, resultante de um insulto vivenciado em períodos iniciais da vida, foi inicialmente 

postulado por Barker e colaboradores, e denominado origem fetal ou programação fetal das 

doenças do adulto (BARKER, OSMOND, LAW, 1989). 

A programação fetal é um fenômeno pelo qual um estímulo ou insulto sofrido durante 

um período crítico do desenvolvimento, como gestação e/ou lactação, resulta em 

modificações morfológicas, metabólicas e fisiológicas permanentes. Esses efeitos em longo 

prazo são irreparáveis e irreversíveis, sendo observados na vida adulta mesmo na ausência do 

estímulo desencadeante do mecanismo adaptativo (BARKER, 1994; BARKER, 1995; 

BARKER, CLARK, 1997; LUCAS, 1991). 

As primeiras evidências da programação fetal são provenientes de estudos 

epidemiológicos retrospectivos a partir dos quais foram feitas associações entre alterações do 

ambiente pré-natal e perinatal e o desenvolvimento de síndrome metabólica (SMet) na idade 

adulta (JUNIEN, NATHANIELSZ, 2007). Estudos sobre a escassez de alimentos durante o 
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período conhecido como “Fome do Inverno Holandês” (1944-1945) mostraram que as 

crianças nascidas durante a fome apresentavam diminuição do crescimento fetal, redução da 

tolerância à glicose, maior circunferência da cintura, obesidade, dislipidemia, aumento do 

risco de diabetes tipo 2, doença arterial coronariana e maior mortalidade em comparação com 

crianças nascidas após o término da fome (PAINTER et al., 2006; RAVELLI et al., 1998; 

RAVELLI et al., 1999; RAVELLI, STEIN, SUSSER, 1976; VAN ABEELEN et al., 2012) . 

          Outro período de fome decorrente de conflitos humanos que também forneceu 

evidências da programação fetal foi o cerco ao Leningrado pelo exército alemão entre 1941 e 

1944. Os indivíduos que foram expostos à desnutrição apresentaram evidência de disfunção 

endotelial e maior influência da obesidade na pressão arterial (STANNER et al., 1997). 

Contudo, as associações entre desnutrição intrauterina e intolerância à glicose, hiperlipidemia 

e doenças cardiovasculares (DCV) na idade adulta não 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 população de Leningrado foi exposta a menos nutrientes durante 

e após o nascimento (YUDKIN, STANNER, 1998). Essa população não experimentou um 

período de disponibilidade suficiente de alimentos após a guerra, em disparidade com a 

população holandesa, porque o inverno da fome teve duração menor (cerca de cinco a sete 

meses). Esses estudos forneceram evidências de que o ambiente intrauterino materno tem 

repercussões sobre a saúde no início da vida e condiciona a prole ao risco de desenvolvimento 

de doenças metabólicas 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 crítica temporal para o crescimento e o 

desenvolvimento, que pode ser programada pela nutrição (MCCANCE, 1962). A nutrição 

materna inadequada pode alterar o suprimento de nutrientes para o feto. Assim, o feto se 

adapta a um ambiente intrauterino adverso, otimizando a utilização de nutrientes para 

assegurar sua sobrevivência, aperfeiçoa o crescimento de órgãos vitais, como o cérebro, em 

detrimento de órgãos periféricos (BARKER, 1992, 2007). O que denota nesse sentido, um 

fenômeno adaptativo que foi chamado de “hipótese do fenótipo econômico” desencadeando 

adaptações metabólicas a fim aumentar as chances de sobrevivência pós-natal, garantir 

melhor aproveitamento dos nutrientes e estimular o seu armazenamento quando disponíveis 

(HALES, BARKER, 2001). 

As alterações podem ocorrer de forma permanente, na forma de uma “programação”. 

A ideia dessa hipótese tem sido expandida com a “resposta adaptativa preditiva”, que propõe 
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que o feto interage com o ambiente materno prevendo o meio em que é provável que nasça, 

adaptando-se para ganhar uma futura vantagem competitiva (GLUCKMAN, HANSON, 

2006). Esses comportamentos que resultam da experiência inicial de vida, também podem ser 

definidos como imprinting metabólico (MCMILLEN, ROBINSON, 2005) e, da mesma 

forma, a plasticidade no desenvolvimento pode tornar-se prejudicial em sua sobrevivência 

quando a adequada ou excessiva nutrição é vivenciada no ambiente pós-natal (GLUCKMAN 

et al., 2007; MARTIN-GRONERT, OZANNE, 2010). Portanto, desordens metabólicas e 

endócrinas poderão 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). 

Alterações nutricionais ocorridas no ambiente intrauterino e no início da vida pós-

natal podem induzir o catch-up de crescimento (CIANFARANI, GERMANI, BRANCA, 

1999). Nesse processo ocorre crescimento acelerado após o baixo peso ao nascimento, que 

promove aumento da deposição de gordura na idade jovem (catch-up fat), hiperinsulinemia e 

desenvolvimento de DCV na idade adulta (KELISHADI et al., 2015; MEAS, 2010). 

A epigenética é um dos mecanismos que explica a relação entre o ambiente da vida 

intrauterina e a susceptibilidade a doenças crônicas na vida adulta. O termo epigenética 

refere-se a modificações reversíveis e transmissíveis no genoma funcional que não alteram a 

sequência de nucleotídeos do ácido desoxirribonucleico (DNA) (REICHETZEDER et al., 

2014, 2016).  

Os mecanismos epigenéticos modulam os efeitos de quase todas as exposições 

ambientais sobre os fenótipos de saúde e doença por intermédio de regulação da transcrição, 

por meio de diversos processos, tais como a metilação de ilhas CpG no DNA nuclear, 

modificação pós-transcricional de proteínas histonas (acetilação, metilação, fosforilação e 

ubiquitinação) e RNA de interferência (REICHETZEDER et al., 2014, 2016). A regulação 

epigenética representa por tanto, um dos mecanismos pelo qual as condições nutricionais 

maternas podem modular a expressão gênica e consequentemente o fenótipo fetal 

(HOCHBEG et al., 2011). As modificações epigenéticas estão envolvidas na diferenciação 

celular e no fenômeno da plasticidade do desenvolvimento em resposta às influências 

ambientais preparando o indivíduo para o meio extrauterino, podendo potencializar uma 

vantagem de sobrevivência por meio da regulação diferencial dos genes (GAO et al.,2014).  

A partir de evidências observadas em estudos prévios, diversos modelos experimentais 

de programação fetal foram desenvolvidos e investigaram como a nutrição materna promove 

o desenvolvimento de distúrbios metabólicos na prole. Dentre esses modelos experimentais 
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podemos citar os seguintes: restrição energética (DURAN FERNANDEZ-FEIJOO et al., 

2017), restrição proteica (GONZALEZ et al., 2016), dieta restrita em ferro (VIEYRA-REYES 

et al., 2017), diabetes gestacional (DONG et al., 2017), dieta hiperlipídica (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 restrição de vitamina D (MAIA-

CECILIANO et al., 2016) entre outros. 

Os modelos de programação fetal por restrição materna de micronutrientes mostram 

que ocorrem alterações fisiológicas na prole que predispõem ao desenvolvimento de doenças 

metabólicas durante a idade adulta (AHMAD et al., 2015). No que concerne a restrição 

materna de ferro, os estudos mostram que há comprometimento do crescimento ponderal do 

feto, desenvolvimento de obesidade, HAS e outras DCV (ALWAN, HAMAMY, 2015; 

GAMBLING et al., 2003). A restrição de cálcio e zinco durante a gestação também 

prejudicam o crescimento fetal e podem causar diabetes (KHOUSHABI et al., 2016; WANG 

et al., 2015a). 

O início de doenças crônicas que ocorrem na idade adulta também está relacionado 

com a deficiência materna de vitaminas (BARKER, 1998). A restrição materna de folato e 

vitamina B12 induz o desenvolvimento de anemia, DCV e alterações renais na prole adulta 

(AHMAD et al., 2015).  

A deficiência de vitamina D é comum em gestantes e seus recém-nascidos (GINDE et 

al., 2010). A hipovitaminose D na gestação tem sido observada em muitas partes do mundo 

(SARAF et al., 2016). O armazenamento da vitamina D inicia-se durante a gestação, quando 

essa vitamina é transferida da mãe para o feto por via transplacentária (WAGNER et al., 

2012b). Portanto, a manutenção de níveis séricos adequados de vitamina D durante a gestação 

é essencial para prevenir níveis inadequados dessa vitamina durante a vida intrauterina e a sua 

deficiência no início da vida pós-natal (HOLLIS, WAGNER, 2004). 

Existe uma alta prevalência de deficiência de vitamina D em todo o mundo que se 

tornou uma preocupação para os pesquisadores e as sociedades por causa dos potenciais 

efeitos adversos na saúde humana (VON WEBSKY et al., 2018). Gestantes e seus filhos 

constituem grupos de alto risco para deficiência de vitamina D e são, portanto, o foco de 

pesquisas atuais (VON WEBSKY et al., 2018). 
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1.3 Restrição (insuficiência ou deficiência) materna de vitamina D e programação fetal 

 

 

A deficiência de vitamina D em gestantes e infantes é um problema de saúde que tem 

sido observado em muitas partes do mundo (ABBASIAN et al., 2016). A insuficiência  ou 

deficiência materna de vitamina D afeta tanto a saúde da mãe como a do feto, e tem impacto 

sobre o desenvolvimento de doenças crônicas na prole na idade adulta (VON WEBSKY et al., 

2018). 

Estudos mostram que os baixos níveis séricos de vitamina D maternos constituem 

fatores de risco para o desenvolvimento da pré-eclâmpsia e do diabetes mellitus gestacional 

(DMG) (AMRAEI et al., 2018; BACA et al., 2016). 

A pré-eclâmpsia é uma síndrome multifatorial que ocorre durante a gestação, que pode 

ter um início precoce, mas normalmente os sintomas surgem no terceiro trimestre (JAMES, 

WHITLEY, CARTWRIGHT, 2010). A HAS e proteinúria são sintomas característicos da pré-

eclâmpsia (JAMES, WHITLEY, CARTWRIGHT, 2010). Uma resposta inflamatória 

exagerada é observada na fisiopatologia da pré-eclâmpsia, além da disfunção endotelial e os 

desequilíbrios angiogênicos que perturbam as trocas materno-fetal (JAMES, WHITLEY, 

CARTWRIGHT, 2010). A vitamina D autócrina placentária exerce efeitos antibacterianos e 

anti-inflamatórios na decídua materna e trofoblasto fetal. A Vitamina D trofoblástica é 

importante para controlar a inflamação placentária (LIU et al., 2011). A vitamina D também 

exerce um efeito protetor na vascularização placentária e angiogênese em um estágio muito 

precoce da gestação e, por tanto é necessário entrar na gestação com um nível plasmático de 

vitamina D adequado (HOLLIS, WAGNER, 2017b). 

O DMG é uma complicação comum da gestação com consequências adversas a curto e 

longo prazo para a saúde tanto da mãe quanto da criança (DAMM et al., 2016). A vitamina D 

pode influenciar a tolerância à glicose durante a gestação (TRIUNFO, LANZONE, 

LINDQVIST, 2017). Estudos mostram que a deficiência materna de vitamina D na gestação 

foi significativamente associada a um elevado risco para DMG (LU et al., 2016; ZHANG et 

al., 2015). 

A vitamina D regula a produção da insulina nas células beta-pancreáticas, pode 

influenciar na secreção de insulina e na sensibilidade dos tecidos sensíveis à ação da insulina, 

por meio de seus efeitos nos níveis de cálcio 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). 
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A literatura mostra que há associação entre a hipovitaminose D e os resultados 

adversos da gestação tais como o comprometimento do crescimento fetal e parto prematuro 

(VON WEBSKY et al., 2018). A deficiência de vitamina D durante a gestação faz com que o 

feto em crescimento fique exposto a níveis inadequados de vitamina D, que é um fator 

essencial para um desenvolvimento normal. Portanto, nos recém-nascidos, a deficiência 

materna de 25(OH)D3 tem sido associada ao baixo peso no nascimento, bebês 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 endócrinos 

como a deficiência materna de vitamina D, alterações do SRA fetal e materno, têm 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 restrição de vitamina D durante o período 

perinatal induz alterações nos componentes do SRA que afetam a nefrogênese e promovem o 

desenvolvimento de doenças crônicas como a HAS na vida pós-natal (LAPILLONNE, 2010; 

MAKA et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2012).  

Um estudo realizado anteriormente verificou que a deficiência de vitamina D, no 

período perinatal, promove em roedores, o aumento do número de glomérulos menores e 

imaturos (MAKA et al., 2008). Além disso, a deficiência de vitamina D nos períodos perinatal 

e pós-natal estimula o SRA, induz liberação de moléculas pró-inflamatórias que promovem 

estresse oxidativo, disfunção endotelial, aumento da permeabilidade vascular, hiperplasia e 

hipertrofia das células musculares lisas que estão implicadas na patogênese da HAS 

(MARCHESI, PARADIS, SCHIFFRIN, 2008; ROBEY, CRANE-GODREAU, 2013). De 

acordo com Ni et al. (2014), a eliminação seletiva do VDR em células endoteliais, promove a 

diminuição da expressão da ONS-e além do aumento da deposição de colágeno e diminuição 

das fibras elásticas na aorta, mostrando que a vitamina D regula o relaxamento e a pressão 

arterial (NI et al., 2014). 

Um dos principais aspectos da programação fetal é o desenvolvimento de 

características da SMet na idade adulta, tais como a intolerância à glicose e a HAS 

(REICHETZEDER et al., 2014). Em roedores, a restrição materna de vitamina D causa RI 

com hipertrofia da ilhota pancreática e hiperinsulinemia (NASCIMENTO et al., 2013). A 

deficiência de vitamina D promove o aumento da atividade do SRA no pâncreas que induz 

elevação do estresse oxidativo e inflamação o que compromete a função das ilhotas 

pancreáticas e aumenta a RI no pâncreas. Essas alterações estão relacionadas com a perda do 

controle glicêmico (CHENG, BOUCHER, LEUNG, 2013). 
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Outros estudos sugerem que a restrição de vitamina D durante a gestação se reflete 

sobre o metabolismo de carboidratos ocasionando RI, intolerância à glicose e aumento do 

fator nuclear kappa beta (NF-Kß) que está associado com  o aumento da inflamação após o 

nascimento (ZHANG et al., 2014). O NF-Kß é um potente indutor da transcrição de genes de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como o  fator de necrose tumoral-α e a interleucina-6, que 

atuam como antagonistas à ação da insulina contribuindo para o desenvolvimento da RI 

(SHOELSON, LEE, GOLDFINE, 2006). A restrição de vitamina D também desencadeia o 

acúmulo de gordura corporal e pode promover o aumento da adiposidade na prole (CROZIER 

et al., 2012). O aumento da adiposidade promove acúmulo de vitamina D nos adipócitos. Isso 

reduz a sua biodisponibilidade e aciona o hipotálamo para gerar uma cascata de reações que 

leva ao aumento da sensação de fome e redução do gasto energético, de modo a compensar a 

falta da vitamina (POURSHAHIDI, 2015; WOOD, 2008; WORTSMAN et al., 2000). Entre 

essas reações está o aumento do PTH, que promove lipogênese e pode modular a adipogênese 

por meio da supressão do VDR, que inibe compostos envolvidos na diferenciação e 

maturação dos adipócitos (MARWAHA et al., 2017; SUN, ZEMEL, 2008). Além disso, o 

calcitriol inibe a expressão da proteína desacopladora-2 (envolvida na regulação do 

metabolismo, na termogênese induzida pela dieta e no controle do peso corporal), por meio do 

VDR nos adipócitos, e aumenta, assim, a eficiência de energia (MAJOR et al., 2008). A 

regulação pelo calcitriol da proteína desacopladora-2 e dos níveis de cálcio intracelular parece 

desempenhar um efeito sobre o metabolismo da energia ao afetar a apoptose de adipócito 

(MAJOR et al., 2008).  

O complexo sistema do metabolismo da vitamina D possui muitos alvos. O próprio 

status de vitamina D pode induzir alterações epigenéticas em vários genes, incluindo genes do 

metabolismo da vitamina D (FETAHU, HÖBAUS, KÁLLAY, 2014). A vitamina D é um 

micronutriente importante que pode influenciar o estado de metilação do genoma, comparável 

a outros componentes nutricionais da dieta materna (DOMINGUEZ-SALAS et al., 2014).  

Na prole de roedores provenientes de pais com deficiência de vitamina D foi 

encontrada a hipermetilação de um gene relevante para o controle da pressão arterial 

(MEEMS et al., 2016). Jung e colaboradores (2016) encontraram diferenças nos perfis de 

metilação do DNA no sangue do cordão umbilical de recém-nascidos com altos níveis de 

25(OH)D3 em comparação com aqueles com baixas concentrações de 25(OH)D3 (JUNGE et 

al., 2016). 

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

geral, a hipermetilação na região promotora de um gene geralmente está ligada ao 
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silenciamento de genes e diminuição da expressão gênica (REICHETZEDER et al., 2016). 

Em contrapartida, a hipometilação na região promotora de um gene, em geral, leva a uma 

maior expressão gênica (REICHETZEDER et al., 2016). 

As modificações epigenéticas também podem afetar a expressão dos genes envolvidos 

na síntese e degradação da vitamina D e, consequentemente, promoverem um impacto direto 

no estado de vitamina D. A hipometilação do CYP2R1 hepático, o gene que codifica uma 25-

hidroxilase crucial para a produção de 25(OH)D3, poderia explicar uma expressão aumentada 

da enzima CYP2R1 e um aumento subsequente nos níveis de 25 (OH) D3 (ZHOU et al., 

2014). Reciprocamente, a hipermetilação e concomitante redução na expressão do gene 

CYP24A1, que codifica uma importante enzima de catabolismo de vitamina D, levaria a um 

aumento da 1,25(OH)2 D3 (ZHOU et al., 2014). O CYP24A1 da placenta é especificamente 

hipermetilado durante a gestação (NOVAKOVIC et al., 2009). Assim, uma diminuição da 

expressão da CYP24A1 na placenta pode levar a uma redução na degradação local da 

1,25(OH)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 restrição materna de vitamina D também pode afetar órgãos dependentes de 

andrógenos uma vez que o estado nutricional materno é capaz de influenciar o 

desenvolvimento desses órgãos (RAMOS et al., 2010). Estudos prévios mostraram que a dieta 

hiperlipídica durante a gestação e/ou lactação promoveu danos estruturais e prejudicou a 

esteroidogênese nas células de Leydig na prole adulta. Além disso, também induziu 

hipertrofia e aumento da proliferação celular na próstata associados com a diminuição dos 

receptores de androgênios (PINTO-FOCHI et al., 2016; PYTLOWANCIV et al., 2016). Esses 

resultados mostraram que estruturas andrógeno dependentes são afetadas pela nutrição 

materna. Porém, pouco se sabe sobre a influência da restrição de vitamina D na 

histomorfologia do pênis. 
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Figura 3 - Vitamina D e programação fetal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  A figura mostra a influência da vitamina D no desenvolvimento da placenta, nas alterações 

epigenéticas e na programação fetal. 

Fonte: Adaptado de (Hossein-nezhad, Holick, 2013). 

 

 

Fatores ambientais 

Baixos níveis de VitD na gestação 

Metilação DNA 

Modificação de histonas 

Micro RNA  

Fatores 

genéticos 

Efeitos epigenéticos 

Adulto 

Idoso 

Criança 

Bebês 

Pré-termo 

Infecção respiratória 

Raquitismo 

Hipocalcemia 

Asma 

Diabetes tipo 1 
Autismo 

Alergias 

Adiposidade 

Hipertensão 

Obesidade 

Diabetes tipo 2 
Síndrome metabólica 

Doença cardiovascular 

Esquizofrenia 

Osteomalácia 

Miopatia 

Quedas 

Declínio cognitivo 
Câncer 

 

Programação Intrauterina 
 

Expressão dos genes 

Composição dos tecidos 

Desenvolvimento do cérebro 
Desenvolvimento Imunológico 

Metabolismo 

Adiposidade 

Desenvolvimento da 

placenta 

Programação fetal 

Gestação 

Pré-eclampsia 

Vaginose bacteriana 

Diabetes gestacional 

Alterações 

Epigenéticas  

Baixos níveis de vitamina D 



38 

1.4 Vitamina D e pênis  

 

 

A vitamina D é considerada um potente hormônio esteroide que promove efeitos sobre 

os diversos órgãos, incluindo o pênis (CANGUVEN et al., 2017; PILZ et al., 2011; TALIB, 

KHALAFALLA, CANGUVEN, 2017).  

As atividades biológicas da vitamina D são mediadas pelo VDR. O VDR e as enzimas 

que metabolizam a vitamina D encontram-se expressos nos testículos, espermatozoides, 

epidídimo, vesícula seminal, próstata e rim o que mostra a importância dessa vitamina no 

sistema urogenital e na reprodução (BLOMBERG JENSEN et al., 2010; BOUILLON et al., 

2008).  

A vitamina D é um micronutriente essencial para a manutenção das funções vitais, boa 

saúde, incluindo a ereção peniana (TALIB, KHALAFALLA, CANGUVEN, 2017). A 

deficiência de vitamina D está associada com a dislipidemia aterogênica, diabetes mellitus, 

redução dos níveis séricos de testosterona e HAS. Essas alterações metabólicas estão 

relacionadas com à disfunção endotelial e são fatores de risco clássicos para o início da DE 

(CARETTA et al., 2016; HOLICK, 2004). O aumento do vazamento venoso cavernoso está 

associado com essas alterações metabólicas, que promovem danos às células endoteliais e 

diminuem a produção do óxido nítrico (ON), que é essencial para manter a ereção 

(ANDRUKHOVA et al., 2014; CARETTA et al., 2016). A redução da produção do ON 

impede a vasodilatação e ocasiona a aterosclerose por promover a vasoconstrição, 

crescimento do músculo liso vascular, diminuição da fibrinólise e trombose (BECKMAN, 

CREAGER, LIBBY, 2002; WILLIAMS et al., 1996).   

 A hipovitaminose D além de exacerbar os fatores de risco clássicos para as DCV pode 

levar diretamente à DE (AL MHEID et al., 2011; SORENSON, GRANT, 2012). As artérias 

penianas são menores do que as outras artérias que irrigam outras áreas do corpo, o primeiro 

sintoma da aterosclerose pode ser manifesto como DE, assim a DE é um dos melhores 

preditores das DCV (GAZZARUSO et al., 2011; MELDRUM et al., 2011).  

A vitamina D também regula a produção de ON e das óxido nítrico sintetases partir da 

L-arginina (MOLINARI et al., 2011). O ON causa relaxamento do músculo liso vascular e a 

redução da sua biodisponibilidade pode causar danos no músculo liso e nos nervos do pênis, o 

que pode contribuir para a DE (THORVE et al., 2011).  

A ereção 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 pênis é essencial para a manutenção da 

função erétil normal (PINHEIRO et al., 2000). 

Baixos níveis séricos de vitamina D também estão relacionados com a diminuição da 

concentração de testosterona no soro de ratos e humanos, o que pode alterar a morfologia do 

pênis e a fisiologia da ereção (RAFIQ et al., 2016b; TAK et al., 2015). Indivíduos com 

deficiência de vitamina D apresentaram redução da testosterona sérica, aumento da espessura 

da túnica íntima da artéria cavernosa, redução do fluxo na artéria e declínio da função erétil 

(CARETTA et al., 2016). 

Uma recente análise transversal mostrou que a deficiência de vitamina D está 

associada com uma maior prevalência de DE (FARAG et al., 2016). Foi mostrado também 

que a suplementação de vitamina D melhora os níveis de testosterona, a SMet e a função erétil 

em homens de meia idade com deficiência de vitamina D (CANGUVEN et al., 2017). Barassi 

e colaboradores (2014) mostraram que pacientes com DE têm deficiência de vitamina D e que 

essa condição é mais frequente em pacientes com etiologia aterogênica (BARASSI et al., 

2014). Baixos níveis de vitamina D podem aumentar o risco de DE ao promoverem a 

disfunção endotelial (BARASSI et al., 2014). A vitamina D tem influência antiproliferativa 

nas células musculares lisas o que indica propriedades antiateroscleróticas que podem 

influenciar positivamente na DE (CHEN, LAW, GARDNER, 2010; SOMJEN et al., 2005). 

 

 

1.5 Morfologia do pênis de rato 

 

 

O pênis dos roedores não é o mais semelhante ao pênis humano no entanto, estudos 

utilizam esse modelo para investigar as alterações morfológicas resultantes de condições 

patológicas (FELIX-PATRÍCIO et al., 2015; KOVANECZ et al., 2016). 

O pênis do rato é  classificado morfologicamente como fibro-elástico (PINHEIRO et 

al., 2000), e é dividido em três porções: proximal, média e distal. O pênis dos roedores possui 

a formação de um ângulo reto na região de transição entre a porção média do órgão e a 

glande, e um osso cilíndrico que se estende da porção distal da porção média peniana ao topo 

da glande (VILMANN, VILMANN, 1979). Esse osso em alguns animais auxilia no momento 

da cópula dando suporte a esse órgão (VILMANN, VILMANN, 1979). A glande é revestida 

pelo prepúcio que é uma dobra de pele, que possui tecido conjuntivo altamente vascularizado.  
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A região peniana que possui estruturas semelhantes ao pênis humano, apesar de ter 

organização estrutural diferente, é a porção média. A porção média do pênis do rato é 

composta por dois corpos cavernosos, unidos entre si e localizados dorsalmente ao corpo 

esponjoso. Os corpos cavernosos são separados por um septo intercavernoso contendo vasos 

sanguíneos, nervos constituídos por fibras nervosas autonômicas (parassimpáticas e 

simpáticas) e somáticas, e de um corpo esponjoso localizado ventralmente (GOLDSTEIN et 

al., 1982; PINHEIRO et al., 2000). Cada estrutura erétil é recoberta por uma túnica fibrosa, 

denominada túnica albugínea (PINHEIRO et al., 2000). 

As trabéculas dos corpos cavernosos são formadas por tecido conjuntivo, 

predominantemente por fibras colágenas, que conferem suporte às células musculares lisas, 

que circundam os espaços sinusoidais (GOLDSTEIN et al., 1982). Tanto o corpo cavernoso 

como o corpo esponjoso apresentam um parênquima musculo vascular cuja unidade funcional 

é o espaço sinusoidal.  

Os espaços sinusoidais são preenchidos por sangue para a intumescência e rigidez 

peniana durante a ereção. Os espaços sinusoidais são cavidades alveolares forradas por células 

endoteliais e musculares lisas (GOLDSTEIN et al., 1982). Cada espaço sinusoidal é irrigado 

por uma arteríola que é um ramo terminal das artérias helicinais, e é drenado por vênulas que 

confluem com as dos sinusoides vizinhos para formarem as veias emissárias que atravessam a 

túnica albugínea (GOLDSTEIN et al., 1982).  

O corpo cavernoso do rato difere do humano por possuir menores quantidades de 

músculo liso, fibras elásticas e maiores quantidades de colágeno (PINHEIRO et al., 2000). O 

músculo liso do pênis do rato localiza-se na região perissinusoidal, enquanto no homem o 

músculo liso mistura-se ao tecido conjuntivo e elástico 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 proporções que a dos corpos cavernosos (GOLDSTEIN et 

al., 1982). A túnica albugínea consiste de uma camada fibrosa externa e uma camada celular 

interna que envolve os corpos cavernoso e esponjoso, é formada basicamente por tecido 

conjuntivo fibroso e elástico (PINHEIRO et al., 2000) (Figura 4). 

A inervação do pênis é autonômica (vias simpáticas e parassimpáticas) e somática 

(vias sensoriais e motoras). A partir da medula espinal e dos gânglios periféricos, as 

inervações simpáticas e parassimpáticas confluem, formando o nervo cavernoso, que adentra 

os corpos cavernosos e esponjosos para efetuar os eventos neurovasculares durante a ereção e 

detumescência (DEAN, LUE, 2005). A estimulação do plexo pélvico e do nervo cavernoso 
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induz ereção, enquanto que a estimulação do tronco simpático causa detumescência (DEAN, 

LUE, 2005). 

A via somatossensorial origina-se de receptores sensoriais localizados na pele do 

pênis, da glande, da uretra e no interior do corpo cavernoso. O pênis é ricamente inervado por 

terminações sensitivas, principalmente a glande; que tem, portanto, grande sensibilidade. A 

ativação desses nervos sensoriais envia mensagens de dor, temperatura e toque pelas vias 

espinotalâmicas e espinoreticular para o tálamo e córtex sensorial desencadeando a percepção 

sensorial (BURNETT et al., 1993; DEAN, LUE, 2005). O nervo dorsal do pênis supre tanto a 

pele quanto a glande do pênis. 

A irrigação do pênis é realizada principalmente pela artéria peniana. Essa artéria é um 

ramo da artéria pudenda interna, que é um ramo da artéria ilíaca interna. Da artéria pudenda 

interna originam-se as artérias dorsais, profundas e a bulbouretral.  (BREZA et al., 1989). As 

artérias profundas do pênis penetram na túnica albugínea e formam a rede arterial do corpo 

cavernoso. As artérias profundas são os principais vasos que suprem os espaços sinusoidais, 

emitem vários ramos que se abrem diretamente nesses espaços. As artérias profundas do pênis 

adentram o pênis juntamente com as veias e os nervos cavernosos. Após adentrarem os corpos 

cavernosos, as artérias dividem-se em múltiplas ramificações terminais conhecidas como 

artérias helicinais (ANDERSSON, WAGNER, 1995; MARTÍNEZ-SALAMANCA et al., 

2010).  

A artéria dorsal pode ser considerada, do ponto de vista histológico, um vaso 

sanguíneo de eleição para mostrar os efeitos do envelhecimento e de patologias que podem 

afetar a artéria cavernosa e seus ramos, induzindo alterações na composição da parede. Além 

disso, a artéria dorsal é importante para a manutenção da homeostase e função dos tecidos 

penianos (BARRA, IACONO, 1997). 

A drenagem venosa peniana pode ser dividida em profunda e superficial. O sistema 

venoso profundo drena tanto os corpos cavernosos quanto o corpo esponjoso. A principal 

drenagem venosa dos corpos cavernosos é realizada através das veias cavernosas, com 

drenagem adicional através das veias circunflexa, dorsal profunda e crural (BREZA et al., 

1989). O sangue das túnicas superficiais do pênis drenam para a veia dorsal superficial e 

dessa para a veia pudenda externa superficial (KRANE, GOLDSTEIN, DE TEJADA, 1989; 

PUECH-LEÃO et al., 1987).   
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Figura 4 - Divisão anatômica do pênis do rato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Imagem do pênis de rato após ser dissecado, com indicações de sua divisão em porções: A, 

proximal; B, média e C, distal. As linhas tracejadas indicam a região aproximada da divisão em 

porções. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

Figura 5 - Fotomicrografia do corte transversal do pênis de rato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:    Fotomicrografia do corte transversal da porção média do pênis de rato corado com tricrômico 

de Masson, 18,9x. A, corpo cavernoso; B, túnica albugínea do corpo cavernoso; C, espaço 

sinusoidal; D, corpo esponjoso; E, túnica albugínea do corpo esponjoso; F, uretra; G, veia dorsal 

profunda e H, feixe vasculo-nervoso região dorsal do pênis.  

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 períodos 

perinatal (gestação e lactação) e vida pós-natal na histomorfologia do pênis de ratos Wistar.  

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

a) Induzir a restrição de vitamina D nas mães e nos filhotes; 

b) Avaliar o ganho de massa corporal, ingestão e eficiência alimentar, níveis séricos de 

glicose, insulina e 25- hidroxivitamina D3 das mães e filhotes; 

c) Comparar a ninhada e os filhotes no nascimento; 

d) Acompanhar a evolução da pressão arterial sistólica dos filhotes;  

e) Avaliar o metabolismo de carboidratos por meio da glicemia de jejum, Teste Oral de 

Tolerância à Glicose, insulina sérica e índice de resistência à insulina- HOMA-IR dos 

filhotes; 

f) Estimar por meio da técnica de morfometria: área do corte transversal do pênis, área 

do corpo cavernoso com e sem túnica albugínea, área da túnica albugínea, área do 

corpo esponjoso, área da artéria dorsal, áreas do lúmen e da túnica média da artéria 

dorsal e área da veia dorsal profunda;    

g) Calcular a razão entre a área e o lúmen da artéria dorsal; 

h) Quantificar a densidade nuclear na túnica média da artéria dorsal; 

i) Quantificar as porcentagens de tecido conjuntivo, músculo liso, dos espaços 

sinusoidais e das fibras elásticas nos corpos cavernoso e esponjoso por métodos 

histoquímicos e imunohistoquímicos; 

j) Verificar a expressão do antígeno nuclear de proliferação celular no corpo cavernoso 

por meio de imunohistoquímica indireta; 

k) Avaliar a porcentagem de vasos no corpo cavernoso, corpo esponjoso e região dorsal 

por meio de imunohistoquímica indireta; 

l) Avaliar a porcentagem de nervos no corpo cavernoso, corpo esponjoso e região dorsal 

por meio de imunohistoquímica indireta. 



44 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais, dietas e protocolo experimental 

 

 

O projeto e o protocolo de pesquisa foram aprovados pela Comissão de Ética 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 recomendações e foram conduzidos de acordo 

com as diretrizes convencionais para a experimentação com animais (NIH Publicação Nº. 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 condições controladas de temperatura 

(21±2°C) e umidade (60±10%), com livre acesso à comida e à água. O ambiente foi 

submetido a ciclos de 12h/12h claro e escuro (07 às 19h) e ciclo de exaustão de ar (15 

min./hora). Os animais foram alocados em ambiente com luz incandescente, sem radiação 

ultravioleta, para evitar a síntese de vitamina D na pele. 

Fêmeas virgens da linhagem ratos Wistar com 6 semanas de idade foram divididas 

aleatoriamente em dois grupos nutricionais: SC (fêmeas do grupo dieta padrão, dieta AIN-

93G, com vitamina D3 - 0,25g/Kg, n=8) e VitD (fêmeas 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 recomendações nutricionais para roedores do “American Institute of 

Nutrition”, e confeccionadas pela empresa PragSoluções® (Jau, São Paulo, Brasil, 

www.pragsolucoes.com.br) (REEVES, NIELSEN, FAHEY, 1993). A composição das dietas 

está na Tabela 2.  

 

 

 

 

 

http://www.pragsolucoes.com.br/
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        Tabela 2 - Composição das dietas experimentais de acordo com as recomendações 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 

Caseína 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 

Óleo 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 Cálcio 357,00 357,00 357,00 357,00 

Mix de vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00 

Vitamina D3 (400.00 UI/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 

Glicídios (%) 64,00 64,00 76,00 76,00 

Proteínas (%) 19,00 19,00 14,00 14,00 

Lipídios (%) 17,00 17,00 10,00 10,00 

 

Legenda: SC-AIN93G, dieta padrão (do inglês standard chow) para os períodos de gestação, lactação e 

crescimento; VitD-AIN93G, dieta restrita em vitamina D para os períodos de gestação, lactação e 

crescimento; SC-AIN93M, dieta padrão para manutenção de animais adultos; VitD-AIN93M dieta 

restrita em vitamina D para manutenção de animais adultos.  

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

AIN93M) para roedores. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

Uma semana antes do acasalamento, as fêmeas ficaram em jejum por um período de 

12 horas para avaliação da glicemia. Uma pequena incisão na cauda do animal foi realizada e 

o sangue obtido por ordenha. A glicose sérica foi mensurada com glicosímetro (Accu-Chek, 

Roche, São Paulo, SP, Brasil).  

As fêmeas SC e VitD acasalaram seis semanas após o início das dietas experimentais, 

com machos reprodutores da mesma idade que receberam dieta SC durante toda a vida. As 

fêmeas receberam as respectivas dietas durante seis semanas pré-gestacionais, para que a 

insuficiência ou deficiência da vitamina D fosse alcançada durante a gestação (MAKA et al., 

2008). As mães também receberam as dietas experimentais SC e VitD durante a gestação e 
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toda lactação. A fecundação foi confirmada através do plug vaginal e as fêmeas foram 

acondicionadas em caixas individuais. Após três semanas, as fêmeas grávidas foram 

colocadas novamente em jejum, para avaliação da glicemia na última semana gestacional. No 

entanto, nas fêmeas grávidas, o jejum teve duração de quatro horas, para evitar uma possível 

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 distância 

ânus-genital. Seguidamente, os filhotes foram pesados separadamente e o tamanho da ninhada 

foi aleatoriamente ajustado para seis filhotes por lactante, três machos e três fêmeas, a fim de 

garantir nutrição 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 padrão nos períodos perinatal e pós-natal (filhotes 

oriundos de mães SC, e foram alimentados com a dieta SC desde o desmame até os quatro 

meses de idade, n=8) e VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e 

pós-natal (filhotes provenientes de mães 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 formação dos grupos experimentais, nunca mais de um filhote da mesma 

ninhada compôs o mesmo grupo. Todos os animais receberam as dietas experimentais ad 

libitum e tiveram livre acesso à água. 

 

 

3.2 Massa corporal, ingestão e eficiência alimentar 

 

 

A massa corporal (MC) das mães foi avaliada semanalmente em balança digital de 

precisão 0,1g (Urano) no período pré-gestacional e durante a gestação. A ingestão alimentar 

das mães foi monitorada diariamente durante a gestação e lactação, mediante subtração entre 

a quantidade total de ração ofertada e a quantidade remanescente na caixa. A ingestão 

energética diária foi obtida multiplicando-se a gramatura de ração ingerida pelo valor 

energético da dieta em quilojoules (kJ). A eficiência alimentar foi calculada como a razão 

entre o ganho de MC (g) e a ingestão energética em kJ de cada animal apresentada em 

porcentagem. 

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

o nascimento até os quatro meses de idade. A média da MC dos grupos foi calculada e traçado 



47 

o gráfico de evolução. A ingestão alimentar e energética, bem como a eficiência alimentar 

foram monitoradas diariamente, a partir do desmame até o final do experimento. A ingestão 

energética e a eficiência alimentar das proles foram calculadas conforme o protocolo descrito 

anteriormente para as mães. 

 

 

3.3 Pressão arterial sistólica 

 

 

Os filhotes foram adaptados por três semanas anteriores a avaliação da pressão arterial 

sistólica (PAS) com o objetivo de minimizar o estresse durante a execução do protocolo de 

aferição da pressão arterial. Dos três aos quatro meses de idade a PAS dos filhotes foi aferida 

semanalmente (às 18:00 horas). O método utilizado foi não invasivo pela pletismografia da 

artéria caudal (Insight, São Paulo, SP, Brasil). Foi utilizada a média de três aferições em cada 

momento. 

 

 

3.4 Teste Oral de Tolerância à Glicose  

 

 

O Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) foi realizado nos filhotes na semana 

anterior à eutanásia, os animais foram mantidos em jejum durante 12 horas. As amostras de 

sangue para determinação da glicose sérica foram obtidas da veia caudal após uma pequena 

incisão na ponta da cauda. Posteriormente, foi administrado, por gavagem orogástrica, o soro 

glicosado hipertônico (50% de glicose em solução salina estéril – 0,9% NaCl) na dosagem de 

2g/Kg de MC. A concentração de glicose sérica foi aferida antes da sobrecarga de glicose e 

nos tempos subsequentes: 15, 30, 60 e 120 minutos, utilizando-se um glicosímetro (Accu-

Chek, Roche, São Paulo, SP, Brasil). Para a avaliação da intolerância à glicose foi calculada a 

área sob a curva (ASC) considerando o tempo total de zero a 120 minutos. Para tanto, 

utilizou-se a ferramenta trapezoidal do programa GraphPad Prisma (versão 6.02 para 

Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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3.5 Eutanásia  

 

 

Os filhotes machos provenientes das mães 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 mães e tiveram, após 

a aferição da MC e CNA, a cabeça decapitada. As concentrações de glicose sanguínea foram 

mensuradas com glicosímetro (Accu-Chek, Roche, São Paulo, SP, Brasil). 

Ao término do período de lactação dos filhotes (21 dias), realizou-se a eutanásia das 

mães. As mães permaneceram em jejum durante 12 horas e seguidamente foram submetidas à 

câmara de gás dióxido de carbono. Posteriormente, o tórax foi aberto, o coração foi exposto e 

amostras de sangue foram coletadas diretamente do átrio direito, para determinação da 

glicemia de jejum. O restante das amostras foi imediatamente centrifugado e armazenado a -

80°C para futuras análises séricas. 

Aos quatro meses de idade, realizou-se a eutanásia dos filhotes, os quais também 

permaneceram em jejum por 12 horas e posteriormente foram submetidos à câmara de gás 

dióxido de carbono. Seguidamente, o mesmo procedimento descrito previamente para as mães 

foi realizado para os filhotes.  

 

 

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

 

 

Após a coleta do sangue das mães e dos filhotes, o soro foi separado por centrifugação 

(12000 rpm por 15 minutos) em temperatura ambiente e estocado a temperatura de -80°C até 

a realização das análises bioquímicas. 

As concentrações de 25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3] e insulina séricas foram 

realizadas em duplicata e dosadas pelo método de ELISA (ensaio de imunoabsorção 

enzimática, n=8 animais por grupo). Os níveis séricos de 25(OH)D3 foram avaliados com um 

kit de teste (CEA915Ge test kit, Cloud Clone Corp., Houston, Texas, EUA). A insulina sérica 

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 RI. O HOMA-IR foi calculado da seguinte forma: [glicose sérica de jejum (mmol/L) 
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x insulina sérica de jejum (µUI/L)]/22,5 (MATTHEWS et al., 1985). Todas as amostras foram 

analisadas em duplicata para as quais o coeficiente de variação intra-ensaio foi de 1,4%. 

 

 

3.7 Procedimentos histológicos 

 

 

Foram realizados cortes transversais da porção média do pênis dos filhotes com quatro 

meses de idade para realização das análises histológicas. As amostras da porção média dos 

pênis foram lavadas em solução salina (0,9% NaCl) e fixadas por imersão em formaldeído a 

4% em tampão fosfato salino (PBS) durante 48 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 

as amostras da porção média dos pênis foram desidratadas em álcool com concentrações 

crescentes até alcançarem o álcool absoluto, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. 

Após a inclusão, foram realizados cortes histológicos com 5μm de espessura, posteriormente 

corados pela hematoxilina-eosina a fim de verificar a integridade das amostras. Foram 

realizadas as colorações de tricrômico de Masson e a técnica de fucsina-resorcina de Weigert 

com prévia oxidação com oxona. 

Os cortes corados pelo tricrômico de Masson foram utilizados para a realização das 

seguintes análises histomorfométricas: área do corte transversal do pênis, área do corpo 

cavernoso com e sem túnica albugínea, área da túnica albugínea e área do corpo esponjoso. 

Além disso, os cortes corados pelo tricrômico de Masson também foram utilizados para a 

quantificação das porcentagens de tecido conjuntivo e dos espaços sinusoidais nos corpos 

cavernoso e no corpo esponjoso.  

 A técnica de coloração de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidação com 

oxona foi realizada para evidenciar as fibras do sistema elástico. Posteriormente foi utilizada 

para determinação da porcentagem dessas fibras nos corpos cavernoso e esponjoso, túnica 

albugínea do corpo esponjoso e na artéria dorsal. Nos cortes corados pela técnica de fucsina-

resorcina de Weigert com prévia oxidação com oxona também foram mensuradas a altura da 

lâmina limitante elástica interna da artéria dorsal. 
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3.7.1 Imunohistoquímica 

 

 

Os cortes histológicos em lâminas silanizadas foram desparafinados e hidratados. A 

recuperação antigênica foi realizada com tampão ácido etilenodiamino tetra-acético, pH 9,0, 

por 12 horas (overnight), a 60°C. Posteriormente as peroxidases endógenas foram inativadas 

com uma solução de peróxido de hidrogênio a 3% em metanol durante 15 minutos. Na 

sequência, 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 ligações inespecíficas.  

A seguir, os cortes foram simultaneamente incubados com anticorpos primários 

monoclonais anti-alfa actina de músculo liso (18-0106, diluição 1:100, Invitrogen, Camarillo, 

EUA), anti-antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) (18-0110, diluição 1:100, 

Invitrogen, Camarillo, EUA) e anti-tubulina-ß3 (ab78078, diluição 1:100, abcam, Cambridge, 

Reino Unido) a 37°C por 1 hora. Consecutivamente, os cortes foram lavados em PBS e 

incubados com anticorpos secundários biotinilados por 20 minutos e a reação foi detectada 

com o complexo biotina-estreptavidina-peroxidase (Kit Invitrogen, 859643, Frederick, EUA).  

Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS e a imunoreação positiva foi identificada 

após incubação com 3,3’diaminobenzidina tetraclorido (859643, Invitrogen, Frederick, EUA) 

e os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer. Simultaneamente, foram 

obtidas as lâminas do controle negativo onde os anticorpos primários foram substituídos por 

PBS/albumina do soro bovino. As imagens digitais dos pênis imunomarcados foram obtidas 

usando a câmera Olympus DP70 (Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio OlympusBX51 

(Tóquio, Japão) com resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF. 

A imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo 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, corpo esponjoso e na região dorsal do pênis. A imunohistoquímica anti-tubulina-

β3 foi realizada para estimar a porcentagem de nervos nos corpos cavernoso e esponjoso e na 

região dorsal do pênis.   
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3.8 Histomorfometria 

 

 

3.8.1 Área do corte transversal do pênis, área do corpo cavernoso com e sem túnica albugínea, 

área da túnica albugínea e área do corpo esponjoso 

 

 

Para as análises histomorfométricas das áreas do pênis dos filhotes aos quatro meses 

de idade foram utilizadas fotomicrografias das lâminas coradas pelo tricrômico de Masson. 

Cada um dos cortes transversais do pênis foi fotografado digitalmente com câmera Zeiss 

AxioCam ERc5s em microscópio óptico Carl Zeiss microscopy GmbH (Carl Zeiss, Gttingen, 

Alemanha) com aumento de 18,9x. Nas imagens obtidas foi possível observar todo o corte 

transversal do pênis. Posteriormente, diferentes parâmetros histomorfométricos foram 

aferidos: área do corte transversal, área do corpo cavernoso com e sem túnica albugínea, área 

da túnica albugínea e área do corpo esponjoso. Esses parâmetros foram mensurados em mm2. 

A área da túnica albugínea foi estimada pela diferença entre as áreas do corpo cavernoso com 

e sem túnica albugínea. 

As fotomicrografias para a avaliação das áreas do pênis foram obtidas de sete lâminas 

histológicas com três cortes de cada animal. Foram avaliados um total de 20 campos por 

animal. As mensurações foram realizadas com auxílio do programa ImageJ (Image 

Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). A primeira etapa na 

utilização do programa foi a realização da calibração. Após esse procedimento, foram 

executadas as análises. Para a aferição das áreas do corte transversal, do corpo cavernoso com 

e sem túnica albugínea e do corpo esponjoso foi selecionada a ferramenta “Freehand 

selections”, que possibilita o contorno das áreas, e o cálculo da área da região delimitada 

(Figura 6). 
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Figura 6 - Aplicabilidade da ferramenta “Freehand selections” 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
Legenda: Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Freehand selections” (destacada 

pelo círculo amarelo). A seleção dessa ferramenta permitiu delimitar e    mensurar a 

área do corpo cavernoso com túnica albugínea destacada em vermelho na imagem. 

Nota:  Fotomicrografia do corte transversal da porção média do pênis corado com tricrômico 

de   Masson, aumento de 18,9x. A ferramenta “Freehand selections” foi utilizada para 

mensurar as áreas do corte transversal do pênis, do corpo cavernoso com e sem túnica 

albugínea e a área da túnica albugínea. 

Fonte: A autora, 2018. 
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3.8.2 Quantificação das porcentagens de tecido conjuntivo, de músculo liso, dos espaços 

sinusoidais e das fibras elásticas no corpo cavernoso 

 

 

As fotomicrografias, de campos aleatórios, foram capturadas por uma câmara digital 

Olympus DP71 (Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio óptico Olympus BX51(Tóquio, 

Japão) com resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.  

As porcentagens de tecido conjuntivo e dos espaços sinusoidais foram quantificadas 

nas fotomicrografias dos cortes corados pelo tricrômico de Masson. As fotomicrografias 

foram capturadas com aumento de 400x. 

A imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo liso foi realizada para quantificar as 

porcentagens de músculo liso no corpo cavernoso. As fotomicrografias foram capturadas com 

aumentos de 400x. 

Os cortes histológicos corados pela técnica de resorcina-fucsina de Weigert com 

prévia oxidação por oxona foram utilizados para a quantificação das fibras elásticas e as 

fotomicrografias foram capturadas com aumento de 1000x. 

As porcentagens de tecido conjuntivo, de músculo liso, dos espaços sinusoidais e das 

fibras elásticas 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 às imagens e o número de pontos que tocaram a 

estruturada analisada foi dividido pelo número 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 análises histomorfométricas foram 

obtidas cinco lâminas histológicas de cada animal. Cinco campos foram avaliados em cada 

lâmina, perfazendo um total de 25 campos avaliados por animal. 
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Figura 7 - Aplicabilidade das ferramentas “Grid” e “Cell Counter”  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 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 estão 

sobrepondo as diferentes estruturas: type 1 = cruzes que estão sobre o tecido conjuntivo; type 2 = 

cruzes que estão sobre o músculo liso e type 3 = cruzes que estão sobre o espaço sinusoidal. O 

número de cruzes que sobrepõe cada estrutura é contado (pontos parciais) e multiplicado por 100 

e dividido pelo número 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, músculo liso, espaços sinusoidais, fibras 

elásticas, vasos e nervos.  
 

Fonte: A autora, 2018. 
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3.8.3 Proliferação celular 

 

 

As fotomicrografias, de campos aleatórios, foram capturadas por uma câmara digital 

Olympus DP71 (Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio óptico Olympus BX51(Tóquio, 

Japão) com resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.  

Os núcleos imunomarcados com anticorpo anti-PCNA foram quantificados em 

fotomicrografias capturadas com aumento de 400x. A proliferação celular no corpo cavernoso 

foi quantificada pelo número de células por mm2. A análise foi realizada com auxílio do 

programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA).  

As etapas para calibração do programa foram as mesmas realizadas anteriormente, 

posteriormente as áreas das imagens foram calculadas em mm2. Após o conhecimento das 

áreas das imagens, os núcleos imunomarcados foram quantificados com o recurso “Cell 

Counter” do programa ImageJ. A proliferação celular no corpo cavernoso foi quantificada 

pelo número de células em proliferação por mm2. Para essa análise histomorfométrica foram 

obtidas cinco lâminas histológicas de cada animal. Cinco campos foram avaliados em cada 

lâmina, perfazendo um total de 25 campos avaliados por animal (Figura 8). 
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Figura 8 - Quantificação da proliferação celular no corpo cavernoso  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Imagem mostrando a quantificação dos núcleos imunomarcados com anticorpo anti-

PCNA com o auxílio do recurso “Cell Counter” do programa ImageJ. A proliferação 

celular no CC foi quantificada pelo número de células em proliferação por mm2; CC, 

corpo cavernoso. 

Nota: Imagem do CC imunomarcado com imunohistoquímica anti-PCNA, 400x. 
Fonte: A autora, 2018. 
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3.8.4 Quantificação das porcentagens de tecido conjuntivo, músculo liso e das fibras elásticas 

no corpo esponjoso 

 

 

As fotomicrografias, de campos aleatórios, foram capturadas por uma câmara digital 

Olympus DP71 (Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio óptico Olympus BX51(Tóquio, 

Japão) com resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF.  

A porcentagem de tecido conjuntivo foi quantificada nas fotomicrografias dos cortes 

histológicos corados pelo tricrômico de Masson. O material imunomarcado para a alfa-actina 

de músculo liso foi utlizado para quantificar a porcentagem de músculo liso no corpo 

esponjoso. 

Os cortes histológicos corados pela técnica de fucsina-resorcina de Weigert com 

prévia oxidação com oxona foram utilizados para a quantificação das fibras elásticas no corpo 

esponjoso e na túnica albugínea do corpo esponjoso. As fotomicrografias foram capturadas 

com aumento de 1000x para a realização das quantificações no corpo esponjoso. 

As porcentagens de tecido conjuntivo, músculo liso e das fibras elásticas 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 análises histomorfométricas 

foram obtidas cinco lâminas histológicas de cada animal. Cinco campos foram avaliados em 

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

 

 

3.8.5 Avaliações histomorfométricas da artéria dorsal  

 

 

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a câmera 

Olympus DP70 (Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio OlympusBX51 (Tóquio, Japão) com 

resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF. 

A imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo liso foi realizada para identificar o 

músculo liso e para mensurar as áreas da artéria dorsal, da túnica média e do lúmen da artéria 

dorsal. A área da túnica média foi estimada pela diferença entre as áreas da artéria dorsal e do 

lúmen. A razão entre as áreas da túnica média e do lúmen da artéria dorsal foi calculada. A 

densidade nuclear na túnica média da artéria dorsal também foi quantificada.  

As medidas foram aferidas com auxílio do programa ImageJ (Image Processing and 

Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). Para a aferição das áreas da artéria dorsal 
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e do lúmen da artéria dorsal foi selecionada a ferramenta “Freehand selections”, que 

possibilita o contorno das áreas, e consequentemente o cálculo da área da região delimitada 

(Figura 9). A quantificação da densidade nuclear na túnica média da artéria dorsal foi 

realizada com o plugin “Cell Counter” do programa ImageJ (Figura 10). Os parâmetros 

foram avaliados em fotomicrografias capturadas com aumento de 600x obtidas a partir de 5 

lâminas histológicas, 1 corte por lâmina, 2 campos em cada corte, perfazendo um total de 10 

campos avaliados por animal. 

 

 

Figura 9 - Uso da ferramenta “Freehand selections” para medir a área da artéria dorsal  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     Legenda:   Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Freehand selections” (destacada pelo 

círculo amarelo). A seleção dessa ferramenta permitiu delimitar e medir a área da AD 

destacada em vermelho na imagem. AD, artéria dorsal. Nota: Fotomicrografia da AD do 

pênis imunomarcada com anticorpo anti-alfa actina de músculo liso, 600x. A ferramenta 

“Freehand selections” foi utilizada para medir as áreas da AD e do lúmen da AD. 

    Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 10 - Quantificação da densidade nuclear na túnica média da artéria dorsal 

    

 

  

   

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Cell Counter” (destacada em 

vermelho).  

Nota:  Fotomicrografia da AD imunomarcada com anticorpo anti-alfa actina de músculo liso, 

600x. A ferramenta “Cell Counter” foi utilizada para quantificar os núcleos na túnica 

média da AD. AD, artéria dorsal. 

Fonte: A autora, 2018. 
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3.8.6 Quantificação da altura da lâmina limitante elástica interna da artéria dorsal  

 

 

As Imagens digitais dos cortes histológicos foram obtidas usando a câmera Olympus 

DP70 (Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio OlympusBX51 (Tóquio, Japão) com resolução 

de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF. 

Os cortes corados pela técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidação 

com oxona foram utilizados para medir a altura da lâmina limitante elástica interna da artéria 

dorsal. A altura da lâmina limitante elástica interna da artéria dorsal foi aferida com auxílio 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 distribuídas pela área da lâmina 

limitante elástica interna da artéria dorsal. O resultado foi dado pela média das medidas, 

determinando-se a altura da lâmina limitante elástica interna.  

As fotomicrografias foram capturadas com aumento de 600x. Foram obtidas 5 lâminas 

histológicas de cada animal. Um campo foi avaliado em cada lâmina, perfazendo um total de 

cinco campos avaliados por animal.  
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Figura 11 - Avaliação da altura da lâmina limitante elástica interna da artéria dorsal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota:  Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “Straight line” (destacada em vermelho). 

Os traços em vermelho na imagem representam as medidas que foram aferidas para a 

obtenção da média para determinação da altura da lâmina limitante elástica interna da artéria 

dorsal (AD). Fotomicrografia da AD do pênis corada pela técnica de fucsina-resorcina de 

Weigert, 600x.  
Fonte: A autora, 2018. 
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3.8.7 Quantificação da porcentagem de fibras elásticas na artéria dorsal 

 

 

Os cortes corados pela técnica de resorcina-fucsina de Weigert também foram 

utilizados para realização da quantificação da porcentagem de fibras elásticas na artéria 

dorsal.  

A porcentagem de fibras elásticas na artéria dorsal foi quantificada com a técnica 

baseada em segmentação de cores. O programa Image J (Image Processing and Analysis in 

Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA) carregado com seu próprio plugin “Color 

Segmentation” foi utilizado para quantificar a porcentagem de fibras elásticas. As áreas 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 lâminas 

histológicas de cada animal. Um campo foi avaliado em cada lâmina, perfazendo um total de 

cinco campos avaliados por animal. Foram feitas três aferições para cada campo, e o resultado 

foi dado pela média das porcentagens obtidas para cada gama de cor (Figura 12).  
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Figura 12 – Quantificação da porcentagem de fibras elásticas na artéria dorsal  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) Figura ilustrando a aplicabilidade do plugin “Color Segmantation” (destacado em 

vermelho) para quantificação da porcentagem de fibras elásticas na artéria dorsal (AD). 

Utilizando-se a ferramenta “pointcross” (destacada em amarelo) foi realizada a seleção 

por gama de cores RGB, com controle do desvio padrão. B) A seleção de cores foi 

realizada, a porcentagem referente a cada cor foi mensurada e, consequentemente, a 

porcentagem de fibras elásticas foi aferida. Para o cálculo da porcentagem de fibras 

elásticas na AD, somente a porcentagem de área de cor conferida pela coloração com a 

técnica de fucsina-resorcina de Weigert, do “Cluster” de identificação do plugin “Color 

Segmentation”, foi utilizada.   
Nota: Fotomicrografia da AD do pênis corada pela técnica de fucsina-resorcina de Weigert, 600x.  

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

 

 

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a câmera 

Olympus DP70 (Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio OlympusBX51 (Tóquio, Japão) com 

resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF. 

A imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo liso foi realizada para identificar o 

músculo liso e as fotomicrografias foram utilizadas para medir a área da veia dorsal profunda. 

Esse parâmetro histomorfométrico foi aferido com o programa ImageJ (Image rocessing and 

Analysis in Java, NIH, Bethesda, Maryland, EUA). Para medir a área da veia dorsal profunda 

foi selecionada a ferramenta “Freehand selections”, que possibilita o contorno das áreas, e 

consequentemente o cálculo da área da região delimitada, conforme metodologia mostrada 

anteriormente. 

A quantificação foi realizada em fotomicrografias capturadas com aumento de 100x 

obtidas a partir de 5 lâminas histológicas, 1 corte por lâmina, 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 região dorsal 

 

 

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a câmera 

Olympus DP70 (Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio OlympusBX51 (Tóquio, Japão) com 

resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF. 

A imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo liso foi utilizada para localizar e 

identificar os vasos. A porcentagem de vasos foi quantificada no corpo cavernoso, no corpo 

esponjoso e na região dorsal, as fotomicrografias foram capturadas com aumentos de 400x, 

1000x e 600x, respectivamente.  

A quantificação 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 análises histomorfométricas foram obtidas cinco lâminas histológicas de cada animal. 

Cinco campos foram avaliados em cada lâmina, 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 região dorsal 

 

 

As Imagens digitais dos cortes imunomarcados foram obtidas usando a câmera 

Olympus DP70 (Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio OlympusBX51 (Tóquio, Japão) com 

resolução de 2040 x 1536 pixels e armazenadas no formato TIFF. 

A imunohistoquímica anti-tubulina β3 foi utilizada realização da quantificação dos 

nervos. A porcentagem de nervos foi quantificada no corpo cavernoso, no corpo esponjoso e 

na região dorsal. As fotomicrografias foram capturadas com aumentos de 600x.  

A quantificação 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 análises histomorfométricas foram obtidas cinco lâminas histológicas de cada animal. 

Cinco campos foram avaliados em cada lâmina, perfazendo um total de 25 campos avaliados 

por animal. 

 

 

3.9 Análise estatística 

 

 

Todos os dados foram testados quanto à normalidade e homocedasticidade das 

variâncias. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP). As diferenças entre 

os grupos foram testadas pelo teste-t de Student não pareado. Em todos os casos o nível de 

significância adotado foi de p<0,05, realizado pelo programa GraphPad Prisma (versão 6.02 

para Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Dados das mães e nascimento dos filhotes 

 

 

As mães dos grupos SC e VitD iniciaram o experimento com MC semelhantes. As mães 

alimentadas com a dieta restrita em vitamina D durante a gestação e lactação toleraram bem a 

dieta e não apresentaram complicações. Além disso, o consumo alimentar em gramatura, 

ingestão energética e eficiência alimentar das mães foram similares durante os períodos de 

gestação e lactação (Tabela 3). 

Não houve diferença sobre o ganho ponderal total durante a gestação, na glicemia e nos 

níveis séricos de insulina entre as mães de ambos os grupos experimentais (Tabela 3). 

Entretanto, os níveis séricos de 25(OH)D3 foram significativamente menores nas mães VitD 

(28,50 ± 2,20 ng/ml) quando comparadas com as mães SC (67,64 ± 12,00ng/ml; p<0,0001).  

Não houve diferença no número de filhotes nascidos vivos ou mortos e na distribuição da 

ninhada em relação a proporção de machos e fêmeas (Tabela 4). 

 

 

Tabela 3 - Dados biométricos e bioquímicos das mães  

 

Dados            SC VitD p 

Ingestão alimentar (g/dia/animal)    22,40 ± 2,17 22,02 ± 2,03 ns 

Ingestão energética (KJ/dia/animal)  376,50 ± 48,73 364,00 ± 33,79 ns 

Eficiência 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 

Ingestão alimentar na lactação (g/dia/animal)    41,62 ± 8,59 40,85 ± 5,87 ns 

Ingestão energética na lactação (KJ/dia/animal)  687,90 ± 142,10 675,10 ± 97,03 ns 

Glicemia na última 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 padrão; VitD, grupo dieta restrita em vitamina D; ns, não significativo. Os dados 

foram expressos como média ± DP. As diferenças entre os grupos foram testadas com o teste-t não 

pareado. O nível de significância adotado foi de p<0,05.  

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

 

Parâmetros nascimento SC VitD p 

Filhotes por ninhada (número)           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 5,38 ± 1,04 ns 

Glicemia (mmol/L) 4,37 ± 0,38 4,75 ± 0,56 ns 

Natimortos (número) 1 3 ns 

Relação macho:fêmea 1,00 1,00 ns 

Parâmetros 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 padrão; VitD, grupo dieta restrita em vitamina D; MC, massa corporal; CNA, 

comprimento naso-anal; ns, não significativo. Os dados foram expressos como média ± DP. As 

diferenças entre os grupos foram testadas com o teste-t não pareado. O nível de significância adotado 

foi de p<0,05.  

              Fonte: A autora, 2018. 

 

 

4.2 Dados dos filhotes 

 

 

4.2.1 Massa corporal, ingestão e eficiência alimentar 

 

 

Os filhotes provenientes de mães alimentadas com a dieta VitD ao nascimento e 

desmame apresentaram MC, CNA e glicemia semelhantes aos filhotes das mães 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 os 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 período 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 - Evolução da massa corporal no período experimental 
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrão; 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 diferenças entre 

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

na mesma semana em comparação com [a] grupo SC/SC.   

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

Em relação ao CNA, nenhuma diferença foi observada entre os grupos durante todo o 

experimento. Não houve diferença na ingestão alimentar em gramatura, ingestão e eficiência 

energéticas nos animais alimentados com dieta restrita em vitamina D, quando comparados 

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

 

 

4.2.2 Pressão arterial sistólica 

 

 

No que concerne aos valores da PAS, a dieta restrita em vitamina D durante os períodos 

perinatal e pós-natal favoreceu a elevação dos níveis pressóricos. O grupo VitD/VitD 

apresentou aumento na PAS desde a primeira semana de aferição dos níveis pressóricos, 

quando comparado com o grupo SC/SC (+ 13%, p=0,0001). Esse comportamento se manteve 
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até atingir uma elevação de 15% da PAS nos animais do grupo VitD/VitD em relação aos 

animais do grupo SC/SC (p=0,0022), observada no final do período experimental (Figura 14 e 

Tabela 5). 

 

 

 Figura 14- Evolução da pressão arterial sistólica 
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrão; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D. Os valores são 

apresentados como média ± DP, SC/SC (n=8) e VitD/VitD (n=9). Houve diferença 

significativa (p<0,05) em comparação com o grupo SC/SC [a] conforme determinado pelo 

teste-t não pareado. 

 Nota: As semanas (14 a 17) correspondem ao período de aferição da pressão arterial sistólica no 

experimento. 

Fonte: A autora, 2018. 
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4.2.3 Teste Oral de Tolerância à Glicose 

 

 

Os animais que foram alimentados com a dieta VitD apresentaram alterações no 

metabolismo de carboidratos. Em relação ao TOTG, houve aumento na área sob a curva 

(ASC) no grupo VitD/VitD, indicando uma demora na normalização nos níveis de glicose 

sérica após a sobrecarga, o que sugere intolerância à glicose em comparação com o grupo 

SC/SC (+11,62%, p=0,0248) (Figura 15).  

 

 

Figura 15- Teste oral de tolerância à glicose e área sob a curva do TOTG 
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Legenda: A) Curva da glicose sérica durante o TOTG ao longo de um período de 120 minutos; 

B) gráfico de barras representativo da área sob a curva do TOTG. SC/SC, grupo 

dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal. Os dados foram expressos como 

média ± DP, SC/SC (n=6) e VitD/VitD (n=6). A diferença significativa entre os 

grupos está indicada nas figuras, [a] ≠ SC/SC, conforme determinado pelo teste-t 

não pareado, p<0,05. 

Fonte: A autora, 2018. 

B) 
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4.2.4 Glicemia de jejum, insulina e HOMA-IR 

 

 

No nascimento e desmame os animais de ambos os grupos experimentais (SC e VitD) 

apresentaram glicemia semelhantes (Tabela 4). Contudo, aos quatro meses de idade, o 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 alteração na homeostase da glicose resultou no 

aumento do HOMA-IR no grupo VitD/VitD (+73,91, p=0,0062) em comparação com o 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) concentrações de insulina sérica e C) índice HOMA-IR. SC/SC, 

grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal. Os dados foram apresentados como média ± 

DP, SC/SC (n= 8), VitD/VitD (n=8). As diferenças significativas estão indicadas nas 

figuras, p<0,05. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Tabela 5 - Dados dos filhotes aos quatro meses de idade 

 

Dados SC/SC VitD/VitD p 

Ingestão alimentar (g/animal/dia) 19,09 ± 3,98        18,91 ± 4,18 ns 

Ingestão energética (KJ/animal/dia)   309,8 ± 62,46      306,3 ± 64,69 ns 

Eficiência 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 arbitrárias)  836,5 ± 61,15      933,7 ± 49,79 0,0248 

Insulina (µUI/L)          21,50 ± 8,75       33,76 ± 3,52                0,0072 

HOMA-IR 8,28 ± 1,39      15,53 ± 0,54 <0,0001 

25(OH)D3 (ng/ml)          73,71 ± 8,86      28,74 ± 0,20 <0,0001 

 

Legenda:  SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal; ASC, área sob a curva do TOTG; TOTG, 

Teste Oral de Tolerância à Glicose; PAS, pressão arterial sistólica; HOMA-IR, modelo de 

avaliação da homeostase; 25-(OH)D3, 25-hidroxivitamina D3; ns, não significativo. Os dados 

foram apresentados como média ± DP. Diferenças significativas entre os grupos estão 

indicadas com os símbolos (p<0,05) conforme determinado pelo teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

4.3 Análises histomorfométricas e imunohistoquímicas 

 

 

4.3.1 Área do corte transversal do pênis 

 

 

A restrição de vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal induziu alterações 

histomorfológicas no pênis da prole adulta. Houve diminuição na área do corte transversal do 

pênis dos animais do grupo VitD/VitD (-5,45%, p= 0,0083) em comparação com os animais 

do grupo SC/SC. (Figuras 17, 18 e Tabela 6). 
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Figura  17 - Gráfico da área do corte transversal da porção média do pênis 
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Legenda: SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 

diferenças significativas estão indicadas na figura, p<0,05, conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 18 - Fotomicrografias dos pênis dos filhotes adultos 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografia do corte transversal dos pênis dos animais dos grupos SC/SC (A) e 

VitD/VitD (B). Tricrômico de Masson, aumento 18,9x. SC/SC, grupo dieta padrão nos 

períodos perinatal e pós-natal, VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos 

períodos perinatal e pós-natal. 
Fonte: A autora, 2018. 
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4.3.2 Áreas do corpo cavernoso com e sem a túnica albugínea 

 

 

As áreas do corpo cavernoso com e sem túnica albugínea 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 - Gráfico das áreas do corpo cavernoso com e sem a túnica albugínea  

 

 

 

Á
re

a
 d

o
 c

o
rp

o
 c

a
v

e
r
n

o
s

o

c
o

m
 t

ú
n

ic
a

 a
lb

u
g

ín
e

a
 (

m
m

2
)

S C /S C V itD /V itD

0

2

4

6

p = 0 ,0 0 0 7

 
 

 

Á
re

a
 d

o
 c

o
rp

o
 c

a
v

e
r
n

o
s

o

s
e

m
 t

ú
n

ic
a

 a
lb

u
g

ín
e

a
 (

m
m

2
)

S C /S C V itD /V itD

0

1

2

3

p = 0 ,0 1 3 3

 

 

Legenda:  Áreas do CC com TA (A) e CC sem TA (B). SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal 

e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 túnica albugínea; 

CC sem TA, corpo cavernoso sem túnica albugínea. As diferenças significativas estão 

indicadas nas figuras (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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4.3.3 Área da túnica albugínea 

 

 

Houve diminuição na área da túnica albugínea no grupo VitD/VitD (-8,55%; p=0,0001) 

em relação ao grupo SC/SC. (Figura 20, Tabela 6). 

 

 

Figura 20 - Gráfico da área da túnica albugínea 
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Legenda:  SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 

diferenças significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

4.3.4 Porcentagens de tecido conjuntivo, músculo liso, espaços sinusoidais e fibras elásticas 

nos corpos cavernoso e esponjoso 

 

 

A restrição de vitamina D promoveu alterações nas porcentagens de tecido conjuntivo, 

músculo liso, espaços sinusoidais e fibras elásticas 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 espaços sinusoidais (-21,54%, p=0,0002) 

foi menor no grupo VitD/VitD em comparação com o grupo SC/SC (Figuras 21 e 22, Tabela 

6).   

 

 

Figura 21 - Gráficos das porcentagens de tecido conjuntivo e dos espaços sinusoidais no 

corpo cavernoso 
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Legenda:  Porcentagem de tecido conjuntivo (A)  e porcentagem de espaços sinusoidais (B); SC/SC, 

grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças 

significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 22 – Porcentagens de tecido conjuntivo e dos espaços sinusoidais no corpo cavernoso 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade 

(coloração tricrômico de Masson, 400x). (A) grupo dieta padrão nos períodos 

perinatal e pós-natal (SC/SC, n=8, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=8, 25 campos por 

animal). Houve aumento da porcentagem de tecido conjuntivo e diminuição da 

porcentagem dos espaços sinusoidais no grupo VitD/VitD. 

Nota: As cabeças de seta indicam os espaços sinusoidais e as setas mostram o tecido 

conjuntivo. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

A 

B 



80 

O resultado obtido na avaliação da imunohistoquímica anti- alfa-actina de músculo 

liso mostrou, que a porcentagem de músculo 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- Gráfico da porcentagem de músculo liso no corpo cavernoso 
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Legenda:  SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças 

significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 24 - Porcentagem de músculo liso no corpo cavernoso 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos filhotes aos quatro meses de idade   

(imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo liso, 400x). Em (A) grupo dieta 

padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) 

grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, 

n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas mostram a imunomarcação anti-alfa actina de músculo liso nas fotomicrografias 

do corpo cavernoso. Houve aumento da porcentagem das células musculares lisas no 

grupo VitD/VitD em relação ao grupo SC/SC. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Além disso, a porcentagem de fibras elásticas foi menor no grupo VitD/VitD (-

14,83%, p=0,0009) em comparação com o grupo SC/SC (Figuras 25 e 26, Tabela 6), 

respectivamente. 

 

 

Figura 25- Gráfico da porcentagem de fibras elásticas no corpo cavernoso 
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Legenda:  SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças 

significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 26 - Porcentagem de fibras elásticas no corpo cavernoso 

 

 

         

Legenda:  Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade 

(técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidação com oxona, 1000x). 

Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 

campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal 

e pós-natal (VitD/VitD, n=7, 25 campos por animal). Houve diminuição da 

porcentagem de fibras elásticas no grupo VitD/VitD. 

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

Fonte: A autora, 2018. 
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4.3.5 Proliferação celular 

 

 

Na análise da técnica de imunohistoquímica anti-PCNA o grupo VitD/VitD (+17,39%, 

p= 0,0161) apresentou aumento da proliferação celular em relação ao grupo SC/SC (Figuras 

27 e 28, Tabela 6). 

 

 

Figura 27- Gráfico da proliferação celular no corpo cavernoso 
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Legenda:  SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças 

significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018 
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Figura 28 - Proliferação celular no corpo cavernoso 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade 

(Imunohistoquímica anti-PCNA, 400x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos 

perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por 

animal). Houve aumento da proliferação celular no grupo VitD/VitD. PCNA, 

antígeno nuclear de proliferação celular. 

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-PCNA. 

 

Fonte: A autora, 2018.   
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4.3.6  Corpo esponjoso 

 

 

No que diz respeito as avaliações histomorfométricas do corpo esponjoso, a sua área foi 

maior no grupo VitD/VitD (+10%, p=0,0015) em comparação com o grupo SC/SC (Figura 29 

e Tabela 6). 

 

 

Figura 29- Gráfico da área do corpo esponjoso  

 

 

S C /S C V itD /V itD

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

Á
r
e

a
 (

m
m

2
)

p = 0 ,0 0 1 5

 

 

 Legenda:  SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 

diferenças significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não 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 

músculo liso foi maior no corpo esponjoso dos animais do grupo VitD/VitD (+21%, 

p=0,0074) em relação ao grupo SC/SC (Figuras 30 e 32, Tabela 6). 

 

 

Figura 30 - Gráficos das porcentagens de tecido conjuntivo e músculo liso no corpo esponjoso 
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Legenda: Houve aumento das porcentagens de tecido conjuntivo (A) e músculo liso (B) no grupo 

VitD/VitD. SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, grupo 

dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 

diferenças significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 31 - Porcentagem de tecido conjuntivo no corpo esponjoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias do corpo cavernoso dos animais aos quatro meses de idade 

(coloração de tricrômico de Masson, 1000x). (A) grupo dieta padrão nos períodos 

perinatal e pós-natal (SC/SC, n=8, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita 

em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 músculo liso no corpo esponjoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias mostrando o aumento da porcentagem de músculo liso no corpo 

esponjoso dos animais que receberam a dieta restrita em vitamina D. 

(Imunohistoquímica anti-alfa actina de músculo liso, 1000x). Em (A) grupo dieta 

padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) 

grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, 

n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-alfa actina de músculo liso. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Não houve diferença na porcentagem de fibras elásticas no corpo esponjoso entre os 

grupos SC/SC e VitD/VitD (Figura 33 e 34, Tabela 6). Entretanto, a avaliação da túnica 

albugínea do corpo esponjoso revelou que a porcentagem de fibras elásticas 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 - Gráfico das porcentagens de fibras elásticas no corpo esponjoso e na túnica 

albugínea do corpo esponjoso 
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Legenda: Os gráficos mostram que não houve diferença na porcentagem de fibras elásticas no corpo 

esponjoso (A). Contudo, houve redução da porcentagem de fibras elásticas na túnica 

albugínea do corpo esponjoso (B). SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e 

pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-

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 diferenças significativas estão indicadas na 

figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 34 - Porcentagem de fibras elásticas no corpo esponjoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias do corpo esponjoso dos animais aos quatro meses de idade (técnica 

de resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidação com oxona, 1000x). Em (A) 

grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=8, 25 campos por 

animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal 

(VitD/VitD, n=7, 25 campos por animal). Não houve diferença na porcentagem de 

fibras elásticas no grupo VitD/VitD. 

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

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 35 - Porcentagem de fibras elásticas na túnica albugínea do corpo esponjoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias da túnica albugínea do corpo esponjoso dos animais aos quatro 

meses de idade (técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidação com 

oxona, 1000x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, 

n=8, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos 

perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=7, 25 campos por animal). Houve redução na 

porcentagem de fibras elásticas no grupo VitD/VitD. 

Nota: As setas mostram as fibras elásticas na túnica albugínea do corpo esponjoso. 

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

 

Dados do pênis            SC/SC         VitD/VitD      p 

Morfometria 
   

A (mm2)         6,51 ± 1,35         6,15 ± 1,02 0,0083 

CC com TA (mm2)         4,51 ± 0,95         4,19 ± 0,69 0,0007 

CC sem TA (mm2)         2,17 ± 0,54         2,05 ± 0,32 0,0133 

TA (mm2)         2,34 ± 0,45         2,13 ± 0,45 0,0001 

CE (mm2)         0,97 ± 0,12         1,02 ± 0,13 0,0015 

Corpo cavernoso 

   Tecido conjuntivo (%)       62,58 ± 13,81        68,54 ± 12,31  <0,0001 

Músculo liso (%)         8,55 ± 3,49        10,70 ± 3,70 <0,0001 

Espaços sinusoidais (%)       22,24 ± 16,57        17,45 ± 8,33 0,0002 

Fibras elásticas (%)         5,09 ± 1,72          4,33 ± 1,93 0,0009 

PCNA (células/mm2) 4,63x10-4 ± 2,72x10-4  5,41x10-4 ± 2,58x10 0,0161 

Corpo esponjoso 
   

Tecido conjuntivo (%)       59,04 ± 15,40        68,62 ± 14,79 <0,0001 

Músculo liso (%)         4,85 ± 2,61          5,87 ± 3,30 0,0074 

Fibras elásticas (%)       19,40 ± 9,42         19,73 ± 8,10  ns 

Fibras elásticas na túnica albugínea (%)       24,59 ± 6,79         21,00 ± 6,48 <0,0001 

 

Legenda:  Os dados  foram apresentados como média ± desvio padrão e as diferenças foram testadas com 

teste- t não pareado (p <0,05). Abreviações: A, área do corte transversal do pênis; CC com TA, 

área do corpo cavernoso com túnica albugínea; CC sem TA, área do corpo cavernoso sem túnica 

albugínea; TA, túnica albugínea; CE, corpo esponjoso; PCNA, antígeno nuclear de proliferação 

celular; ns, não significativo. 

Fonte: A autora, 2018. 
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4.3.7 Alterações histomorfológicas na artéria dorsal do pênis 

 

 

Não houve diferença na área da artéria dorsal entre os grupos SC/SC e VitD/VitD. A 

área da túnica 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 área do lúmen da 

artéria dorsal foi menor no grupo VitD/VitD (-47,28%, p=0,0040) em relação ao grupo SC/SC 

(Figuras 36 e 37, Tabela 7). Consequentemente, a razão entre as áreas da túnica média e a 

área do lúmen 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 túnica média da artéria dorsal foi 

similar em ambos os grupos experimentais (Tabela 7).  
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Figura 36 - Gráficos das áreas da túnica média, do lúmen e razão túnica média / lúmen da 

artéria dorsal  
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Legenda:  Os gráficos mostram que houve aumento na área da túnica média (A) e redução na área do lúmen 

da artéria dorsal (B) o que resultou no aumento da razão entre as áreas da túnica média e do 

lúmen da artéria dorsal (C). SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; 

VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme 

teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 37- Áreas da artéria dorsal, da túnica média e do lúmen da artéria dorsal 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias das áreas da artéria dorsal, da túnica média e do lúmen da artéria 

dorsal. (Imunohistoquímica anti-alfa-actina de músculo liso, 600x). Em (A) grupo 

dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 5 campos por animal); 

(B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, 

n=5, 5 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-alfa-actina de músculo liso.  

         Fonte: A autora, 2018.    
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A altura da lâmina limitante elástica interna da artéria dorsal foi menor nos animais do 

grupo VitD/VitD (-28,11%, p<0,0001) em relação ao grupo SC/SC (Figura 38 e Tabela 7). O 

grupo VitD/VitD (-30,36%, p=0,0073) apresentou redução na porcentagem de fibras elásticas 

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

 

 

Figura 38 - Gráficos da altura da lâmina limitante elástica interna e porcentagem de fibras 

elásticas na artéria dorsal 
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Legenda:  Os gráficos mostram que houve aumento na área da túnica média (A) e redução na área 

do lúmen da artéria dorsal (B) o que resultou no aumento da razão entre as áreas da túnica 

média e do lúmen da artéria dorsal (C). SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal 

e pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-

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 diferenças significativas estão indicadas na 

figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 39 - Porcentagem de fibras elásticas na artéria dorsal  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias mostrando a redução da porcentagem de fibras elásticas na 

artéria dorsal (técnica de fucsina-resorcina de Weigert com prévia oxidação com 

oxona, 600x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal 

(SC/SC, n=5, 5 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos 

períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 5 campos por animal).  

Nota: As setas mostram as fibras elásticas na túnica albugínea do corpo esponjoso. 

Fonte: A autora, 2018. 
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4.3.8 Alterações histomorfológicas na veia dorsal profunda 

 

 

A área da veia dorsal profunda foi menor no grupo VitD/VitD (-58,26%, p=0,0010) 

em comparação com o grupo SC/SC (Figuras 40 e 41, Tabela 7). 

 

 

Figura 40 – Gráfico da área da veia dorsal profunda 
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Legenda:  O gráfico mostra que a área da veia dorsal profunda foi menor no grupo que recebeu a 

dieta restrita em vitamina D. SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-

natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças significativas estão indicadas na 

figura (p<0,05), conforme teste-t não pareado. 

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

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias das áreas da veia dorsal profunda. (Imunohistoquímica anti-alfa-

actina de músculo liso, 100x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e 

pós-natal (SC/SC, n=5, 5 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina 

D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 5 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-alfa-actina de músculo 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 relação ao grupo 

SC/SC (Figuras 42, 43 e 44, Tabela 7), respectivamente. Observou-se uma redução na 

porcentagem de vasos na região dorsal (-26,47%, p=0,0047) nos animais do grupo VitD/VitD 

(Figuras 42 e 45, Tabela 7). 
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Figura 42- Gráficos da porcentagem de vasos nos corpos cavernoso, esponjoso e região dorsal  
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Legenda:  A porcentagem de vasos foi maior nos corpos cavernoso (A) e esponjoso (B) e menor na 

região dorsal (C) no grupo VitD/VitD. SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e 

pós-natal; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-

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 diferenças significativas estão indicadas na 

figura (p<0,05), conforme teste-t não 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. (Imunohistoquímica anti-alfa-actina de músculo liso, 400x). 

Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 

campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal 

e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-alfa actina de músculo liso. 

Fonte: A autora, 2018.   
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Figura 44 - Porcentagem de vasos no corpo esponjoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias mostrando maior porcentagem de vasos no corpo esponjoso dos 

animais que receberam a dieta sem vitamina D. (Imunohistoquímica anti-alfa-

actina de músculo liso, 1000x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e 

pós-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em 

vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por 

animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-alfa-actina de músculo liso. 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias mostrando menor porcentagem de vasos na região dorsal nos 

animais que receberam a dieta sem vitamina D. (Imunohistoquímica anti-alfa-actina 

de músculo liso, 600x). (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal 

(SC/SC, n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos 

períodos perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-alfa-actina de músculo liso. 

Fonte: A autora, 2018.   
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4.3.10 Porcentagem de nervos  

 

 

Não houve diferença na porcentagem de nervos no corpo cavernoso e 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 região dorsal nos animais 

do grupo VitD/VitD (-24,43%, p<0,0001) quando comparado com os animais do grupo 

SC/SC (Figuras 46 e 49, Tabela 7). 
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     Figura 46 - Gráficos da porcentagem de nervos nos corpos cavernoso, esponjoso e na região 

dorsal do pênis 
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Legenda: A porcentagem de nervos foi menor apenas na região dorsal no grupo que recebeu a dieta restrita 

em vitamina D (C). SC/SC, grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal; VitD/VitD, 

grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-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 diferenças significativas estão indicadas na figura (p<0,05), conforme teste-t não 

pareado. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 47- Porcentagem de nervos no corpo cavernoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fotomicrografias mostrando que não houve diferença na porcentagem de nervos no 

corpo cavernoso entre os grupos experimentais. (Imunohistoquímica anti-tubulina 

β3, 600x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, 

n=5, 25 campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos 

perinatal e pós-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-tubulina β3. 

Fonte: A autora, 2018.    
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Figura 48- Porcentagem de nervos no corpo esponjoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias mostrando que não houve diferença na porcentagem de nervos no 

corpo esponjoso entre os grupos experimentais. (Imunohistoquímica anti-tubulina β3, 

600x). Em (A) grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 

campos por animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e 

pós-natal (VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-tubulina β3. 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  Fotomicrografias mostrando que houve redução na porcentagem de nervos na região 

dorsal no grupo VitD/VitD. (Imunohistoquímica anti-tubulina β3, 600x). Em (A) 

grupo dieta padrão nos períodos perinatal e pós-natal (SC/SC, n=5, 25 campos por 

animal); (B) grupo dieta restrita em vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal 

(VitD/VitD, n=5, 25 campos por animal).  

Nota: As setas indicam a imunomarcação anti-tubulina β3. 

Fonte: A autora, 2018.   
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Tabela 7 - Dados dos vasos e nervos do pênis dos filhotes aos quatro meses de idade 

 

Dados SC/SC VitD/VitD p 

Morfometria 
   

Área AD (µm2)       7398,00 ± 1617,00        7654,00 ± 954,30 ns 

TM da AD (µm2)       3263,00 ± 742,00       4758,00 ± 801,70 0,0156 

Lúmen da AD (µm2)       4632,00 ± 1533,00       2442,00 ± 628,30 0,004 

TM da AD/ Lúmen da AD             0,91 ± 0,05             2,41 ± 0,15 <0,0001 

Densidade nuclear TM da AD (núcleos/µm2)           0,007 ± 0,002           0,004 ± 0,001 ns 

Fibras elásticas na AD (%)           24,93 ± 5,90           19,05 ± 7,39 0,0073 

Altura limitante elástica interna da AD (µm)             2,17 ± 0,70             1,56 ± 0,48 <0,0001 

VDP (µm2)                                                                       281608,00 ± 123697,00                         117532,00 ± 25959,00            0,001 

Vasos CC (%)                                                                             2,44 ± 1,19                                                    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 padrão; VitD/VitD, grupo dieta restrita em vitamina D; AD, artéria dorsal; TM da AD, túnica 

média da artéria dorsal; VDP, veia dorsal profunda; CC, corpo cavernoso; CE, corpo esponjoso; RD, região 

dorsal; ns, não significativo. Os dados foram apresentados como média ± DP. As diferenças entre os grupos 

foram testadas com o teste-t não pareado. O nível de significância adotado foi de p<0,05.  

Fonte: A autora, 2018. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A exposição à dieta restrita em vitamina D durante a gestação, lactação e vida pós-

natal promoveu alterações significativas na morfologia do pênis na prole adulta tais como: o 

aumento das porcentagens de tecido conjuntivo, de músculo liso e de vasos nos corpos 

cavernoso e esponjoso, redução da porcentagem dos espaços sinusoidais no corpo cavernoso, 

diminuição da porcentagem de fibras elásticas no corpo cavernoso e na túnica albugínea do 

corpo esponjoso, aumento da proliferação celular no corpo cavernoso,  incremento da túnica 

média da artéria dorsal e diminuição da porcentagem de vasos e nervos na região dorsal. 

Além disso, também foram observadas alterações metabólicas como a intolerância à glicose, 

hiperinsulinemia de jejum e aumento da pressão arterial sistólica.  

Os resultados observados mostram que a restrição de vitamina D durante os períodos 

perinatal e pós-natal é um fator importante na indução de modificações penianas que podem 

contribuir para o desenvolvimento da DE na prole adulta. Contudo, a avaliação da 

funcionalidade do pênis não foi realizada, essa é uma das limitações do presente estudo.     

As alterações metabólicas e na morfologia do pênis evidenciam efeitos deletérios na 

saúde da prole que podem ser atribuídos à restrição de vitamina D nos períodos perinatal e 

pós-natal. Uma vez que, não houve diferenças no ganho ponderal total durante a gestação, 

glicemia e insulina séricas, ingestão e eficiência alimentar avaliadas nas mães. Ademais, ao 

nascimento e desmame não houve diferenças na MC, CNA e glicemia entre os filhotes 

provenientes das mães SC e das mães 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 gestação e 

lactação, reduziu os níveis séricos de 25(OH)D3 nas mães. Portanto, os filhotes também 

foram afetados, e mostraram uma redução significativa nos níveis séricos de vitamina D na 

idade adulta. Esse resultado é uma consequência tanto da exposição à dieta materna sem 

vitamina D durante a gestação e lactação quanto da dieta recebida do desmame até os 4 meses 

de idade. 

Os grupos não apresentaram diferenças 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 está associado ao surgimento tardio de complicações metabólicas e 
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doenças crônicas (REICHETZEDER et al., 2014). A deficiência de vitamina D durante a 

gestação está associada com o desenvolvimento de doenças crônicas na prole, incluindo 

obesidade, HAS e diabetes mellitus   (REICHETZEDER et al., 2014). 

 Um dos principais aspectos da programação fetal é o desenvolvimento de 

características da Smet na idade adulta, tais como a intolerância à 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 

intolerância à glicose. Esses resultados estão em concordância com estudos publicados 

(MAIA-CECILIANO et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2013).  

Em roedores, a restrição materna de vitamina D causa RI com hipertrofia da ilhota 

pancreática (NASCIMENTO et al., 2013), sendo essa hipertrofia uma possível explicação 

para a hiperinsulinemia observada nos animais do grupo VitD/VitD como um efeito 

compensatório, na tentativa de manter a homeostase glicêmica. Além disso, outros estudos 

sugerem que a restrição de vitamina D durante a gestação se reflete sobre o metabolismo de 

carboidratos ocasionando RI, intolerância à glicose e aumento do NF-Kß que está associado 

com  o aumento da inflamação após o nascimento (ZHANG et al., 2014). O NF-Kß é um 

potente indutor da transcrição de genes de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de 

necrose tumoral-α e a interleucina-6, que atuam como antagonistas à ação da insulina 

contribuindo para o desenvolvimento da RI (SHOELSON, LEE, GOLDFINE, 2006). 

Outra possível explicação para a perda do controle glicêmico, já descrita na literatura, 

é o aumento da atividade do SRA no pâncreas devido à deficiência de vitamina D levando ao 

consequente aumento da inflamação e do estresse oxidativo (CHENG, BOUCHER, LEUNG, 

2013). 

O aumento da PAS observado no grupo VitD/VitD aos três meses de idade está em 

concordância com um estudo prévio onde a prole exposta a restrição de vitamina D, em 

períodos críticos do seu desenvolvimento, apresentou elevação da PAS no mesmo período 

(NASCIMENTO et al., 2012). Os animais do grupo VitD/VitD apresentaram 

hiperinsulinemia que induz o aumento da retenção renal de sódio, da atividade simpática e 

estimula a proliferação das células musculares lisas da parede arterial (DIBONA, 2005). 

Portanto, essa alteração metabólica também está relacionada com a elevação da PAS 

observada no grupo VitD/VitD. 

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

no início da vida e no período pós-natal sobre a morfologia do pênis. O presente estudo 
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verificou que a restrição de vitamina D nos períodos perinatal e pós-natal induziu alterações 

metabólicas que constituem fatores de risco para o desenvolvimento de DE. Barassi e 

colaboradores (2014) mostraram que pacientes com DE apresentam deficiência de vitamina 

D, e que baixos níveis de vitamina D promovem disfunção 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 alterações metabólicas também estão associadas à 

disfunção endotelial e são fatores de risco para o início da DE (BARASSI et al., 2014). Essas 

alterações sinalizam a importância de investigar os efeitos da restrição de vitamina D na 

morfologia do pênis (MUSICKI et al., 2015). 

Os níveis de vitamina D durante a gestação influenciam as reservas do feto. As proles 

das mães com hipovitaminose D têm deficiência dessa vitamina durante o desenvolvimento 

(MULLIGAN et al., 2010). A deficiência de vitamina D está relacionada com a redução dos 

níveis séricos de testosterona (TAK et al., 2015; WENTZ et al., 2016). As enzimas 

metabolizadoras e o receptor da vitamina D foram identificados nos testículos, indicando que 

a vitamina D pode desempenhar um papel na regulação da produção de testosterona 

(BLOMBERG JENSEN et al., 2010).  

As proles que apresentaram baixos níveis séricos de vitamina D tiveram 

consequentemente baixos níveis séricos de testosterona na idade adulta. A restrição de 

vitamina D durante os períodos perinatal e pós-natal resultou na diminuição das áreas do corte 

transversal do pênis, do corpo cavernoso com e sem túnica albugínea e da túnica albugínea. 

Foi encontrada uma associação positiva entre os níveis de vitamina D e os níveis séricos de 

testosterona (NIMPTSCH et al., 2012; VAN BALLEGOOIJEN et al., 2013). Hofer e 

colaboradores (2014) mostraram uma possível ação da vitamina D na regulação da expressão 

de genes esteroidogênicos e enzimas-chave para a biossíntese dos hormônios sexuais, 

principalmente da testosterona, que é essencial para a manutenção da morfologia do pênis 

(HOFER et al., 2014). Portanto, a redução das áreas do corte transversal do pênis, do corpo 

cavernoso com e sem túnica albugínea e da túnica albugínea pode estar associada à 

deficiência de vitamina D. 

Os animais do grupo VitD/VitD apresentaram aumento da PAS. Estudos têm mostrado 

que a HAS está associada com a diminuição de fibras elásticas e redução da espessura da 

túnica albugínea no pênis de animais hipertensos (NUNES, LABAZI, WEBB, 2012). 

Entretanto, a espessura da túnica albugínea não foi mensurada. Todavia, no grupo VitD/VitD 

a área da túnica albugínea foi menor quando comparada ao grupo SC/SC. 
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O aumento na quantidade de tecido conjuntivo no corpo cavernoso e no corpo 

esponjoso está relacionado à fibrose e DE (CABRINI et al., 2013). O principal evento 

envolvido no desenvolvimento da fibrose é o aumento da expressão do fator transformador de 

crescimento beta (TGF- β) (CABRINI et al., 2013). Uma vez que a vitamina D reduz a 

atividade inflamatória e fibrogênica, a deficiência dessa vitamina pode ter promovido o 

aumento da fibrogênese. O que pode estar relacionado ao aumento da expressão de TGF β, e 

consequentemente com o aumento na porcentagem de tecido conjuntivo no corpo cavernoso e 

no corpo esponjoso observado no grupo VitD/VitD.  

Apesar das células em proliferação não terem sido identificadas, sabe-se que os 

fibroblastos são as células mais comuns no corpo cavernoso dos ratos, estando esses 

provavelmente envolvidos no aumento da proliferação celular observado no grupo VitD/VitD 

(PINHEIRO et al., 2000). A vitamina D é um hormônio antiproliferativo (PLUDOWSKI et 

al., 2013). A restrição dessa vitamina na dieta levou a um aumento na proliferação celular, 

que foi observado no grupo VitD/VitD. Esse dado corrobora com o aumento da porcentagem 

do tecido conjuntivo no corpo cavernoso e no corpo esponjoso observado nos animais do 

grupo VitD/VitD. 

O grupo que recebeu a dieta sem vitamina D apresentou hiperglicemia o que induz 

glicosilação e degradação da elastina. Isso explica a diminuição das fibras elásticas no grupo 

VitD/VitD (MOSTAFA, SENBEL, MOSTAFA, 2013; SUSIC, 2007). A diminuição das 

fibras elásticas no corpo cavernoso e na túnica albugínea do corpo esponjoso os tornam 

menos resistentes à expansão durante a ereção, reduzindo a pressão o que pode causar DE 

(LUTTRELL et al., 2008). A diminuição da elastina no pênis de pacientes com DE grave foi 

documentada em um estudo prévio (COSTA et al., 2006). 

Já está bem estabelecido na literatura que a deficiência de vitamina D estimula o SRA 

promovendo aumento da expressão da angiotensina II (ANGII), aumento de espécies reativas 

de oxigênio e ativação de células inflamatórias. Esse comportamento inflamatório estimula a 

hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas (PACURARI et al., 2014). Cabe ainda 

ressaltar que, a vitamina D regula a produção da ONS-e e a síntese do ON (ANDRUKHOVA 

et al., 2014). Níveis inadequados de vitamina D afetam a biodisponibilidade do ON. O ON 

inibe o crescimento de células musculares lisas e esse efeito é mediado pela inibição de 

proteínas envolvidas na regulação do ciclo celular (PALMER, FERRIGE, MONCADA, 

1987). Esses dois fatores explicam o aumento nas áreas de músculo liso no corpo cavernoso e 

no corpo esponjoso encontrados no grupo VitD/VitD. 
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O crescimento dos elementos que constituem o corpo cavernoso, como o tecido 

conjuntivo e o músculo liso, pode ter resultado em uma redução da área dos espaços 

sinusoidais no grupo VitD/VitD. As mudanças nesses elementos levam à rigidez trabecular e 

a alterações nas propriedades mecânicas, que também resultam em DE (COSTA et al., 2006). 

A dieta restrita em vitamina D administrada durante a gestação, lactação e vida pós-

natal também induziu alterações estruturais e quantitativas nos vasos e nervos do pênis da 

prole adulta. Os animais que receberam a dieta restrita em vitamina D apresentaram 

hiperglicemia, hiperinsulinemia, elevação do HOMA-IR e intolerância à glicose. Esses 

resultados estão em concordância com estudo já publicado (NASCIMENTO et al., 2013).  

A hiperinsulinemia que foi observada no grupo VitD/VitD, tem um efeito hipertrófico 

nas células musculares lisas (HITOMI et al., 2011). Esse fator certamente contribuiu na 

hipertrofia da túnica média da artéria dorsal. O aumento da área da túnica média teve como 

consequência a diminuição do lúmen e o aumento da razão entre as áreas da túnica média e do 

lúmen da artéria dorsal. A densidade nuclear na túnica média da artéria dorsal foi similar em 

ambos os grupos experimentais o que corrobora a hipertrofia da túnica média da artéria dorsal 

observada no grupo VitD/VitD. A hipertrofia da túnica média e a redução dos espaços 

sinusoidais podem diminuir o suprimento sanguíneo para os tecidos penianos, o que pode 

afetar a hemodinâmica do órgão, levando a DE.  

Níveis séricos reduzidos de testosterona estão associados com alterações morfológicas 

no pênis (SHEN et al., 2003). Na deficiência de vitamina D os níveis de testosterona 

encontram-se diminuídos (RAFIQ et al., 2016a). A diminuição da área do corte transversal do 

pênis foi observada em ratos submetidos à restrição de vitamina D nos períodos perinatal e 

pós-natal (FERNANDES-LIMA et al., 2018). A redução da área da veia dorsal profunda está 

associada, portanto às alterações nos níveis séricos de testosterona e consequente a dieta 

restrita em vitamina D.  

O grupo VitD/VitD apresentou redução da área ocupada pelos nervos na região dorsal. 

A dieta sem vitamina D pode ter induzido essas modificações no pênis da prole adulta porque 

a restrição dessa vitamina altera a expressão de genes relacionados com a síntese de fatores 

neurotróficos e neuroprotetores (HAWES et al., 2015). Esses fatores apoiam o crescimento, 

sobrevivência e diferenciação dos neurônios tanto em desenvolvimento como maduros o que 

poderia explicar a redução da área ocupada pelos nervos na região dorsal observada no grupo 

VitD/VitD (EYLES et al., 2003; HAWES et al., 2015). 

Um estudo prévio mostrou que roedores nascidos de mães que foram submetidas à 

restrição de vitamina D no período pré-natal e/ou durante a gestação apresentam redução na 
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expressão de fatores neurotróficos (EYLES et al., 2003). A redução da área ocupada pelos 

nervos na região dorsal pode ser explicada também pela redução dos níveis séricos de 

testosterona que está associada a dieta restrita em vitamina D (NIMPTSCH et al., 2012). 

Armagan e colaboradores (2008) mostraram que a privação de testosterona promove 

alterações na bainha de mielina e nos axônios do nervo dorsal do pênis indicando degeneração 

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 redução dos níveis séricos de 

testosterona altera a área ocupada pelas fibras nervosas e induz a diminuição do número de 

fibras nervosas contendo óxido nítrico sintetase neuronal (ONS-n) nos nervos dorsais (BABA 

et al., 2000).  

A deficiência de vitamina D promove alterações nas isoformas da ONS-e e da ONS-n 

que comprometem a produção do ON. O ON é um importante vasodilatador e antioxidante. A 

redução da disponibilidade do ON pode causar lesões oxidativas e destruição dos nervos, 

explicando a redução da área ocupada por eles na região dorsal no grupo VitD/VitD (ZHONG 

et al., 2013). Os animais alimentados com a dieta sem vitamina D apresentaram hiperglicemia 

e RI que são alterações metabólicas associadas com o aumento do estresse oxidativo. A 

hiperglicemia induz o aumento da formação de produtos finais de glicosilação avançada e 

diminui a síntese de ON (DARLEY-USMAR, WISEMAN, HALLIWELL, 1995). A 

hiperglicemia está associada a redução da expressão da ONS-n nos nervos dorsais do pênis de 

ratos diabéticos (WANG et al., 2015b). A RI também induz estresse oxidativo, lesões nas 

fibras nervosas e redução de nervos em roedores (ZHONG et al., 2013). Esses dados 

corroboram a redução da porcentagem de nervos observada na região dorsal no grupo 

VitD/VitD que apresentou hiperglicemia e RI. 

A redução da área ocupada pelos vasos e nervos na região dorsal mostra que os tecidos 

do pênis 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, os 

nervos cavernosos. Todos esses fatores comprometem a transmissão dos estímulos sexuais do 

pênis para o cérebro, a transmissão das respostas neurológicas e a velocidade de condução e 

podem promover a DE (ARMAGAN, HATSUSHI, TOSELLI, 2008). 
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CONCLUSÃO 

 

 

A dieta restrita em vitamina D administrada durante os períodos perinatal e pós-natal 

promoveu o aumento de tecido conjuntivo, músculo liso, redução dos espaços sinusoidais e 

das fibras elásticas no pênis da prole, o que pode comprometer o fluxo sanguíneo e resistência 

do tecido e, portanto, prejudicar a ereção. A restrição de vitamina D também induziu 

alterações na morfologia dos vasos e nervos penianos com diminuição das fibras elásticas, 

hipertrofia da túnica média da artéria dorsal e redução da área ocupada pelos vasos e nervos 

na região dorsal. Esses dados podem sugerir que a dieta restrita em vitamina D pode 

potencialmente afetar a artéria cavernosa e seus ramos bem como, os nervos cavernosos. 

Assim, o presente estudo mostrou que a vitamina D é um importante micronutriente associado 

a proteção da citoarquitetura peniana. Os resultados desse trabalho indicam a importância de 

níveis séricos adequados de vitamina D durante a gestação, lactação e vida pós-natal que são, 

portanto, fundamentais para manter a integridade da morfologia peniana em animais adultos.  
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