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RESUMO

NASCIMENTO, Fernanda Amorim de Morais. Efeitos transgeracionais da restricdo materna
de vitamina D em camundongos: rim e metabolismo da glicose. 2012. 82 f. Tese (Doutorado
em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012,

A vitamina D, atualmente, é relacionada também ao metabolismo da glicose e o
desenvolvimento de 6rgdos. Fémeas de camundongos suigos (FO) foram alimentadas por uma
das dietas experimentais: SC (dieta padrdo) ou VitD- (dieta sem vitamina D). A prole de
machos foi estudada nas idades: nascimento, 10 dias, desmame e seis meses, nas geragdes F1
e F2. Avaliou-se a biometria [Massa Corporal (MC), Comprimento nasoanal (CNA) e Pressao
Arterial (PA)], urina de 24 horas, glicemia e Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG).
Durante a eutanasia, o sangue foi coletado para analise bioquimica e os tecidos foram
removidos para analise estereoldgica, morfometrica e Western blotting (WB). Néo houve
diferenca de MC ao nascimento. Ao desmame, o grupo F2-VitD- teve maior MC que F2-SC
(P=0,03) e aos seis meses, 0s grupos F1 e F2-VitD- tiveram MC mais elevada (P<0,05 vs
SC). A PA foi crescente na prole VitD-, sendo maior em F1-VitD- (P=0,001). A glicemia e
TOTG foram alterados somente na F1-VitD-, seguida de esteatose hepética (+99%),
hipertrofia da ilhota pancreatica (+40%) e elevacdo do triglicerideo sanguineo (P<0,01). O
WB de figado mostrou elevacdo de FAS (+18%, P<0,01), no grupo com esteatose.
Curiosamente, embora a F2-VitD- tenha apresentado elevacdo de MC, somente o colesterol
total fora alterado (P<0,05). Quanto a nefrogénese, houve 50% mais glomérulos imaturos em
F1-VitD- que F1-SC (P<0,0001). Porém, na F2 houve aumento somente de 20% (P<0,001).
Aos 10 dias, F1-VitD- teve 150% mais glomérulos imaturos e 25% mais glomérulos maduros
que SC-F1 (P<0,0001). O WB de rim mostrou que a prole F1-VitD- apresentou maior
expressao de renina, ao desmame e aos seis meses, enquanto que a expressdo de podocina foi
reduzida (P=0,0004). Ndo houve diferenca na analise de WT1. A restricdo materna em
vitamina D altera a morfologia do pancreas e figado, com resisténcia a insulina, altera a
expressao renal de importantes fatores, assim como retarda a maturacdo glomerular
estendendo o periodo da nefrogénese, principalmente na geracéo F1.

Palavras-chave: Vitamina D. Glomerulogénese. Sistema renina-angiotensina. Esteatose
hepatica. Efeito intergeracional. Camundongo.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Fernanda Amorim de Morais. Transgenerational effects of maternal vitamin
D restriction and mice: kidney and glucose metabolism. 2012. 82 f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Vitamin D is also related to glucose metabolism and development. Female swiss mice
(FO) were fed two diets: SC (standard diet) or VitD- (diet without vitamin D). The male
offspring were studied at ages: birth, 10 days, weaning and six months in F1 and F2
generations. We evaluated the biometrics [body mass (BM), naso anal-length (NAL) and
Blood Pressure (BP)], 24-hour urine and Oral Glucose Tolerance Test (OGTT). During
euthanasia, blood was collected for biochemical analysis and the tissues were removed for
stereological, morphometric and Western blotting (WB) analysis. No difference in BM was
seen at birth and at weaning. Although, F2-VitD- offspring was greater than F2-SC (P=0.03)
at weaning. At six months, both groups VitD- had higher BM than their controls (P<0.05). In
addition, BP was increased in offspring VitD-, being more prominent in F1-VitD and this
change was followed by hepatic steatosis (+99%), pancreatic islet hypertrophy (+40%) and
elevated triglyceride (P<0.01). Further, the WB showed, in liver, high expression of FAS
(+18%, P<0.01) in group with steatosis. Interestingly, although the BM in F2-VitD- has
increased, only total cholesterol was altered (P<0.05). In nephrogenesis, there was 50% more
immature glomeruli in F1-VitD- than F1-SC (P<0.0001). However, in F2 there was an
increase by 20% (P<0.001). Already at 10 days, the group F1-VitD- had 150% more
immature glomeruli and 25% more mature glomeruli than F1-SC (P<0.0001). WB analysis
showed that F1-VitD- offspring had higher expression of renin, at weaning and six months,
while podocin expression was reduced (P=0.0004). Although, no difference was seen on WT1
expression. The maternal vitamin D restriction alters the morphology of pancreas and liver,
alters insulin resistance and the renal expression of important factor, as well as delayed
glomerular maturation and extends the nephrogenesis period, principally in the F1 generation.

Keywords: Vitamin D; Glomerulogenesis. Renin-anagiotensin system. Hepatic steatosis.

Intergenerational effect. Mice.
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INTRODUCAO

A deficiéncia de micronutrientes € comum em todo 0 mundo e pode comprometer, ndo
sO a salde de adultos, mas também a salde de criancas. Nos Estados Unidos da América
(EUA) h& alta prevaléncia na deficiéncia ou insuficiéncia da vitamina D (Bodnar et al.,
2007b; Davis et al., 2010). Além disso, estima-se que aproximadamente 36% dos adultos
jovens saudaveis e 57% dos pacientes nos EUA e Europa apresentam deficiéncia ou
insuficiéncia de vitamina D. Todavia, mesmo em paises tropicais, como o Brasil, os indices
dessa inadequacdo nutricional ocorrem (Cannell et al., 2006; Holick, 2006). Os dados da
Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) de 2008 a 2009 alertaram para a inadequacédo de
vitamina D em homens e mulheres, em adultos, sendo esses valores superiores a 99% (IBGE,
2010).

A vitamina D ou colecalciferol ¢ um horménio sintetizado na pele através de uma
reacdo de isomeracdo catalisada pela radiacdo ultravioleta. A forma ativa desta vitamina
relaciona-se com o metabolismo de célcio e fosforo (Rapuri et al., 2002). As acbes bioldgicas
ocorrem pela ligagédo da forma ativa da vitamina D ao seu receptor nuclear (VDR), que forma
um complexo heterodimero, capaz de regular a transcri¢ao génica (Bouillon et al., 1995).

Recentemente, a literatura tem apontado a vitamina D como importante fator para o
desenvolvimento do sistema nervoso (Grecksch et al., 2009; Kesby et al., 2009) e sua
deficiéncia pode estar relacionada com a génese da obesidade, via inUmeros mecanismos
ainda ndo totalmente elucidados (Gilbert-Diamond et al., 2010; Pacifico et al., 2011). Além
disso, alguns teorizam que a vitamina D estaria envolvida na inducdo da producéo de insulina
(Mathieu et al., 2005).

Normalmente, o principal fator de risco para a deficiéncia é a inadequacdo dietética
(Scholl e Chen, 2009). Durante o desenvolvimento, a restricdo de vitamina D pode ndo so
alterar a formagdo esquelética da prole, assim como pode também causar “imprinting”
metabdlico, que estd associado com alteragcbes metabdlicas apds 0 nascimento e durante a
vida adulta (Lapillonne, 2010). Ademais, a deficiéncia de vitamina D esta associada com
prematuridade (Mulligan et al., 2010).

A organogénese normal depende de inimeros fatores. O rim, por exemplo, necessita
de um complexo processo regulado por diversas moléculas, tais como podocina e sistema
renina-angiotensina (SRA), que irdo controlar ou suprimir a proliferacdo, diferenciagcéo e

apoptose celular (Burrow, 2000). Estudos experimentais com restricdo materna de vitamina D
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mostram alteracdo no desenvolvimento cardiovascular (Gezmish et al.,, 2010), sistema
nervoso (Eyles et al., 2009) e renal (Maka et al., 2008). Desta forma, investigar os efeitos da
restricdo materna de vitamina D sobre parametros moleculares, morfoldgicos e metabdlicos
na prole pode ajudar a elucubrar sobre os possiveis mecanismos e respostas envolvidas na

génese de doencas cronicas.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da restricdo materna em vitamina D, durante a organogénese, sobre

o desenvolvimento renal e metabdlico nas geragdes F1 e F2 em camundongos suigos.

1.2 Objetivos especificos

Induzir a restricdo de vitamina D em fémeas da geracéo FO.

Avaliar o desenvolvimento renal da prole nas geracdes F1 e F2, sobre: a maturidade
glomerular, nimero de glomérulos, expressdo renal de proteinas do Sistema Renina-
Angiotensina Aldosterona e podocina, e expressao renal de proteinas reguladoras da

nefrogénese (WT1).
Avaliar a funcdo renal da prole nas geracdes F1 e F2 na vida adulta.
Avaliar o perfil metabolico da prole nas geragdes F1 e F2 na vida adulta.

Avaliar a morfologia do figado e pancreas da prole nas geracdes F1 e F2 na vida

adulta.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Programacao fetal

Estudos epidemioldgicos, com humanos, mostram fortes evidéncias que o ambiente
perinatal influencia o desenvolvimento de doencas cronicas, tais como céncer, doenca
cardiovascular, diabetes e obesidade (de Boo e Harding, 2006; Godfrey et al., 2010). Sabe-se
gue durante o desenvolvimento gestacional, o organismo materno passa por modificacGes
fisiologicas que visam o melhor suprimento de nutrientes e oxigénio para o feto em
desenvolvimento. Dentre as principais mudancas, ocorre a expansdo do volume plasmatico e
do debito cardiaco (Limesand et al., 2009). Logo, o ambiente materno, tal qual a alteracdo no
suprimento nutricional, pode alterar o fluxo de nutrientes para a prole e assim, gerar um
panorama conhecido como programacdo metabolica (Barker, 2001).

As alteracBes nutricionais, sendo a principal e mais documentada na literatura a
restricdo de proteina, podem alterar diversos sistemas nos quais o cardiovascular e endécrino
sdo os mais acometidos (de Boo e Harding, 2006). A Figura 1 ilustra os principais sistemas
afetados. Inimeras sdo as possiveis explicacfes, mas a teoria do fendtipo econémico é
imperativa (Geary e Crowley, 1999). Esta teoria afirma que em momentos de privagdo
nutricional o organismo fetal sofre uma adaptacdo, a fim de maximizar a captacdo e a
conservacao dos nutrientes (Barker et al., 2006).

Os primeiros registros histdricos, sobre a relacdo entre o baixo peso ao nascer e
doencas cardiovasculares na vida adulta, datam das décadas de 1930 e 1940, por estudos
coortes (Barker, 20044, b). Porém, o referencial histérico do fen6tipo econémico de Barker é
datado de 1992, baseada em estudos observacionais (Hales e Barker, 1992). Desde entdo, nos
ultimos 20 anos, diversos autores abordam e tentam elucidar os efeitos da teoria da origem
fetal ou do fenotipo econémico sobre a prole, na vida adulta (McMillen e Robinson, 2005;
Attig et al., 2010; Almond et al., 2012).

Dentre os inimeros prejuizos, a doenca cardiovascular e o diabetes parecem exercer
maior prevaléncia. Alguns estudos consideram que, para cada aumento de um quilo (1 Kg) no
peso ao nascer, ha a probabilidade de decréscimo de 5mmHg na pressdo arterial sistélica na
vida adulta, ou seja, ha uma correlacdo inversa entre 0 peso ao nascer e a pressao arterial
(Falkner et al., 2004). Corroborando com esses achados, estudos experimentais com animais

mostram que a restricdo protéica moderada ou intensa leva ao baixo peso ao nascer (BPN) e
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que tal efeito promove elevacdo da pressdo arterial na vida adulta da prole (Catta-Preta et al.,
2006; Gregorio et al., 2008). Contudo, as alteragdes mostram-se mais proeminentes em

machos quando comparados as fémeas (Watkins et al., 2010).

Figura 1 - Consequéncias da programacdo fetal devido a alteragdo na nutricdo materna
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Fonte: Adaptada de de Boo e Harding, 2006.

No que concerne aos efeitos morfologicos relacionados as doencas cardiovasculares,
as alteracdes renais podem promover uma ligacdo com a elevacdo da pressdo arterial na prole.
A literatura descreve que o desenvolvimento do rim sofre alteragcdes em sua formacéo, quando
a dieta materna é alterada (Woods et al., 2004). Por exemplo, a dieta pobre em proteina é
capaz de alterar negativamente a nefrogénese, em humanos e animais (Hoy et al., 1999;
Langley-Evans, 2001; Pires et al., 2006; Mesquita et al., 2010). Além disso, estudos clinicos
retrospectivos reportam que criancas com histéria de BPN apresentam relagdo com o
desenvolvimento de sindrome nefrética e maior dependéncia de esterdides como tratamento
(Dotsch et al., 2011).

Modifica¢bes renais podem ser importantes na génese da hipertensdo arterial

sistémica. A reducdo no nuamero de glomérulos ou uma diminuicdo na filtragdo glomerular
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pode proporcionar uma excrecdo reduzida de sodio, com consequente aumento da volemia e
pressdo arterial. Além disso, a conjuntura favorece uma hipertrofia compensatoria na
membrana glomerular, na tentativa de manutencao da taxa de filtracdo. Em longo prazo, esse
mecanismo compensatorio pode gerar a perda de nefros e consequentemente, a perda da
funcéo renal (Black et al., 2004; Villar-Martini et al., 2009).

Em contrapartida, o contrério parece acontecer com a prole proveniente de
progenitoras restritas em vitamina D. Recentemente, Maka e colaboradores descobriram que a
deficiéncia de vitamina D durante a nefrogénese, em ratos, eleva o numero de glomérulos. O
estudo n&o apresentou maiores conclusdes, mas abriu a discusséo para o tema, principalmente
relacionando tais efeitos as possiveis alteracfes do SRA (Maka et al., 2008).

O SRA, como discutido amplamente na literatura, relaciona-se com o ténus vascular
e a composicdo do fluido extracelular. Porém, novas evidéncias o colocam como importante
efetor durante o desenvolvimento. Tal hipotese é baseada na descoberta dos receptores da
Angiotensina Il (Angll) em sistemas ainda em desenvolvimento (Alwasel et al., 2010). No
rim em desenvolvimento, todos os componentes da cascata do SRA sdo altamente expressos e
parecem estar relacionados. Ademais, a supressdo do SRA durante o desenvolvimento
promove déficit no niamero de néfrons e pode ser ligado a programacdo da hipertensdo arterial
na vida adulta da prole (Guron e Friberg, 2000; Woods et al., 2001). A Figura 2 ilustra a
cascata cléssica do SRA.

Todavia, em relacdo a elevacdo da glicemia e possivel desenvolvimento do diabetes
na prole, a programacao fetal parece envolver o desenvolvimento do pancreas endocrino. As
adaptacOes sofridas resultam em quadro de resisténcia a insulina na vida adulta e podem
afetar até mesmo a geracdo F2 (Zambrano et al., 2005; Pinheiro-Mulder et al., 2010). A
restricdo materna em proteinas altera a estrutura pancreatica de camundongos, com redu¢édo
da massa de células beta, e tais agressdes transpassam para a geracao F3 (Frantz et al., 2011).

Quanto aos modelos de programacéo fetal por restricdo de micronutrientes, sabe-se
que a restricdo de materna de ferro ou zinco € capaz de alterar o crescimento da prole. A
deficiéncia de ferro ou zinco é muito prevalente em paises com baixa renda (Viteri e
Gonzalez, 2002) e durante a gestacdo acomete o crescimento ponderal do feto, levando ao
BPN (Shahbazi et al., 2009). N&o menos relevante, faz-se a restricdo materna em vitamina D,
0 que resulta em déficit de crescimento da prole, prematuridade e alteragdes renais (Bodnar et
al., 2007a; Bener et al., 2009). Os efeitos especificos da programagdo materna pela restricao

da vitamina D serdo abordados doravante.
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Figura 2 - Modelo simplificado da cascata do sistema renina angiotensina

Ang |V (3-8) -.

/?\
i AT, I

Ang Iil (2-8) aue

A

Angiotensinogénio —— Angiotensinal —— Angiotensinall (1-8)

m
el
>

B

Renina

A
:
|
|
|
I
|
I
I
|

N Angli(17) ¥ \
AT,

Legenda: A Figura mostra 0os componentes classicos. As siglas sdo: Ang, angiotensina; AT, tipos de angiotensina
Il e ECA, enzima conversora de angiotensina.
Fonte: Adaptada de Guron and Friberg, 2000.

A luz do exposto, a nutricio materna é capaz de programar a prole para alteracdes
futuras. Dentre a combinacdo dos fatores ja discutidos anteriormente, tais como impressdes no
metabolismo e fun¢des corpdreas da prole podem colaborar para o surgimento de doencas
cronicas na vida adulta, o que resultaria no aumento das taxas de mortalidade e reducéo da
longevidade. Assim, os estudos epidemiolégicos ou experimentais proporcionam uma

importante ferramenta no conhecimento desses mecanismos.

2.1.1 Efeitos transgeracionais da programacao fetal

O termo “epigenética” significa acima da genética, foi descrito primeiramente em
1940, pelo biélogo Conrad Waddington (Waddington, 2011) e promove uma possivel ligacéo
entre as mudancgas do ambiente com as alteracBes na expressdo génica (Alexander, 2010).

Atualmente, se refere a mudanca na expressdo génica, mas sem alteragdo na sequencia do
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DNA. Todavia, desde a década de 1990, coloca-se que a alteracdo ocorre na modificacéo da
metilacdo do DNA e no remodelamento da cromatina (Wolffe e Matzke, 1999).

A metilacdo do DNA ocorre normalmente no carbono-5 da citosina de dinucleotideos
CpG, que sdo regides ricas nestes dinucleotideos, também conhecidas como ilhas CpGs, pois
apresentam mais de 50% de conteldo CpG. Essas regides sdo normalmente ametiladas e sdo
relacionadas com regides promotoras de genes (Morgan et al., 2004). Além disso, podem
ocorrer também mudancas na embalagem da cromatina do DNA, por modificacbes poés-
traducdo, da histona. Além disso, outros mecanismos epigenéticos podem incluir a regulacéo
de micros RNA (Murphy e Jirtle, 2003).

Outra hipétese discutida € a alteracdo do DNA mitocondrial do feto de sexo feminino,
que seria resultado de alteragfes durante seu desenvolvimento. Se tais alteracdes do DNA
mitocondrial ocorrem no gameta feminino, estas alteracbes serdo transmitidas aos
descendentes (Zambrano et al., 2006). A Figura 3 mostra como as alteragcbes no estado da
metilagdo durante o desenvolvimento embrionario, assim como o periodo da diferenciacdo
das gonadas, podem resultar no imprinting da expressao génica. Além disso, nos machos a
linha germinativa normalmente tem o imprinting dos genes no desenvolvimento das génadas,
que irdo desenvolver as futuras espermatogdnias. Em contrapartida, a linha germinativa
feminina estabelece marcas de metilacdo dos genes maternos em uma fase posterior. Apos a
fertilizacdo, 0 genoma paterno esta ativamente desmetilado, enquanto o que o materno sofre
desmetilacdo passiva (Jirtle e Skinner, 2007).

A heranca genética envolve a transmissao dos tracos bioldgicos para as geracdes
subsequentes. O efeito transgeracional requer modificacfes epigenéticas na linha germinativa
e que devem ser capazes de alterar o fendtipo do individuo (Anway e Skinner, 2006). O
ambiente é um fator altamente relacionado com alteragdes fenotipicas, uma vez que essas
mudancas podem perdurar até a terceira geracdo. Quando a geracdo de origem (F0) é exposta
a um ambiente agressor, tal qual alteracdo dietética, exposicdo quimica ou fisica, ambas as
geracOes subsequentes F1 e F2 permanecem expostas (Chang et al., 2006).

Estudos com humanos e animais demonstram como a exposicdo materna a um
ambiente nutricional inadequado pode alterar o fendtipo da prole, principalmente, com a
predisposicdo para o desenvolvimento de doencas crénicas (Zambrano et al., 2006; Pinheiro
et al., 2008; Peixoto-Silva et al., 2011). A Figura 4 ilustra a transmiss@o na linha germinativa
materna e as alteracfes fenotipicas na prole, e em alguns casos, tanto os machos, quanto as

fémeas podem desenvolver as doencas relacionadas.
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Figura 3 - AlteracOes na metilacdo durante 0

desenvolvimento
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Fonte: Retirada de Jirtle e Skinner, 2007.

Bogdarina e colaboradores avaliaram a prole de maes restritas em proteina e como
resultado, os autores concluem que a expressao do gene do receptor da angiotensina AT1b, na
glandula adrenal, é regulada na primeira semana de vida. Além disso, 0s autores mostram
ainda que o gene promotor do receptor AT1b na adrenal é significativamente menos metilado,
assim tais dados sugerem uma ligacdo entre o insulto fetal e a modificacdo epigenética dos
genes, 0 que pode resultar no desenvolvimento da hipertensdo arterial na vida adulta.
Algumas alterac6es nos genes do SRA perduraram ate a 122 semana de vida (Bogdarina et al.,
2007) e pode explicar como a geracdo F2, e até mesmo a geracdo F3, podem apresentar
elevacdo da pressao arterial em outros modelos (Harrison e Langley-Evans, 2009). Assim, é
provavel que influéncias semelhantes estejam envolvidas no desenvolvimento da hipertensdo
arterial em humanos.

Contudo, embora a ciéncia coloque que o ambiente desempenha um importante papel
na manifestacdo de muitas doencgas, a mesma ndo consegue ainda explicar como algumas
diferengas fenotipicas entre individuos geneticamente idénticos. Desta forma, no futuro a

epigenética tentara explicar tambem as mudancas fenotipicas que ocorrem em funcdo da



26

idade, dieta e comportamento (Dolinoy et al., 2007). Como conclusdo, sabe-se que fatores
epigenéticos promovem alteragdes na metilacdo e estrutura do DNA, que sdo capazes de

transmitir algumas alteracGes entre as geracoes.

Figura 4 - Transmisséo epigenética regulada pelo ambiente
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Fonte: Retirada de Jirtle e Skinner, 2007.

2.2 Restricdo materna de vitamina D e programacao fetal

O papel exercido pela vitamina D durante a gestacdo ainda ndo é totalmente
compreendido. Contudo, sabe-se que a inadequacdo materna em vitamina D afeta ndo sé a
mde, assim como o feto e a prole na vida adulta (Brannon e Picciano, 2011). Além disso,
estudos afirmam que a inadequacdo para vitamina D durante a gestacdo € altamente
prevalente (Mulligan et al., 2010).

Durante a gestacdo, o metabolismo da vitamina D sofre alteragdo. Porém, quando e
como esse metabolismo € alterado parece ainda ser uma questdo aberta na literatura. Uma das
hipbteses, € que a expressdo da proteina transportadora de vitamina D (DBP — do inglés:
vitamin D-binding protein) estd aumentada de forma significativa nas primeiras oito a dez
semanas de gestacgdo e isso precede a elevagdo dos niveis de 1,25(0OH)2D3 (vitamina D ativa)
circulantes (Ritchie et al., 1998). Todavia, evidéncias mostram que o estrogénio pode

desempenhar importante papel na regulagdo da DBP (Brannon, 2012).
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Entretanto, como resultado da hipovitaminose D materna, os fetos humanos
apresentam um estoque de vitamina D totalmente dependente dos niveis maternos. Assim,
caso a mae apresente hipovitaminose, a prole também apresentara deficiéncia durante o
desenvolvimento (Hollis e Wagner, 2004).

Recentemente, descobriu-se a presenca da 1-a-hidroxilase nos trofoblastos
placentarios, que pode relaciond-los com a elevacdo plasmatica dos niveis maternos de
1,25(0H)2D3. Juntos, esses achados reiteram os estudos recentes que afirmam que a placenta
é capaz de produzir vitamina D (Zehnder et al., 2002; Novakovic et al., 2009). E importante
ressaltar ainda, que a decidua materna, um componente da placenta, também expressa a 1-a-
hidroxilase, principalmente nos dois primeiros trimestres da gestacdo, o que compde um

importante complexo para a regulacdo da vitamina D materna (Figura 5).

Figura 5- Metabolismo da vitamina D e a funcdo durante a gestagéo

\—> Vitamina D ‘J

‘ ( Deciduada placenta \
~a-hi i -a-hidroxila
1,25(OH)2D3 o 1-a-hidroxilase 25(OH)D L-a-hidroxilase S l,ZS(OH.)E.DB

1-a-hidfoxilase

~P
\ 1:25(0H) Dy, Expressdo génica
VDR V ’
,, i e l A
VDR

| | -6 e TNF-a
Expressdo génica \/

Expressao génica T Progesteronae hCG

(funcdes endocrinas em células alvo)

Fonte: Adaptada de Brannon, 2012,

Estudos observacionais consideram a hipovitaminose D materna um fator de risco para
o desenvolvimento do diabetes gestacional e da pré-eclampsia. A pré-eclampsia € considerada
uma das maiores causas de mortalidade materna em humanos (Brannon e Picciano, 2011).

Normalmente, ocorre ap6s a 20? semana de gestacdo pela associacdo da hipertensdo arterial
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(pressdo arterial sistdlica superior >140 mmHg ou pressdo arterial diastélica > 90 mmHg)
com a proteinuria (>300 mg de proteina na urina de 24 horas) (Gong et al., 2012). Em
humanos, a deficiéncia materna de vitamina D é apenas um dos inimeros fatores ambientais
possiveis envolvidos na génese da pré-eclampsia. Porém, o mecanismo envolvido nesse
processo ainda é inconclusivo e discutido. O que se observa, nos estudos prospectivos, é uma
relagdo direta entre a hipovitaminose D e eclampsia materna (Frolich et al., 1992; Powe et al.,
2010; Shand et al., 2010).

Contudo, a vitamina D parece regular a expressdo de citocinas imunomodulatorias,
tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a Interleucina-6 (IL-6), nos trofoblastos e
nas células deciduas maternas (Diaz et al., 2009). Da mesma forma, parece influenciar a
producdo hormonal dos trofoblastos pela producdo de progesterona e gonadotrofina coridnica
humana (Brannon, 2012).

Em relacdo ao diabetes gestacional, a hipovitaminose D parece exercer associagdo
com o desenvolvimento desta patologia (Baker et al., 2011), embora, 0s estudos sejam ainda
insuficientes e conflitantes. Maghbooli e colaboradores encontraram diabetes gestacional em
23% das gestantes com baixos niveis de vitamina D (Maghbooli et al., 2008). Em
contrapartida, nenhuma relagéo foi evidenciada em dois outros estudos coorte (Clifton-Bligh
et al., 2008; Farrant et al., 2009).

E importante apresentar que alguns estudos experimentais apresentam ainda, o
envolvimento da vitamina D na funcdo e desenvolvimento cardiovascular. Em ratos, ha mais
de 20 anos, € discutida a associacdo entre a deficiéncia de vitamina D e alteracdo no controle
da contracdo muscular cardiaca (Weishaar e Simpson, 1987). Além disso, ratos provenientes
de maes restritas em vitamina D apresentam retardo no desenvolvimento cardiaco, com
subsequente proliferacdo e hipertrofia de cardiomidcitos no ventriculo esquerdo. Tais efeitos
podem colaborar para altera¢fes na funcéo cardiaca da prole (Gezmish et al., 2010).

E sugerido ainda, que a vitamina D desenvolva importante papel na formacio e
maturagdo do sistema nervoso. Estudos recentes mostram fortes evidéncias, as quais a
deficiéncia materna em vitamina D leva a anormalidades no cortex cerebral da prole, assim
como aumento na proliferacdo celular por todo o cérebro (Eyles et al., 2009; Cui et al., 2010).
Além disso, baixos niveis de vitamina D também sdo observados em pacientes com
Parkinson. Estudos experimentais apontam que a hipovitaminose D perinatal pode ser um
fator de risco também para o desenvolvimento de esquizofrenia (Altschuler, 2001; Kesby et

al., 2009). Por exemplo, pessoas nascidas durante o inverno ou a primavera apresentam risco
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elevado para esquizofrenia e tais efeitos sdo mais marcados em latitudes elevadas (McGrath et
al., 2002).

2.3 Fisiologia e metabolismo normal da vitamina D

O conhecimento da vitamina D é antigo. A primeira descri¢cdo cientifica desta
vitamina ocorreu em 1650, por Francis Glisson, que relacionou a doenga raquitismo com a
deficiéncia de vitamina D e desde entdo, passou-se a tratar o raquitismo com 6leo de figado de
bacalhau. Anos depois, em 1928, Adolf Windaus recebeu o prémio Nobel de quimica por seus
estudos na constitui¢do do esterol e sua relagdo com as vitaminas (Wolf, 2004).

A vitamina D é um hormonio esterdide que possui efeitos pleiotrépicos em diversos
tecidos, tais como 0sso, sistema imune, rim e tecido adiposo (Dusso et al., 2005). Entre as
décadas de 1920 e 1930 descobriu-se que a vitamina D pode, também, ser sintetizada
endogenamente (Tsiaras e Weinstock, 2011).

O mecanismo de producdo enddgena € iniciado com a producdo do esterdide 7-
dehidrocolesterol na pele. Quando ocorre a exposicdo solar da pele a radiacao ultravioleta do
tipo B (UV-B), em raios de comprimento de onda de 295 a 300 nm, a molécula do 7-
dehidrocolesterol sofre uma quebra e um rearranjo em sua estrutura, formando assim a pré-
vitamina D3 (Holick et al., 1980), que rapidamente € transformada em vitamina D3 (Holick,
1995). Apenas 10 a 15% do esterdide 7-dehidrocolesterol sdo transformados em pré-vitamina
D3, cujo processo parece evitar niveis de toxicidade em casos de exposi¢do solar excessiva
(Tsiaras e Weinstock, 2011).

As concentracBes séricas de vitamina D sdo carreadas pela DBP até o tecido adiposo,
para armazenamento, 0 que prolonga sua meia-vida em até dois meses, ou para o figado, que
com a acdo da enzima vitamina D-25 hidroxilase forma a 25(OH)D3, o metabdlito mais
abundante na circulacdo, também conhecido como calcidiol (Vieth, 1999; Cui et al., 2011).
Contudo, esta forma biologica ndo constitui a forma mais ativa da vitamina, que precisa ser
convertida em 1,25(0OH)2D3 no rim (Jones, 2008). A producédo da 1,25(0OH)2D3 é regulada
por inimeros fatores, sendo eles: concentragdo do fésforo e paratormdnio (PTH), assim como
a atividade das enzimas do Citocromo P-450 (CYP24 que faz o catabolismo no rim e
CYP3A4 que faz o catabolismo no figado e intestino delgado) (Zhou et al., 2006). A Figura 6
ilustra as principais fases do metabolismo da vitamina D.

E importante dizer ainda, que a sintese de vitamina D é proporcional & area de

exposicéo a luz solar na pele e sofre influéncia de fatores ambientais, como a latitude, estacao
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do ano, quantidade de nuvens e até mesmo, a espessura da camada de ozonio presente (Webb
et al., 1989; Webb et al., 2011). Além disso, quanto mais melanina (pigmentacdo da pele)
estiver presente, menor serd a quantidade de vitamina D sintetizada por uma mesma dose de
raios UV-B. Desta forma, o tipo de pele e o0 uso de protetor solar podem contribuir para a
reducdo na sintese da vitamina e também para uma possivel hipovitaminose (Holick, 2003a,
b). Além disso, estudos mostram que o uso do protetor solar de fator 8 a 15 pode reduzir em
até 99% a sintese da vitamina D (Matsuoka et al., 1987). Contudo, € importante dizer que, 0
uso de protetor solar faz-se imprescindivel no combate as doencas da pele, como o cancer de

pele.

Figura 6 - Sintese e metabolismo da vitamina D
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Fonte: Adaptada de Tsiaras and Weinstock, 2011.

Quanto a producdo enddgena da vitamina D € importante ressaltar que a reducdo na
producdo enddgena esta relacionada ao uso de roupas que cobrem parte do corpo, assim como
a idade do individuo. Atualmente, a populacdo de centros urbanos ndo se expde de forma
suficiente & luz solar para satisfazer as necessidades bioldgicas (Clipp et al., 2011). A
exposicdo solar regular (sem bloqueador solar) necessaria € aquela de 15 minutos por trés a
guatro vezes na semana. Além disso, sabe-se que as pessoas idosas tem a capacidade de
sintese reduzida, assim, o tempo de exposicdo recomendado é maior, embora a literatura ndo

esclareca totalmente o quanto (Annweiler et al., 2011). Assim, entende-se que a causa mais
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comum quanto a deficiéncia de vitamina D nos dias atuais, principalmente no mundo
ocidental, ocorre em individuos obesos, imigrantes, a baixa aquisicdo dietética ou pessoas
com baixa exposi¢ao solar.

Ainda sobre as acGes moleculares da vitamina D, a literatura descreve que é necessario
uma afinidade pelo receptor VDR, um membro da superfamilia dos receptores nucleares para
hormonios esterdides (Brown et al., 1999; Mathieu et al., 2005). O VDR normalmente faz
ligacdo, como heterodimero, com o receptor retindico X (RXR) para estimular a transcrigdo
génica. Dentre as muitas funcdes da vitamina D, as principais sdo: (1) regular o metabolismo
e crescimento 0sseo; (2) estimular a reabsorcédo renal de célcio; (3) regular o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA); (4) regular a pressdo arterial e (5) estimular a producéo de
insulina. A ligacdo do VDR com RXR forma um complexo heterodimero que se liga
fortemente ao DNA. Em consequéncia, o heterocomplexo 1,25(0H)2D3-RXR-VDR
reconhece de forma seletiva os elementos seletivos de vitamina D (VDRES) nas regides
promotoras dos genes controlados positivamente, tais como osteopontina, osteocalcinina e 3-
integrina (Haussler et al., 1997).

Os mecanismos pelos quais 0 VDR realiza positiva ou negativamente o controle da
transcricdo do DNA, apés a ligacdo com os VDREs, ndo sdo ainda totalmente compreendidos
na literatura. A Figura 7 ilustra, resumidamente, o processo descrito.

A presenca de receptores e proteinas indutoras na producdo do 1,25(0OH)2D3 em
células imunolégicas, como o macréfago, sugere que a vitamina D pode atuar como
importante imunomodulador. Células imunoldgicas apresentam a enzima 1-a-hidroxilase, a
mesma apresentada pelas células renais (Takiishi et al., 2010).

In vitro, a 1,25(0OH)2D3 estimula a fagocitose, assim como a secregdo de citocinas
importantes, como a IL-12, no processo de reconhecimento antigeno-anticorpo (Griffin e
Kumar, 2003). Desta forma, a 1,25(0OH)2D3 e seus analogos protegem algumas células
importantes, como a célula beta pancreéatica, contra as citocinas inflamatorias. Para alguns
autores, 0 mecanismo descrito pode ser a possivel explicagdo para o efeito protetor exercido
pela vitamina D contra o desenvolvimento do diabetes tipo 1, ilustrado na Figura 8 (Mathieu
et al., 2005).
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Figura 7 - Metabolismo da vitamina D e as principais agdes celulares, mediadas pela
formacdo do heterodimero VDR-RXR e a ligagdo com os VDREs em células-alvo
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Fonte: Adaptada de Haussler et al. 1997.

A administracdo cronica de doses farmacologicas de 1,25(0OH)2D3 reduziu a
incidéncia do diabetes tipo 1 em animais knockout do tipo NOD (do inglés: non-obese
diabetic mouse), de 56% para 8% (Gregori et al., 2002). A base molecular parece envolver
uma reformulacdo do repertdrio imunoldgico, com mudanca na producdo de citocinas pelas
células T, tanto o linfocito T-helper 1 (Th1), quanto o linfécito T-helper 2 (Th2) (Mulligan et
al., 2011).

Adicionalmente, a deficiéncia de vitamina D também estd relacionada ao
desenvolvimento do diabetes tipo 2. Essa afirmacdo pode ser comprovada por estudos, que
demonstraram reducdo na secrecdo de insulina quando a deficiéncia de vitamina D estava
presente (Bharati et al., 2011; Karnchanasorn et al., 2012), assim como uma variacao sazonal
na producdo de insulina, em pacientes diabéticos tipo 2 durante o inverno, quando a
hipovitaminose D é mais prevalente (Mitri et al., 2011).

In vitro, a 1,25(0OH)2D3 induz a biosintese da insulina na ilhota pancreatica de ratos
(Pittas e Dawson-Hughes, 2010), provavelmente porque afeta a concentragdo do calcio
intracelular (Pittas et al., 2007). Além disso, estimula a expressdo dos receptores de insulina
e/ou ativa a transcricdo do proliferador de peroxissoma, PPAR-y (do inglés: peroxisome
proliferator activated receptor), que atua na regulacdo do metabolismo de acidos graxos no
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musculo esquelético e tecido adiposo (Hellemans et al., 2007). Tais efeitos contribuem para a

sensibilidade periférica a insulina (Norman, 2006).

Figura 8 - Modulacdo da producédo da insulina pela célula beta pancreética e a transcricao da

proteina desacopladora 2 (UCP2) pelo adipécito
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Fonte: Adaptado de Zemel, 2003a; Mitri et al., 2011.

Estudos clinicos sugerem que dietas ricas em célcio podem afetar diretamente o
metabolismo da glicose, uma vez que pode apresentar um efeito antiobesidade e preventivo
no desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Angeles-Agdeppa et al., 2010; Muscogiuri et al.,
2012). Estudos recentes colocam que esses efeitos estdo relacionados aos niveis séricos da
vitamina D ativa, que estimula o fluxo de calcio para células como o adipdcito, inibindo
assim, a lipogénese (Zemel, 2003b). Além disso, a vitamina D também suprime a expressao
da proteina desacopladora 2 (UCP2, do inglés: uncoupling protein 2), através da ligacdo ao
receptor VDR (Martini et al., 2010). Porém, a literatura é ainda inconclusiva sobre tais efeitos,
pois Shi et al coloca que a 1,25(0OH)2D3 induz a lipogénese (Martinez et al., 2002), como
mostrados na Figura 8.

O conhecimento dos niveis séricos de vitamina D faz-se importante, pois reflete tanto
0 consumo dietético, quanto a exposi¢édo solar do individuo. Desta forma, 0s niveis séricos de
25(0OH)D3 correspondem ao melhor marcador para avaliagdo da vitamina D. Algumas

controvérsias existem sobre os valores de referéncia para os humanos (Bell, 2011; Brannon,
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2012), mas pouco se discute sobre os valores de referéncia para os roedores (Maka et al.,
2008). Em humanos, os pontos de corte séo apresentados pela Tabela abaixo (Tabela 1).

Por Gltimo e ndo menos importante, a vitamina D parece atuar no SRA. Estudos
epidemioldgicos e clinicos sugerem uma relacdo inversa entre calcitriol e pressao arterial ou
com a atividade da renina plasmatica, tanto em pessoas normotensas, quanto em individuos
hipertensos (Nolan, 2005). Além disso, o0 uso de blogueadores do SRA em pacientes
hipertensos mostrou efeito semelhante ao uso de calcitriol, em relacdo a reducdo da presséo
arterial (Kimura et al., 1999). Assim, o estudo da vitamina D e seus efeitos pleiotrépicos
abrem novas perspectivas e avan¢cos em relacdo as doencas cronicas. Da mesma forma, que

promove um vasto campo tanto para o tratamento, quanto para a prevencio dessas doengas.

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

deficiéncia

L Niveis de 25(OH)D Niveis de 25(OH)D
Classificacao

(ng/dL) (ng/dL) — OMS
Normal >30
Insuficiéncia 20-29 <30
Deficiéncia 10-19 <20
Deficiéncia grave <10

Fonte: Bell, 2011.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com as normas internacionais
de experimentacdo animal (NIH Publication No. 85 — 23, revisada 1996) e do comité de ética
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro — UERJ (CEA/242/2008). A linhagem utilizada
foi proveniente do Centro de Cria¢do de Animais de Laboratorio, da Fundagdo Oswaldo Cruz
— FIOCRUZ, Manguinhos no Rio de Janeiro. Além disso, todos os animais foram
acondicionados em caixas de propietileno e permaneceram com condi¢des controladas em
temperatura (21+2 °C), umidade (60+10%) e ciclo claro-escuro (12:12 h).

Fémeas da linhagem swiss webster (n=20; FO) foram adquiridas com quatro semanas
de idade. Ao completarem seis semanas, as mesmas foram separadas aleatoriamente de
acordo com a dieta experimental em: SC (fémeas do grupo controle; dieta padréo, AIN-93G,
com vitamina D3) e VitD (fémeas do grupo restrito em vitamina D; dieta AIN-93G e isenta
apenas em vitamina D3). As dietas experimentais foram fornecidas pela empresa
PragSolugbes (Jau, S& Paulo, Brasil, www.pragsolucoes.com.br) e seguiram as
recomendacdes da AIN-93G, na qual a dieta SC seguiu a recomendacéo para vitamina D que
corresponde a 400.000 Ul/kg de dieta ou 0,25g de colecalciferol/kg de dieta (Tabela 2)
(Reeves et al., 1993). Apds seis semanas de dieta, as fémeas FO foram acasaladas com machos
da mesma idade, também adquiridos da FIOCRUZ, e que receberam durante toda a vida dieta
SC. A restricdo foi mantida por seis semanas para garantir a restricdo da vitamina, uma vez
que a mesma € lipossoluvel e dispde de reserva hepética, como descrito anteriormente (Maka
et al., 2008).

Ao nascimento, o sexo dos filhotes foi identificado pelo método da distancia anus-
genital (Cao et al., 2008). Apds esse procedimento, cada progenitora recebeu uma ninhada
fixada em seis filhotes (trés machos e trés fémeas), a fim de aprimorar o processo de lactagédo
(Langley-Evans et al., 1996). Apos o 10° dia de lactacdo, as progenitoras FO-VitD- tiveram as
racOes trocadas por SC, para que a restricdo de vitamina D ocorresse somente no periodo de
desenvolvimento da geracgdo F1.

Ao desmame (21 dias), os filhotes machos da geragdo F1 compuseram a prole
estudada nessa geragdo, enquanto as fémeas foram aleatoriamente selecionadas, dentro de
cada grupo, e assim colocadas com dieta SC, segundo a AIN93G, para a geracgao da prole F2.

Aos trés meses de idade, essas fémeas selecionadas foram colocadas para acasalar com
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machos, também adquiridos na FIOCRUZ e alimentados com dieta padrdo por toda a vida, de
mesma idade e geraram a geracdo F2. Os mesmos padrdes, utilizados na separacao e obtencéo
da prole F1, foram realizados com a geracdo F2. E importante ressaltar que todos os animais

receberam as dietas experimentais ad libitum e tiveram livre acesso a agua.

Tabela.2 - Composicgéo das dietas experimentais

_ Dietas
Nutriente (g/kg) sC Vi)
Amido de milho 397,50 397,50
Caseina 200,00 200,00
Amido dextrinizado 132,00 132,00
Sacarose 100,00 100,00
Oleo de soja 70,00 70,00
Fibra 50,00 50,00
L-cistina 3,00 3,00
Colina 2,50 2,50
Mix de minerais 35,00 35,00
Carbonato de calico 357,00 357,00
Mix de vitaminas 10,00 10,00
Vitamina D3

0,25 0,00

(400.000 UI/kg) — (1kg Mix)

Legenda: Todos os nutrientes correspondem as recomendacdes do AIN93G para roedores. Abreviagfes: SC,
dieta padrédo (do inglés standard chow); VitD, restricdo de vitamina D.

As proles foram acompanhadas até os seis meses de idade, e 0s grupos experimentais
foram formados com no minimo seis animais, uma vez que a probabilidade necesséria para
um P<0,05 é de P=(1/2)n<0,05, sendo este n=5 (Cruz-Orive e Weibel, 1990). Além disso, é
importante acrescentar, que somente um filhote de cada progenitora fora utilizado para a
formacéo do grupo experimental e que nunca mais de um filhote da mesma ninhada compds o
mesmo grupo. Desta forma, 0os grupos experimentais seguiram da seguinte forma (F1-SC e
F2-SC ou F1-VitD e F2-VitD), nas idades: nascimento (0 dia), fim da organogénese (10 dias),

desmame (21 dias) e seis meses.
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3.2 Biometria

Todas as progenitoras foram acompanhadas para avaliacdo da biometria: massa
corporal (MC) e comprimento naso-anal (CNA), para determinacao do ganho de peso materno
e acompanhamento de possiveis alteracdes no crescimento.

A prole foi acompanhada semanalmente (as quintas 10h da manhd) e teve a MC e
CNA aferidos do nascimento até a eutandsia. A afericdo da MC ocorreu em balanca de
precisdo de 0,01g, enquanto que a afericdo do CNA ocorreu em superficie plana e com régua
de precisao de 0,01 cm. Dos trés aos seis meses de idade a pressdo arterial sistolica (PA) foi
aferida semanalmente (as quartas 14h da tarde). O método utilizado foi ndo invasivo pela
pletismografia da cauda do animal (Letica LE5100, Panlab, Barcelona, Espanha).

3.3 Glicemia e Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Na semana anterior ao acasalamento as fémeas, que seriam colocadas para acasalar,
foram colocadas em jejum de seis horas (1h da manha as 7h da manha) para determinacédo da
glicemia de jejum. Uma pequena incisao na cauda do animal foi realizada para afericdo da
glicose sérica pelo glicosimetro (Accu-chek performa, Roche, Manheim, Alemanha). Trés
semanas depois, as fémeas comprovadamente gravidas foram colocadas novamente em jejum
para avaliacdo da glicemia gestacional. Contudo, desta vez, o jejum foi de quatro horas, para
evitar uma possivel hipoglicemia (Lindegaard e Nielsen, 2008). O método utilizado foi o
mesmo descrito anteriormente.

Na prole, o teste oral de toleréncia a glicose (TOTG) foi realizado na semana anterior
a eutanasia, apos jejum de seis horas (1h da manhd as 7h da manha). O método utilizado foi o
mesmo descrito na afericdo das progenitoras. Apds esse procedimento, os animais foram
gavados com uma solucéo de glicose a 25% na dose de 1,0g/Kg através da introdugdo de uma
canula orogastrica e todo o volume introduzido na cavidade gastrica, sem que houvesse perda
de liquido. Passados 15, 30, 60 e 120 minutos, a cauda dos animais foi ordenhada para
obtengéo de novas amostras de sangue e medicdes de glicose.

Os resultados glicémicos foram analisados pelo GraphPad Prism (versdo 5.03 para
Windows, GraphPad Software, S&o Diego, Estados Unidos da Ameérica) e gerou uma area sob
a curva (ASC) que pode ser utilizada para avaliacdo da tolerancia a glicose (resisténcia a

insulina).
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3.4 Analise da urina

Aos seis meses de idade, na semana anterior a eutanasia, seis animais por grupo foram
mantidos, individualmente, em gaiolas metabdlicas por um periodo de 48 horas para
climatizacdo. Apds esse periodo, cada animal teve a sua urina de 24 horas coletada e o
volume total aferido, assim como o consumo alimentar e hidrico. O calculo da producgéo da
urina foi relacionado com a massa corporal, como descrito anteriormente (Lantelme et al.,
2002). Apos a coleta da urina em tubos estéreis, a mesma foi centrifugada (120g por 15
minutos) para a separacdo do contetdo solido. Além disso, apds o procedimento de
centrifugacdo, a urina foi analisada para mensuragdo da uréia urinéria, creatinina, acido Urico
e proteindria, através dos métodos de colorimetria (Bioclin System Il, Quibasa, belo
Horizonte, MG, Brasil).

3.5 Eutanésia

Os animais que compuseram o grupo ao nascimento (0 dia) foram separados de suas
progenitoras e tiveram, apés a afericdo da MC e CNA, a cabeca decapitada. Apds esse
procedimento, realizou-se uma incisdo mediana na regido abdominal, para retirada dos rins.
Contudo, os demais grupos sofreram a eutanasia pelo método descrito abaixo.

Todos os animais foram anestesiados (pentobarbital sédico 150mg/kg intraperitonial)
e uma incisdo mediana na regido toracica foi realizada, para exposicao cardiaca. A coleta de
sangue ocorreu, em temperatura ambiente de 21° C, através de puncéo cardiaca no atrio direito
e 0 sangue foi armazenado em tubos de ensaio para posterior centrifugacéo.

E importante ressaltar que, no dia anterior a eutanésia, os animais ficaram em jejum
por seis horas, e no momento que antecedeu a anestesia, a glicemia sérica foi determinada
pelo glicosimetro (Accu-chek performa, Roche, Manheim, Alemanha), para futuro célculo da
resisténcia a insulina, pelos HOMA (homeostatic model assessment): HOMA-IR e HOMA-B.

Além disso, os seguintes tecidos foram cuidadosamente removidos e analisados:

3.5.1 Rim
Todos os rins dos animais foram removidos de forma cautelosa e separados da gordura
perirrenal, para entdo obtencdo do volume, pelo método de Scherle (Scherle, 1970). O rim

esquerdo (RE) foi separado para analises estereoldgicas e por tanto, foi seccionado ao meio e



39

fixado em solucéo fixadora (1,27 mol/L de formaldeido em 0,1M de tampdo fosfato, pH 7,2)
durante 48 horas em temperatura ambiente. Apos a fixacdo, o RE foi processado para técnicas
histologicas, incluido em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos
da America). O corte histologico seguiu-se de forma seriada e 0s cortes de cinco micrometros
de espessura foram corados com hematoxilina-eosina (HE).

O rim direito (RD) foi separado para analise molecular, pela técnica do Western
blotting, que sera descrita posteriormente. Desta forma, o RD foi fracionado em pequenos

fragmentos e armazenado em criotubos, devidamente identificados, a temperatura de -80° C.

3.5.2 Figado

O figado foi cuidadosamente dissecado e seu volume determinado através do método
de Scherle (Scherle, 1970). Cinco animais compuseram o grupo para analises morfolégicas,
dos quais o figado foi seccionado em pequenos fragmentos (1 mm de espessura cada) e fixado
em solucdo fixadora (1,27 mol/L de formaldeido em 0,1M de tampéo fosfato, pH 7,2) durante
48 horas em temperatura ambiente. Apods a fixacdo, o tecido hepético foi processado para
técnicas histoldgicas, incluido em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos da América), seccionados em cortes de trés micrometros de espessura e corados com
HE para futuras andlises estereoldgicas (Nascimento et al., 2010).

Outros cinco animais formaram o grupo das analises moleculares (Western blotting),
dos quais, fragmentos hepaticos (100 mg cada) foram retirados e armazenados em criotubos,
devidamente identificados, a temperatura de -80° C. As analises realizadas serdo elucidadas

posteriormente.

3.5.3 Péncreas

O péncreas foi cuidadosamente dissecado e pesado, para determinacdo da sua massa
(Fernandes-Santos et al., 2009). O tecido foi totalmente incluido em solugédo (1,27 mol/L de
formaldeido em 0,1M de tampdo fosfato, pH 7,2) durante 48 horas em temperatura ambiente.
Apobs a fixacdo, todo o pancreas foi processado para técnicas histologicas, incluido em
Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos da America), seccionados
em cortes de cinco micrometros de espessura e corados com HE para futuras andlises

morfomeétricas (Nascimento et al., 2010).
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3.5.4 Tecido Adiposo

A gordura localizada na parte inferior do abdome e correlacionada com o epididimo
foi considerada como gordura epididimaria. Esta foi dissecada e pesada para obtencdo da
massa adiposa, assim como a gordura retroperitoneal. ApGs esse processo, a partir da massa
corporal e massa adiposa, calculou-se a relagdo da massa corporal com a massa adiposa do

animal.

3.6 Analise sérica

A coleta do plasma foi obtida através da centrifugacdo (120 g/15 minutos) do sangue
coletado, em temperatura ambiente para posterior armazenamento em temperatura de -20° C.
As anélises realizadas foram: colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e alanina transaminase
(TGP) pelo método cinético-colorimétrico do manual de instrugdes da Bioclin® (Bioclin
System |1, Quibasa, Belo Horizonte - MG, Brasil). Além disso, analisou-se também a insulina
sérica pelo método do radioimunoensaio (Linco Research, St.Charles, Missouri, Estados
Unidos da América, Kit. RI-13K), com coeficiente de variagdo de 1.4%. Ademais, o célculo
do HOMA-IR e HOMA-B foram realizados pelas seguintes (Matthews et al., 1985):

HOMA-IR = (glicemia de jejum X insulina de jejum)/22,5

HOMA-B = (20 x insulina de jejum)/(glicemia de jejum - 3,5)

3.7 Estereologia
O rim e o figado foram analisados pelas técnicas estereoldgicas, que sdo explicadas a

sequir.
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3.7.1Rim

Os cortes seriados do RE, ao nascimento e aos 10 dias de idade, foram utilizados para
a estimacao dos glomérulos imaturos (Gi) e glomérulos maduros (Gm). Os Gi sdo definidos
pela forma em virgula (comma-shaped) ou em S (S-shaped), enquanto que, 0s Gm s&o
definidos por corpulsculos totalmente vascularizados, ilustrados na Figura 9 (Almeida e
Mandarim-de-Lacerda, 2002).

Figura 9 - Fotomicrografias de metanéfrons em diferentes estagios de maturacdo, em mesmo

aumento e corados com hematoxilina-eosina

Legenda: Figura A. Vesicula renal dobra entre si e rapidamente forma um pélo condensado, esta é a forma em
virgula (Comma-shaped). Figura B. Os dois polos condensados da forma em virgula crescem do
centro ao eixo vesicular, formando uma torcéo, esta é a forma em S (S-shape). Figura C. O apice tem
poddcitos e invaginagBes em direcdo ao centro da &rea mesangial. Ocorre um aumento no citoplasma e
os nicleos dos podocitos ficam menos condensados, formando uma esfera, este é o glomérulo
vascularizado.

Fonte: Almeida e Mandarim-de-Lacerda, 2002.

O método do fractionator foi utilizado para estimar o ndmero de glomérulos em
determinado corte, iniciado em corte aleatério, para cada 10 cortes. Desta forma, conseguimos
obter o nimero total de glomérulos por rim, corrigidos pelo volume do 6rgdo (Bertram et al.,
1992; Pires et al., 2006). A estimativa do didmetro glomerular é relacionada com 0 mesmo
método utilizado para estimar o nimero de glomérulos: fractionator/dissector. A fracdo do
rim que utilizamos para a contagem dos glomérulos possui glomérulos justamedulares e
glomérulos superficiais que foram considerados. Sabe-se que o didmetro de glomérulos
justamedulares € maior que o diametro dos glomérulos superficiais. Por tanto, a solucao
encontrada é estimar o tamanho do glomérulo de forma aleatdria e determinar seu tamanho
médio. Assim, a avaliacdo foi realizada, usando no minimo 100 glomérulos/grupo, como
descrito anteriormente (Mandarim-de-Lacerda et al., 2010). Alem disso, as analises foram

feitas pelo sistema de imagens com camera LC Evolution no microscopio Olympus BX51,
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com o programa Image-Pro Plus (Image-Pro Plus, versdao 7.01, Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, Estados Unidos da América), em pelo menos 100 glomérulos por grupo
(Mandarim-de-Lacerda et al., 2010).

3.7.2 Figado
A analise estereoldgica hepatica foi realizada por um sistema teste e visualizada no

microscopio Leica DMRBE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha), com camera
de infinidade 1-5c (Lumenera Co., Otawa, ON, Canada). A estereologia realizada foi dada
pela determinacdo da densidade do volume (Vv) de esteatose hepatica, estimada pela
contagem dos pontos que tocavam a vesicula de gordura (Catta-Preta et al., 2011), colocado

abaixo:

Vv esteatose = Pp (pontos nas goticulas)/ Pt (pontos totais)

O sistema teste utilizado foi composto por 49 pontos, em pelo menos dez campos por
animal, por exemplo: 49 x 10 x 5 = 2450 pontos-teste por grupo. Considerando o menor Vv
de esteatose, que foi de 7,78% (grupo F2-VitD), o modelo permite um padrao aceitavel de
erro calculado de 0,046, a partir da equacéo, descrita abaixo e apresentada no seguinte site:

http://www.ou.edu/research/electron/bmz5364/calcstereology.html. Ademais, 0 modelo teste

utilizado foi produzido pelo STEPanizer (www.stepanizer.com) (Tschanz et al., 2011).

Pt =0,453 * (1 - Vv esteatose) / (Vv esteatose * E»)

3.8 Morfometria do pancreas

As laminas do pancreas foram fotografadas e imagens digitais foram obtidas, com a
mesma técnica de analise do figado. O menor e maior diametro da ilhota pancreéatica foi
medida, para calculo do diametro médio (no minimo 100 ilhotas pancreéticas por grupo), pelo
programa Image-Pro Plus (Image-Pro Plus, versdo 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, Estados Unidos da América) (Souza-Mello et al., 2011).


http://www.ou.edu/research/electron/bmz5364/calcstereology.html
http://www.stepanizer.com/
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3.9 Western blotting

Os tecidos armazenados no freezer a -80° C foram utilizados para anélise da expressao
de proteinas especificas e foi realizado pelo método do Western blotting. O RD foi analisado
nos grupos ao nascimento, desmame e seis meses de idade, enquanto o figado foi analisado
somente no grupo seis meses de idades. As proteinas foram extraidas por tampéo adicionado
de inibidores de protease. O homogenato foi centrifugado a 7380rpm/5000g por 20 minutos e
a 4° C, para entdo coleta do sobrenadante. Quantidades iguais de proteinas foram suspensas
em SDS, com tampédo de amostra, aquecidas por cinco minutos a 100° C e separadas por
SDS/PAGE. Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas PVDF
(Hybond-P; Amersham Biosciences), quando entdo as membranas foram bloqueadas por leite
desnatado a 6% com solucdo tampéo de Tris [20 mM Tris/HCI (pH 7,4) e 500 mM NaCl],
contendo 0,05% de Tween 20 (T-TBS). Somente apds o bloqueio, a membrana foi incubada
com anticorpos primarios. No RD, seguiram-se 0s seguintes anticorpos:

Anticorpo policlonal anti-rabbit para receptor AT1 (AT1r 306; 43 kDa; SC-579; Santa
Cruz Biotechnology) na diluicédo 1:1000;

Anticorpo monoclonal anti-mouse para renina (A-1; 38-46 kDa; SC-137252; Santa
Cruz Biotechnology) na dilui¢éo 1:1000;

Anticorpo policlonal anti-rabbit para podocina (H-130; 42 kDa; SC-21009; Santa
Cruz Biotechnology) na dilui¢do 1:1000;

Anticorpo policlonal anti-rabbit para WT1 (C-19; 52 kDa; SC-192; Santa Cruz
Biotechnology) na diluicéo 1:500.

Contudo, no figado, os anticorpos primarios utilizados foram:

Anticorpo policlonal anti-rabbit para SREBP-1c, do inglés anti-sterol regulatory
element binding protein (SREBP-1c; 68 kDa; sc-367; Santa Cruz Biotechnology) na diluicédo
1:1000;

Anticorpo policlonal anti-rabbit para FAS, do inglés fatty acid synthase (FAS; 270
kDa; sc-20140; Santa Cruz Biotecnology) na diluigéo 1:1000.

Além disso, todas as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario,
sendo eles: anti-rabbit (1:10000 para FAS; 1:8000 para podocina, AT1r e SREBP-1c; 1:5000
para WT1) e anti-mouse (1:5000). As expressdes de proteina foram detectadas de acordo com
o manual de instrugdes com sistema de deteccdo por quimioluminescéncia (ECL; Amersham

Biosciences). E importante acrescentar que, todos os grupos foram também incubados com
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beta-actina (anticorpo monoclonal anti-mouse; 43 kDa; SC-81178; Santa Cruz
Biotechnology; diluicdo 1:1000) para futura correcéo da expressdo protéica.

As proteinas foram visualizadas por autoradiografia e obtidas por analise quantitativa
de imagens digitais (Image-Pro Plus versdo 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
Estados Unidos da América), para determinag&o da absorvancia.

3.10 Analise dos dados

Os dados foram testados para distribuicdo normal e homogeneidade de variancia e séo
apresentados em média e erro padrdo da média (EPM). Apds, a diferenca entre os grupos foi
analisada por one-way ANOVA com pos-teste de Tukey e two-way ANOVA (geracdo X
dieta). As diferencas entre as geracfes F1 e F2 foram analisadas pelo teste-t de Student, ndo
pareado ou 0 ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para todas as analises utilizou-se o software
GraphPad Prism versdo 5,03 (La Jolla, CA, Estados Unidos da América). Um valor de

P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados maternos e nascimento da prole

N&o houve diferenca significativa entre os grupos de progenitoras sobre a MC inicial,
MC final ou glicemia. Além disso, ndo houve diferenca estatistica no nimero de filhotes
nascidos vivos ou mortos, assim como, ndo houve diferenca na distribuicdo da ninhada em

relacdo a machos e fémeas (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados de ganho de peso, crescimento, glicemia das progenitoras FO e F1 e

nascimento da ninhada F1 e F2

Parametros SC-FO VitD-FO SC-F1 VitD-F1
MC inicial (g) 33,1140 332+42 351+53 389+55
MC final (g) 47,775 48,3+ 3,4 50,3+6,4 56,9+ 7,2
Glicemia (mmol/L) 47+0,8 54+0,7 44+0,6 48+0,5

NUmero da ninhada (n) 110+1,0 12,0+ 2,0 13,0+2,0 12,0+4,0
Natimortos (n) 1,0 3,0 0,0 0,0

Relacdo macho:fémea 1:1 1:1 1:1 1:1

Legenda: CNA, comprimento naso-anal; g, grama; MC, massa corporal; mmol, milimol; n, nimero.

4.2 Dados biométricos

Ao nascimento e aos 10 dias de vida, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos para MC. Porém, aos 21 dias (desmame), o grupo F2-VitD teve um
incremento na MC de 26%, comparado ao respectivo grupo controle (vs F2-SC; P=0,03).
Esses dados sdo ilustrados na Figura 10.

A Figura 11 mostra a evolucdo da MC ap0s o desenvolvimento, aos trés e aos seis
meses de idade. Nesse momento, percebe-se uma elevagdo da MC em ambos 0s grupos
provenientes da restricdo de vitamina D: +17% no grupo F1-VitD e +15% no grupo F2-VitD
(P<0,05).
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Figura 10 - Evolucdo da massa corporal ao nascimento (0 dia), final da organogénese (10
dias) e desmame (21 dias) em ambas as geracoes F1 e F2
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Legenda: Os valores sdo expressos em média + EPM e foram testados com one-way ANOVA e pds-teste de
Tukey (P<0,05). O simbolo 7 ilustra diferenga estatistica com o respectivo grupo controle.

Em relacdo as andlises do CNA, nenhuma diferenca significativa foi observada entre
0s grupos durante todo o experimento (dado ndo ilustrado). As analises das massas adiposas
epididimaria e retroperitoneal corroboraram com a MC. A restricdo de vitamina D materna
elevou a relacdo entre MC e massa adiposa nas duas geracdes (+106% na F1 e +93% na F2;
P=0,01). O grupo F1-VitD teve aumento nos dois tecidos de gordura: +154% na gordura
epididiméria e +96% na gordura retroperitoneal, comparado ao grupo F1-SC (P=0,02). Além

disso, ndo houve diferenca nas massas do pancreas e figado (Tabela 4).
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Figura 11 - Evolugdo da massa corporal aos trés e seis meses de idade em ambas as geragoes
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Legenda: Os valores sdo expressos em média =+ EPM e foram testados com one-way ANOVA e pés-teste de
Tukey (P<0,05). O simbolo T ilustra diferenga estatistica com 0 respectivo grupo controle.

Tabela 4 - Dados biométricos da prole nas geracdes F1 e F2 aos seis meses de idade

Parametros

F1-SC F1-VitD

F2-SC F2-VitD

G. epididimaria (g) 0,99+0,18 252+0458 107+022 2,07+0,36

G. retroperitoneal (g) 0,33+0,06 0,65+0,09¥ 0,34+0,08 0,90+0,24

Relacdo MC/MA (%)  2,58+0,56 5,33+0,548  245+043 4,74 +0,55[]

Pancreas (Q) 0,34 +0,03 0,39 £ 0,04 0,48 + 0,08 0,35+0,03

Figado (g) 208+011 243+013 258+0,18 2,97 +0,56

Legenda: G, gordura; g, grama; MC, massa corporal; MA, massa adiposa.
Nota: Valores sdo média + EPM e diferencas foram testadas com one-way ANOVA e pos-teste de Tukey
(P<0,05). Os simbolos [a] significam diferenca estatistica com F1-SC; [b] significam diferenca estatistica

com F2-SC.

Quanto aos niveis pressoricos, a PAS aferida dos trés aos seis meses de idade

apresentou-se continuamente em elevagdo nas duas geracOes onde ocorreu a restricdo de
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vitamina D. A Figura 12 mostra a evolucdo da PAS entre os grupos estudos, do qual o grupo
F1-VitD apresentou um aumento de 10% na PAS aos quatro meses, comparado ao grupo F1-
SC (P=0,04). Diferenca que continuou a ser mantida nos meses seguintes com 15% de
elevagdo no quinto més e 20% de aumento no sexto més (P<0,0001). Em relacdo a geragao
F2, esta mostrou incrementos menores que a F1, pois aos seis meses de vida F2-VitD
apresentou uma reducdo de 10% da PAS comparada ao grupo F1-VitD (P<0,05).

Figura 12 - Evolucdo da pressao arterial sistélica, dos trés aos seis meses de idade, em ambas
as geracOes Fl e F2
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Legenda: Os valores sdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM) e foram testados com one-way
ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo T ilustra diferenga estatistica com o respectivo
grupo controle.

4.3 Teste Oral de Tolerancia a glicose

O grupo F1-VitD apresentou alteracdo no TOTG quando comparado aos demais
grupos estudados. A Figura 13 mostra que houve um aumento de 26% no TOTG da prole F1-
VitD (P=0,03). E importante colocar que, apesar das alteracdes na MC em ambas as geracoes,
apenas a geracdo F1 apresentou resisténcia a insulina, e a prole F2-VitD teve o TOTG
reduzido em 25%, quando comparada & prole F1-VitD (P<0,01). Nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada entre F2-SC e F2-VitD.
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Figura 13 - Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) dos grupos aos seis meses de idade em

ambas as geracdes F1 e F2, e Area sob a curva (ASC)
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Legenda: Os valores sdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM) e foram testados com one-way
ANOVA e pds-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo 1 ilustra diferenga estatistica com o respectivo
grupo controle.

4.4 Dados bioguimicos

A restricdo materna em vitamina D foi capaz de modificar os pardmetros bioquimicos
das proles, aos seis meses de vida, principalmente na geracdo F1. Os dados s&o apresentados
na Tabela 5, a qual mostra que o grupo F1-VitD teve um aumento de 160% na secrecdo de
insulina, sem alteracbes na glicose sérica, comparado ao grupo F1-SC (P=0,01).
Consequentemente, 0o HOMA-IR apresentou-se elevado (+190% vs F1-SC; P=0,02).

Ademais, o perfil lipidico do grupo F1-VitD também foi alterado, com valores elevados
de TG (+75% vs F1-SC; P<0,01). Contudo, a geracdo F2 foi menos afetada, pois ndo
apresentou diferencas semelhantes, tendo uma elevacdo apenas no CT (+34%; P<0,01)
quando comparada ao respectivo controle F2-SC. Em relacdo aos demais indices estudados,
ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos para HOMA-B, glicemia de jejum ou TGP
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Dados bioguimicos da prole nas geracdes F1 e F2 aos seis meses de idade

Parametros F1-SC F1-VitD F2-SC F2-VitD

Glicose (mmol/L) 7,1+0,27 9,3+0,35 7,4+0,39 8,4 +0,99

Insulina (pmol/L) 1954 +23,80 5106 + 118,181 2493 +5730 2553+ 14,36

HOMA-IR? 61,3+7,46  178,0+4549@ 86,4+ 23,10 96,1 + 14,10
HOMA-p? 1743 +28,46  231,4+8494  166,6+26,39  178,7 +43,89
CT (mg/dL) 77,4 £ 5,33 103,80 + 4,48 81,0 + 4,50 108,6 + 3,06["]
TG (mg/dL) 53,2 + 4,15 93,20 + 8,991 62,0 + 9,19 129,6 + 26,12
TGP® (UI/L) 42,8 5,10 56,2 + 3,76 45,0 £ 5,28 42,8 + 3,94

Legenda: CT, colesterol total; HOMA, do inglés homeostatic model assessment; TG, triglicerideo; TGP, alanina
transaminase. 'HOMA-IR = fasting glucose concentration (mmol/L) x fasting insulin concentration
(pmol/L)/22,5; 2HOMA-B = 20 x fasting plasma insulin (in p-units/ml)/fasting plasma glucose (in
mmol/L) — 3.5.

Nota: Valores sdo média + EPM e diferencas foram testadas com one-way ANOVA e pos-teste de Tukey

(P<0,05). Os simbolos [a] significam diferenca estatistica com F1-SC; [b] significam diferenca estatistica com

F2-SC.

4.5 Analise da urina de 24 horas

A andlise dos parametros urinarios mostrou que ndo houve diferenca entre os grupos
para ingestdo hidrica, consumo alimentar, volume urinario, &cido Urico ou proteindria.
Contudo, quando calculado a producdo de urina, corrigida pela MC, vimos que a prole F1-
VitD- teve uma reducdo de 60% (P<0,001) nessa producdo, quando comparada aos demais
grupos experimentais. Além disso, a restricdo materna em vitamina D na prole F1-VitD
causou elevacdo nos valores de uréia urinaria (+430%; PP<0,0001) e creatinina urinaria
(+175%; P<0,0001) quando comparada ao grupo F1-SC. Porém, a geracdo F2 mostrou
valores reduzidos para uréia urinaria (-70%; P<0,001) e creatinina urinaria (-60%; P<0,001),

quando comparada ao grupo F1-VitD (Tabela 6).
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Tabela 6 - Dados da analise da urina de 24 horas da prole nas geracdes F1 e F2 aos seis meses

de idade
Parametros F1-SC F1-VitD F2-SC F2-VitD
MC, g 53,1+2,2 64,2 £3,1 579+23 625+18
CA, g/dia 3520, 37£0,2 32£05 34+0.2
IH, g/100g MC/dia 16,3+ 1,0 14,4+ 1,6 152+1,1 133+13
Volume total, mL 29+0,2 1,5+0,6 2,7+0,3 2,1+0,7
Produgio de urina, 0,05+0,002  0,02%0,004®  004+0006 0,04 +0,004
mL/g MC
Uréia, mg/dL 36,5+ 3,8 194,7 + 23, 2[4 455+ 8,1 58,2 + 8,51
Creatinina, mg/dL 1,2+0,1 3,3+0,20 1,0+0,1 1,4 +0,1[cl
Acido drico, mg/dL 0,6+0,2 12406 05+0,1 09+03
Proteinria, g/L 0,43+0,1 055+0,1 0,40£0,1 0,44+0,1

Legenda: CA, consumo alimentar; IH, ingestao hidrica; MC, massa corporal.
Nota: Valores sdo média + EPM e diferencas foram testadas com one-way ANOVA e pos-teste de Tukey
(P<0,05). Os simbolos [a] significam diferenca estatistica com F1-SC; [b] significam diferenca estatistica
com F2-SC; [c] significam diferenca estatistica com F1-VitD.

4.6 Estereologia do rim

Os dados hiométricos e morfométricos do rim, ao nascimento, 10 dias ou seis meses,

sdo mostrados na tabela 7 e apresentados de acordo com as respectivas idades.
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Tabela 7 - Dados da analise do rim ao nascimento, aos 10 dias e aos seis meses de vida nas
geracOes F1 e F2

Parametros F1-SC F1-VitD F2-SC F2-VitD

0 dia

MR, mg 82+0,2 10,3 + 0,41 8,7+0,6 9,0+0,9
DG, pum 49,3+0,6 43,3+ 0,31 50,2 + 1,2 46,0 + 0,801
10 dias

MR, mg 47,4 +2,0 60,2 + 1,004 56,3+ 3,0 53,0+ 2,9
DG, um 87,2+0,6 81,0 + 0,61 87,3+13 82,8 +£ 0,7
6 meses

MR, mg 390.2+27.0 421.3+21.0@  403.9+3.8  414.8 % 2.9F"
DG, um 1025+ 1.9 93.3 + 1.46 103.0+ 1.6 98.0+2.2

Legenda: DG, diametro glomerular; MR, massa renal.

Nota: Valores sdo média + EPM e diferencas foram testadas com one-way ANOVA e pés-teste de Tukey
(P<0,05). Os simbolos [a] significam diferenca estatistica com F1-SC; [b] significam diferenca estatistica
com F2-SC; [c] significam diferenca estatistica com F1-VitD.

4.6.1 Nascimento

A massa renal (MR) foi 25% maior no grupo F1-VitD que no grupo F1-SC
(P<0,0001). Em contrapartida, o diametro glomerular (DG) mostrou-se menor tanto na F1 (-
12% vs F1-SC; P<0,05), quanto na F2 (-8% vs F2-SC; P<0,05). Este parece ter sido um
efeito intergeracional, pois nenhuma diferenca foi encontrada para MR ou DG entre os grupos
F1-VitD e F2-VitD (Tabela 7).

A estereologia do rim mostrou que os animais provenientes da linhagem de restricdo
de vitamina D apresentavam também maior nimero de glomérulos imaturos, comparados aos
animais provenientes de dieta padrdo (Figura 14). Tais efeitos foram mais expressivos na
geracdo F1 (+50%; P<0,0001), comparada a geracdo F2 (+20%; P<0,001). A Figura 15
ilustra essas diferencas, nas quais as fotomicrografias do rim em desenvolvimento, coradas
com HE, apresentam maior nimero de glomérulos imaturos (em S-shape ou comma-shape) na

regido do cortex renal.
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Figura 14 - Numero de glomérulos maduros (M) e imaturos (I) ao nascimento em ambas as

geracOes Fl e F2
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Legenda: Os valores sdo expressos em média £ EPM e foram testados com one-way ANOVA e pds-teste de
Tukey (P<0,05). O simbolo 7 ilustra diferenga estatistica com o respectivo grupo controle e o I ilustra

diferenga estatistica com F1-VitD.
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Figura 15 - Fotomicrografias do rim ao nascimento, corados com hematoxilina-eosina e em

mesmo aumento
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Legenda: (a) F1-SC, (b) F1-VitD, (c) F2-SC e (d) F2-VitD. Glomérulos em S-shape e comma-shape no cortex
(setas) e glomérulos vascularizados ao centro (setas abertas).
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4.6.2 Final da organogénese (10 dias)
Aos 10 dias de vida, a MR do grupo F1-VitD foi 27% maior que no grupo F1-SC

(P<0,009). No entanto, 0 DG permaneceu reduzido em comparagdo ao respectivo controle (-
7% vs F1-SC; P<0,05), enquanto na geracdo F2 houve redugdo de 5% (vs F2-SC; P<0,05)
(Tabela 7).

Normalmente, aos 10 dias de vida os glomérulos imaturos quase ndo estdo presentes,
uma vez que este periodo representa o fim da organogénese no camundongo. Porém, a
restricdo materna em vitamina D foi capaz de elevar em 150% (P<0,0001) o numero de
glomérulos imaturos nesta fase, na geracdo F1 (Figura 16). Em relacdo ao numero de
glomérulos maduros, estes foram 25% mais numerosos na F1 comparado ao respectivo
controle (F1-SC), e 20% menos numerosos quando comparados a geracdo F2 (vs F2-VitD;
P<0,001).

A Figura 17 ilustra as fotomicrografias do rim ao final da organogénese, coradas com
HE. Neste momento, os animais F1-VitD apresentam maior nimero de glomérulos imaturos



55

(em S-shape ou comma-shape) na regido do cortex renal comparado ao F1-SC. Além disso,
percebe-se, ainda, a presenca dessas estruturas na geracao F2.

Figura 16 - Numero de glomérulos maduros (M) e imaturos (I) aos 10 dias de vida em ambas
as geracOes Fl e F2
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Legenda: Os valores sdo expressos em média £+ EPM e foram testados com one-way ANOVA e pds-teste de
Tukey (P<0,05). O simbolo 7 ilustra diferenga estatistica com o respectivo grupo controle e o i ilustra
diferenga estatistica com F1-VitD.
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Figura 17 - Fotomicrografias do rim aos 10 dias de vida, corados com hematoxilina-eosina e

em mesmo aumento

Legenda: (a) F1-SC, (b) F1-VitD, (c) F2-SC e (d) F2-VitD. A grade teste enfatiza que o grupo F1-VitD apresenta
maior nimero de glomérulos.

4.6.3 Seis meses

Aos seis meses de vida, a MR variou entre 0s grupos em ambas as geracdes. Na geracédo
F1, a prole F1-VitD- teve um aumento de 7% na MR (P=0,0008), enquanto que a geracéo F2,
apresentou somente 3% de aumento comparada ao respectivo grupo controle (P=0,01). No
entanto, o DG foi diferente apenas na geracdo F1 que apresentou didmetros 9% menores que
seu respectivo controle (P=0,003). Nenhuma diferenca foi observada entre 0s grupos na
geragdo F2 (Tabela 7). A andlise pelo teste do two-way ANOVA mostrou que para o DG a
dieta contribuiu 40% (P=0,0008) para o total da variacdo, enquanto que nenhuma interacdo
foi observada na MR.

Em relacdo ao numero de glomérulos, a prole F1-VitD- continuou apresentando maior
numero de glomérulos que o controle de sua geracdo (+33%; P=0,004). De fato, a prole F2-
VitD, nesse momento nao apresentou diferencas significativas comparada ao respectivo grupo
controle, o que provocou uma reducdo de 17% no nimero de glomérulos quando comparada a
prole F1-VitD- (P=0,02) (Figura 18). Neste parametro, a dieta contribuiu com 35% do total de

variacdo (P=0,001), enquanto que a gerac¢do contribuiu com apenas 11% (P=0,04). Todavia,
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nenhuma interacdo entre dieta e geracdo foi observada. Além disso, o nimero de glomérulos
aos seis meses ndo foi diferente, comparado a0 mesmo grupo com 10 dias de vida

(glomérulos imaturos e maduros; Figura 16).

Figura 18 - Namero de glomérulos do rim aos seis meses de vida em ambas as geracdes F1 e
F2
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Legenda: Os valores sdo expressos em média £ EPM e foram testados com one-way ANOVA e pds-teste de
Tukey (P<0,05). O simbolo 7 ilustra diferenga estatistica com o respectivo grupo controle ¢ o § ilustra
diferenca estatistica com F1-VitD.

4.7 Estereologia do figado

A estereologia do figado mostrou que o grupo F1-SC apresentou uma estrutura
morfoldgica organizada, sem sinais significativos de esteatose. Ao contrario, o grupo F1-VitD
teve uma importante esteatose dispersa por todo o tecido, em macro e microvesiculas, com

aumento de quase 100% (P<0,001), comparado aos demais grupos (Figura 19).
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Figura 19 - Esteatose hepética [Densidade de volume (V)] aos seis meses de vida em ambas
as geracOes Fl e F2
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Legenda: a) esteatose hepatica. b-e) Fotomicrografias da estrutura hepatica corada com hematoxilina-eosina e
em mesmo aumento. Os valores sdo expressos em média + EPM e foram testados com one-way
ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05).

4.8 Morfometria do pancreas

A massa do pancreas aferida, no momento da eutanasia, ndo apresentou diferenca
entre 0s grupos, como apresentado anteriormente pela Tabela 4.

A prole F1-VitD apresentou um aumento de 40% no didmetro da ilhota pancreética,
comparada ao grupo F1-SC (P<0,003). Todavia, a alteracdo observada ndo foi transmitida
para a geragdo seguinte, uma vez que a prole F2-VitD (-25% vs F1-VitD; P=0,001) mostrou-
se semelhante ao respectivo controle (Figura 20). Tais dados corroboram com os valores de
TOTG e HOMA-IR, predizendo um quadro de resisténcia a insulina.
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Figura 20 - Diametro da ilhota pancreética aos seis meses de vida em ambas as geracdes F1 e

Diametro da llhota (um)

F1

SC

Legenda: a) Didmetro da ilhota pancredtica. b-e) Fotomicrografias da ilhota pancreatica corada com
hematoxilina-eosina e em mesmo aumento. Os valores sdo expressos em media + EPM e foram
testados com one-way ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05).

4.9 Western blotting

Os resultados para expressdo de proteinas, pelo Western blotting, sdo expressos em
percentual de acordo com o respectivo grupo SC, sendo este considerado 100%. Além disso,
todos os dados foram normalizados para a expressao da proteina beta-actina (p-actina), tendo
as suas expressdes apresentadas inferiormente as expressdes das proteinas de estudo. Vale

ressaltar que os valores de B-actina ndo diferiram entre os grupos (dado nao apresentado).

4.9.1 Rim

O tecido renal foi avaliado em diferentes idades para a expressdo de algumas proteinas
importantes no desenvolvimento ou funcgéo renal. Sao elas: renina, receptor AT1, podocina e
WT1, que seréo apresentadas, nessa mesma ordem, abaixo.

O SRA foi avaliado pelas proteinas renina e receptor do AT1 (AT1r) e é mostrado nas
figuras 21 e 22. Em relacdo & expressdo da renina, aos seis meses de vida, foi
significativamente maior que ao desmame, em ambas as geracdes provenientes de méaes
restritas em vitamina D (P=0,0003). Ao desmame, a expressdo de renina ndo foi diferente

entre os grupos SC e VitD-, em ambas geragOes. A expressdo de AT1r aos seis meses de idade
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foi significativamente maior que ao desmame, somente na prole F1-VitD- (P=0,0007) e
somente nesse grupo a expressdo foi maior que o grupo SC (P<0,02). Contudo, ndo houve
diferenca entre as geracdes nos grupos F1-VitD- e F2-VitD- ou F1-SC e F2-SC.

Figura 21 - Analise da expressdo de renina pelo Western blotting no tecido renal ao desmame
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Legenda: A média foi calculada e cada grupo foi corrigido para a expressdo da proteina beta-actina. Os
resultados sdo expressos em percentual ao respectivo controle, em média + EPM e foram testados com
one-way ANOVA e pls-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo T ilustra diferenga estatistica com o
respectivo grupo controle e o § ilustra diferenga estatistica com a F1.

O WT1 é uma proteina importante para o desenvolvimento do glomérulo e desta forma,
foi avaliada somente ao nascimento (Figura 24). Nessa idade, ndo encontramos diferencas

entre os grupos (P>0,05; two-way ANOVA).
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Figura 22 - Andlise da expressao do receptor AT1 pelo Western blotting no tecido renal ao

desmame e aos seis meses de vida
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Legenda: A média foi calculada e cada grupo foi corrigido para a expressdo da proteina beta-actina. Os
resultados sdo expressos em percentual ao respectivo controle, em média + EPM e foram testados com
one-way ANOVA e p0s-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo  ilustra diferenga estatistica com o
respectivo grupo controle e o § ilustra diferenca estatistica com a F1.

A Figura 23 mostra a expressdo da proteina podocina. A prole F1-VitD apresentou,
persistentemente, uma menor expressao de podocina ao desmame (-45%; P=0,0004) e (-70%;
P=0,0004) aos seis meses de vida. Porém, a restri¢cdo de vitamina D ndo mostrou alteracdo na
geracdo F2. Além disso, a expressao foi diferente entre os grupos F1-VitD- e F2-VitD- ao

desmame (P=0,02) e aos seis meses (P=0,004).
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Figura 23 - Anélise da expressdo de podocina pelo Western blotting no tecido renal ao

desmame e aos seis meses de vida
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Legenda: A média foi calculada e cada grupo foi corrigido para a expressdo da proteina beta-actina. Os
resultados sdo expressos em percentual ao respectivo controle, em média + EPM e foram testados com
one-way ANOVA e pls-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo  ilustra diferenga estatistica com o
respectivo grupo controle e o } ilustra diferenca estatistica com a F1.

Figura 24 - Anélise da expressdo de WT1 pelo Western blotting no tecido renal ao nascimento
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Legenda: A média foi calculada e cada grupo foi corrigido para a expressdo da proteina beta-actina. Os
resultados sdo expressos em percentual ao respectivo controle, em média + EPM e foram testados com
two-way ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo 7 ilustra diferenca estatistica com o
respectivo grupo controle e o § ilustra diferenca estatistica com a F1.
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4.9.2 Figado
A expressdo das proteinas envolvidas na lipogénese hepética, SREBP-1c e FAS, foram

analisadas. Aos seis meses de vida, os animais F1-VitD apresentaram ndo sO esteatose
hepatica, como este resultado veio acompanhado de maior expressdo de FAS (+18%;
P=0,006), comparados aos demais grupos (Figura 25). Ademais, a expressédo de SREBP-1c
foi reduzida no grupo F2-VitD (-15%; P=0,016) em relacdo ao grupo F1-VitD (Figura 26).

Dado esse que corrobora com o resultado estereoldgico, apresentado anteriormente.

Figura 25 - Andlise da expressdo do FAS pelo Western blotting no tecido hepatico aos seis

meses de vida
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Legenda: A média foi calculada e cada grupo foi corrigido para a expressdo da proteina beta-actina. Os
resultados sdo expressos em percentual ao respectivo controle, em média + EPM e foram testados com
one-way ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo 1 ilustra diferenga estatistica com o
respectivo grupo controle e o } ilustra diferenga estatistica com a F1.
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Figura 26 - Analise da expressdo da SREBP-1c pelo Western blotting no tecido hepatico aos

seis meses de vida

125p0

100

50

25

(corrigida pela R-actina, % do respectivo controle)

Expressao da SREBP-1c hepatica

0

sC F1-VitD- sC F2-VitD-
B-actina
- § .

Legenda: A média foi calculada e cada grupo foi corrigido para a expressdo da proteina beta-actina. Os
resultados sdo expressos em percentual ao respectivo controle, em média + EPM e foram testados com
one-way ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05). O simbolo  ilustra diferenga estatistica com o
respectivo grupo controle e o § ilustra diferenca estatistica com a F1.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, a deficiéncia materna de vitamina D em camundongos causou
alteracdes significativas na prole sobre: (1) incremento da massa corporal nas duas geracoes,
com aumento da adiposidade; (I1) elevacdo da presséo arterial principalmente na geragéo F1;
(1) resisténcia a insulina somente na geracdo F1, acompanhada de hipertrofia da ilhota
pancreatica e esteatose hepatica; (IV) aumento na expressdo das proteinas lipogénicas
hepéticas na geracdo F1; (V) alteracdo da morfologia e desenvolvimento renal na prole, em
ambas as geragdes e (V1) alteracdo na expresséo das proteinas do SRA no rim, assim como da
proteina podocina.

A deficiéncia de micronutrientes durante o desenvolvimento, como por exemplo, a
deficiéncia materna de vitamina D, pode ser considerada importante, uma vez que ha relatos
de deficiéncia materna por consumo excessivo de alimentos do tipo “junk food”. Além disso,
a insuficiéncia de vitamina D ainda ndo é totalmente reconhecida e tratada, e estudos recentes
mostram que aproximadamente 12% das gestantes da Europa apresentam niveis de
insuficiéncia de vitamina D (Cavalier et al., 2008).

A vitamina D é normalmente estocada no figado e tecido adiposo e com seis semanas
de restricdo, os niveis de vitamina D sdo extremamente reduzidos, sem alteracGes de célcio ou
fosforo, em roedores (Eyles et al., 2003). Ademais, estudos prévios com roedores mostram
que a restricdo de vitamina D por esse periodo assegura a deficiéncia de vitamina D durante a
gestacdo (Maka et al., 2008; Cui et al., 2010).

E importante colocar também, que a deficiéncia de vitamina D em humanos, durante o
terceiro trimestre da gestacdo, estd relacionada com o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, diabetes e obesidade na prole (Pasco et al., 2008). Tais relacdes poderiam
ser associadas aos potentes efeitos da vitamina D sobre a adiposidade (Guzey et al., 2004;
Venti et al., 2005). E recorrente que a restricio materna de vitamina D pode levar a
adiposidade na prole (Bispham et al., 2005), embora 0s mecanismos ndo sejam totalmente
elucidados (Pasco et al., 2008).

Contudo, a ingestdo inadequada de calcio tem sido associada a obesidade, uma vez
que o célcio parece influenciar a apoptose dos adipdcitos. Assim, ha uma importante hipotese
que coloca a vitamina D como indutor na apoptose de adipdcitos maduros via ativacdo da
cascata Ca?*/calpaina/caspase (Sergeev, 2009). Apesar disso, esse mecanismo necessita de

novos estudos. No nosso estudo, a avaliacdo da adiposidade ou génese dos adipdcitos ndo foi
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o0 foco de estudo e seria especulativo afirmar que os efeitos encontrados ocorrem pela
inativacdo da via exemplificada acima. Porém, nosso estudo abre novas possibilidades para
outros experimentos.

E bem discutido na literatura, que o excesso da massa corporal é capaz de alterar o
metabolismo, principalmente das lipoproteinas, insulina e glicose (Franssen et al., 2011;
Hecker et al., 2011). Ademais, a desregulacdo na distribuicdo da massa corporal, como o
aumento do percentual de gordura corporal, € um importante determinador no
desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Poljicanin et al., 2011). Por exemplo, em humanos a
gordura visceral € mais metabolicamente ativa e altera a producédo de citocinas inflamatorias,
que pode desempenhar efeito no metabolismo hepatico de lipidios e carboidratos (Phillips e
Prins, 2008). No entanto, em camundongos, o tecido adiposo considerado mais
metabolicamente ativo é o epididimario, que é mais sensivel a captacdo de glicose (Virtanen
et al., 2005). No presente trabalho, a restricdo materna de vitamina D causou ndo somente um
aumento na massa corporal, mas também, aumento na gordura epididiméria. Além disso,
esses efeitos parecem estar associados com a secrecao de insulina e 0 HOMA-IR, mesmo sem
alteracdo na glicemia plasmatica, na geracdo F1.

Estudos prévios mostram que a resisténcia a insulina apresenta uma relacdo préxima
com a morfologia da ilhota pancreatica (Nascimento et al., 2010; Souza-Mello et al., 2011). E
relevante notar que, apesar da elevada massa corporal e massa adiposa na geracdo F2, este
grupo ndo apresentou resisténcia a insulina. Porém, a restricdo materna de vitamina D causou
resisténcia a insulina com hipertrofia da ilhota pancreatica na geracdo F1. Um mecanismo
possivel é que a resisténcia a insulina pode aumentar a massa de célula beta pela hipertrofia
ou hiperplasia compensatéria (Rafacho et al., 2008; Frantz et al., 2011).

A resisténcia a insulina tem uma importante associacdo com a obesidade e com a
doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA), que é diretamente relacionada com a
esteatose hepatica, e ocorre quando a gordura € depositada no figado, sem o uso excessivo de
alcool (Tailleux et al., 2011). Dados recentes na literatura indicam que a DHGNA pode levar
ao desenvolvimento da esteatohepatite ndo-alcodlica e deve ser considerada como a
manifestacdo hepética da sindrome da resisténcia a insulina (Aguila et al., 2010).

Todavia, diversas alteragdes moleculares e fisiologicas ocorrem na génese da esteatose
hepatica via resisténcia a insulina. A principal explicacdo é a associacdo do aumento dos
acidos graxos livres (AGL) dos adipdcitos para o figado (Smith e Adams, 2011). Além disso,
a sintese de novo de AG no figado é mediada pela transcri¢cdo da proteina SREBP-1c, que é

uma das isoformas da SREBP-1. No nucleo, a SREBP-1c ativa todos 0s genes necessarios
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para a lipogénese (Cortes et al., 2009). Um importante resultado do nosso trabalho foi que a
prole restrita em vitamina D na geracdo F1, comparada aos demais grupos, ndo apresentou
somente aumento do HOMA-IR, mas também esteatose hepatica, associada com alta
expressao de FAS, que também é uma proteina importante na estimulacao da lipogénese via
SREBP-1. Por outro lado, a prole restrita na geracdo F2, ndo apresentou esteatose hepética e
consequentemente teve menor expressdo de SREBP-1c comparada a geracéo F1.

A vitamina D é associada com metabdlicos ativos, que compreendem o fluxo de AGL
para o figado. No entanto, a deficiéncia de vitamina D pode levar ao depdsito de AG no
figado. Nesse sentido, a vitamina D regula diretamente o metabolismo dos AGL pelo PPAR-
gama, in vitro (Frederico et al., 2011). Como consequéncia, pacientes com doenca hepatica
podem apresentar baixos niveis de vitamina D (Barchetta et al., 2011). No presente estudo, a
restricdo de vitamina D ocorreu somente no periodo do desenvolvimento e, como
demonstrado, levou a diversas alteracfes metabolicas tanto no figado quanto no pancreas.
Assim, o papel da vitamina D materna no desenvolvimento da obesidade, resisténcia a
insulina e consequentemente, esteatose hepatica é realmente de grande interesse e merece
outras investigacoes.

Outro achado interessante do nosso estudo esta relacionado as alteracdes bioquimicas
em associacdo ao incremento da massa corporal. Em humanos, a dislipidemia é normalmente
associada com a obesidade e sindrome metabdlica , assim como, as doengas coronarianas
(Malham et al., 2011). Porém, o camundongo ndo é o melhor modelo para estudo das
dislipidemias, uma vez que o0s niveis das lipoproteinas estdo elevados nesse modelo
(Nascimento et al., 2010). No nosso estudo, a prole restrita em vitamina D na geracdo F1 teve
0 TG elevado, quando comparada ao respectivo grupo controle. Em contrapartida, a prole F2
teve elevacdo somente no CT. Assim, como mencionado anteriormente, a resisténcia central a
insulina pode ser um fator contribuinte na hipertrigliceridemia (Franssen et al., 2011) e esta
poderia ser uma possivel explicagdo para a geracdo F2 néo ter apresentado alteracdes do TG,
uma vez que ndo houve resisténcia a insulina nessa geracao.

Por outro lado, em ratos, tem sido observado que a deficiéncia materna em vitamina D
leva ao aumento significativo do nimero de glomérulos, que é um efeito Unico e importante
da restricdo de vitamina D durante o desenvolvimento (Maka et al., 2008). Para entender esse
resultado, é necessario enfatizar que, nos roedores, ao contrario dos humanos, a nefrogénese
continua apds o nascimento até os primeiros dez dias da vida pos-natal e esse periodo é
comparavel ao terceiro trimestre gestacional dos humanos (Almeida e Mandarim-de-Lacerda,

2005). Alguns modelos experimentais demonstram que o bloqueio do SRA durante o
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desenvolvimento causa mudancgas na vascularizagdo glomerular e que isso afeta a maturidade
normal do rim. Contudo, a cascata do SRA durante o desenvolvimento renal ainda néo é
completamente compreendida (Machura et al., 2009; Gubler e Antignac, 2010).

Pesquisas sugerem que a vitamina D desempenha um importante papel na
diferenciacdo e maturacdo durante a proliferacdo celular (Dusso et al., 2005) e pode ser
considerada como regulador negativo da expressao do gene renina no rim (Maka et al., 2008).
No presente estudo as expressdes das proteinas do SRA ndo foram analisadas na fase de
desenvolvimento, mas a expressdo de renina foi significativamente maior aos seis meses de
idade em ambas as geragcdes F1 e F2, e a expressdo do AT1r foi maior na geracdo F1,
comparada ao grupo controle.

Vale ressaltar que a nefrogénese é iniciada e mantida devido a uma série de moléculas
regulatérias. O WTL, por exemplo, é expresso no blastema metanéfrico e provavelmente
desempenha um importante papel na diferenciacdo dos poddcitos (Burrow, 2000; Ren et al.,
2010). No atual trabalho, nenhuma reducéo significativa foi vista na expressdo do WT1 no
rim ao nascimento na geracdo F1, ao contrario do que é observado em outros animais, como
os knock-out (Pulkkinen et al., 2008). No entanto, a prole F1 apesar de ndo apresentar reducéo
na expressdo do WTL1 teve alteracdo na relacdo de glomérulos maduros e imaturos, ao
nascimento, e a maturacdo glomerular foi entendida.

A deficiéncia materna de vitamina D pode contribuir também para o aumento no
nimero de glomérulos, produzindo, como consequéncia, glomérulos menores quando
comparados aos animais de prole ndo restrita. Alias, isso pode ser uma possivel explicacdo
para a elevagdo da pressdo arterial observada na prole restrita na geracdo F1 e a forte
tendéncia da elevacdo da pressdo arterial na geragdo F2. Todavia, estudos anteriores
documentaram uma correlacdo negativa entre o nimero de glomérulos e a pressao arterial em
humanos (Keller et al., 2003) e em roedores (Almeida e Mandarim-de-Lacerda, 2005; Villar-
Martini et al., 2009).

Glomérulos menores sdo menos eficientes e podem causar uma hiperfiltracdo, que
pode alterar a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e até mesmo causar insuficiéncia renal
precoce (Hostetter et al., 2001). Isso é consistente com as altas expressdes de renina e AT1r
observadas no presente estudo. Além disso, a ativacdo do SRA pode desempenhar um
importante papel no desenvolvimento dos mecanismos que levam ao dano renal (Candido et
al., 2005). Apds o dano renal a doenca renal crénica progride em um ciclo que passa pela

perda de néfrons danificados até a perda de néfrons saudaveis (Candido et al., 2005).
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A proteina podocina faz parte do citoesqueleto dos poddcitos, formando a fenda de
filtracdo. Assim, mudangas no citoesqueleto dos poddcitos podem levar a problemas na TFG
(Kreidberg, 2003) e podem também associar-se com a funcdo renal. Em contrapartida, a
proteina nefrina é expressada tardiamente no processo de diferenciacdo glomerular. Além
disso, essa proteina é dispensavel para a sobrevivéncia celular e possui um pequeno impacto
na regulacdo génica durante o desenvolvimento (Done et al., 2008). Desta forma, em nosso
estudo, priorizamos a avaliacdo da proteina podocina, pois embora os animais mais velhos
ndo tenham apresentado proteindria significativa, a deficiéncia materna em vitamina D alterou
a expressao de podocina na prole F1 restrita, do desmame até os seis meses de idade, mas sem
alterar a geracéo F2.

A questdo de como a programacdo durante o desenvolvimento passa as geracOes
subsequentes merece atencdo. A restricdo materna intensa em proteinas, por exemplo, leva a
doencgas cronicas na vida adulta e afeta ambas as geracdes F1 e F2 (Zambrano et al., 2005;
Pinheiro et al., 2008), alcancando as vezes a geracdo F3 (Frantz et al., 2011). Uma explicacdo
parcial parece estar relacionada com a metilacdo do DNA da prole (Attig et al., 2010). Os
mecanismos envolvidos na alteracdo da metilacdo do DNA e da expressdo do RNA séo
potenciais candidatos para explicar os efeitos transgeracionais observados (Waterland et al.,
2009).

E importante apresentar que este estudo possui algumas limitagdes. O principal
objetivo foi investigar o desenvolvimento e a estrutura renal ao nascimento, 10 dias e vida
adulta de animais provenientes da prole de maes restritas em vitamina D, sobre o nimero de
glomérulos, expressdo de proteinas do SRA, assim como marcadores do desenvolvimento,
tais como a podocina. No entanto, nés procuramos por outras variaveis, como massa corporal,
pressdo arterial e pardmetros bioquimicos e urinarios. De fato, este estudo ndo foi desenhado
para investigar a funcdo renal ou consequéncias metabdlicas, mas sim para tentar responder
quando ocorre alteraces glomerulares ou a presenca de efeitos transgeracionais. Certamente,
outros estudos se fazem necessarios, principalmente embasados na funcdo renal (incluindo a
TFG). Além do mais, a literatura apresenta algumas correlac6es entre deficiéncia de vitamina
D e desenvolvimento de tecido adiposo, e para esclarecer tais questdes, outros estudos podem

avaliar este mecanismo, assim como seus efeitos transgeracionais.
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CONCLUSAO

Em concluséo, estes resultados demonstram novas informaces sobre a relacdo entre a
deficiéncia materna de vitamina D e a ocorréncia de alteragdes na prole. A deficiéncia
materna de vitamina D é acompanhada de alteracBes metabodlicas e estruturais no figado,
pancreas e adiposidade, principalmente na geracdo F1. Além disso, alteragdes renais no
desenvolvimento, maturacdo glomerular e prolongamento da nefrogénese, sdo evidenciadas
em ambas as geracOes. Porém, as alteracfes na expressdo de proteinas como podocina, renina

e AT1r sdo mais pronunciadas na geragao F1.
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