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RESUMO

Diabetes mellitus gestacional (DMG) aumenta o risco de complicagdes obstétricas,
morbidade e mortalidade infantil. Os recém-nascidos podem apresentar macrossomia e,
a longo prazo, alteraces metabolicas. Além da insulina e de drogas hipoglicemiantes, os
a terapia nutricional controlada também tem sido recomendada como tratamento para os
portadores de diabete. Entretanto, o efeito da suplementagdo com vitaminas e minerais
durante a gestacao diabética ndo esta bem descrito. Sendo assim, pretendemos analisar 0s
efeitos da administracio da vitamina D e de calcio (Ca®*) de forma associada (mistura) e
isolada durante a prenhez de ratas com diabete. Para isso, ratas recém-nascidas receberam
a droga beta-citotdxica (streptozotocin) para inducdo do diabete no dia do nascimento.
Na vida adulta, essas ratas foram acasaladas e tratadas com vitamina D e/ou Ca?* duas
vezes por dia desde a confirmacdo da prenhez (dia 0) até o 20° dia de prenhez. No 17°
dia, as ratas prenhes foram submetidas ao teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e, ao
final da prenhez, foram anestesiadas e mortas para coleta de amostras de sangue e de
figado para avaliacéo do estado redox. Além disso, foi realizada a exposi¢do dos cornos
uterinos visando analisar o desempenho reprodutivo materno e o desenvolvimento
embriofetal. As ratas diabéticas tratadas com a mistura apresentaram reducéo dos niveis
glicémicos nos tempos do TOTG, diminuicdo da concentracdo de espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) e aumento nas porcentagens de recém-nascidos
classificados como adequados para a idade de prenhez (AIP). Apés andlise de cada
componente, testados isoladamente, foi verificado que a vitamina D também diminuiu os
niveis glicémicos no TOTG e TBARS, melhorou o desempenho reprodutivo materno e
aumentou a taxa de fetos AIP. Entretanto, apds o tratamento com Ca?*, as ratas diabéticas
ndo tiveram efeitos benéficos. A comparacgdo entre o tratamento isolado com vitamina D
e a mistura mostrou melhores resultados no controle glicémico nas ratas diabéticas
tratadas com a vitamina D isolada. Sendo assim, nossos resultados indicam um potencial
efeito benéfico do uso da vitamina D em relacdo a hiperglicemia, estresse oxidativo e
repercussdes maternas e fetais, a fim de auxiliar o tratamento do diabete durante a

gestacéo.

Palavras-chave: diabete, ratas, prenhez, vitamina D, célcio, estresse oxidativo.
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DESTAQUES

e A vitamina D melhorou a tolerancia a glicose e reduziu a lipoperoxidacdo em ratas

diabéticas.
e A vitamina D diminuiu as taxas de perdas embrionarias e fetais em ratas diabéticas.

e O Ca?"isolado ou associado & vitamina D prejudicou a performance reprodutiva materna de

ratas saudaveis.

¢ A vitamina D foi a responsavel pelos resultados benéficos observados no organismo materno

e no crescimento fetal.
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INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é considerado um grupo heterogéneo de distdrbios metabolicos
caracterizado por hiperglicemia, resultante da deficiéncia na sintese e/ou secrecao de insulina
pelas células beta (B)-pancreaticas, resisténcia a acdo da insulina ou ambos. DM pode ser
classificado como: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e Diabetes
mellitus gestacional (DMG) [1]. DM afeta cerca de 400 milhdes de pessoas (7% da populacdo
mundial), dos quais 70% vivem em paises com renda baixa e média [2,3].

Além da insulina e das drogas hipoglicemiantes empregadas como terapias
farmacoldgicas para o tratamento do diabete, a nutri¢do controlada também é recomendada para
pacientes diabéticos [4]. Entretanto, o efeito da suplementacdo com determinadas vitaminas e
minerais durante a gravidez complicada pelo DMG ainda esta sob investigacdo. A vitamina D
¢ obtida principalmente pela exposicdo da pele a radiacao solar ultravioleta B (UVB), o 7-
deidrocolesterol (7-DHC), molécula derivada do colesterol localizada has membranas celulares
de camadas profundas da epiderme é convertido em colecalciferol (vitamina D3). Ha
evidéncias de que o célcio (Ca?") e a vitamina D podem apresentar excelentes efeitos positivos
no metabolismo da glicose e no controle metabdlico durante a gestacdo [5-7] por estarem
envolvidos no processo de secre¢do de insulina, o qual envolve a agéo direta nas células  do
pancreas [8,9] e por apresentar papel protetor frente a condi¢do de estresse oxidativo [10,11].
Entretanto, a deficiéncia desses micronutrientes pode alterar a fungéo secretoria das células -
pancreaticas, prejudicando a acao da insulina [12]. Essa deficiéncia também esta relacionada a
diminuicdo da fertilidade [13], piora do crescimento fetal e riscos aumentados do surgimento
de DMG [14]. Esses prejuizos a saude se correlacionam com os niveis baixos de vitamina D
encontrados em pacientes com DMG [15].

Tendo em vista que a literatura aponta que 0s mecanismos epigenéticos, fatores
nutricionais e estilo de vida sedentario afetam os riscos de complicacfes diabéticas de maneira
diferente para os sexos masculino e feminino [16], ha necessidade de mais pesquisas sobre 0s
mecanismaos fisiopatoldgicos do DM e as diferentes respostas existentes entre machos e fémeas,
contribuindo para um tratamento mais personalizado de forma sexo-especifico. Devido a
questdes éticas envolvendo estudos em humanos, procedimentos invasivos e diversas variaveis
ndo controlaveis que alteram o ambiente intrauterino durante a investigagdo [17], modelos
animais sao utilizados para identificar os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na sindrome
diabética durante a prenhez e em sua prole. A fim de desenvolver modelos com animais de

laboratério para simular a condigéo diabética, diferentes metodologias sdo empregadas, dentre
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elas 0 uso de agentes B-citotdxicos (aloxana e streptozotocin) [18]. Visando reproduzir as
glicemias do DM2 e/ou DMG humanos, modelos experimentais de diabete s&o desenvolvidos.
Para isso, existem estudos que utilizam diferentes doses do agente B-citotoxico, vias de
administracdo e periodos de vida do animal [19-24]. Em nosso laboratorio, para esta inducéo,
as ratas recebem a dose de 100 miligramas (mg) de streptozotocin por quilograma (kg) de peso
corpdreo, a qual é administrada no primeiro dia de vida dos animais [25-29]. Na vida adulta,
ao final da prenhez, essas ratas apresentam intolerancia a glicose, estresse oxidativo [26,27],
numero reduzido de fetos vivos, aumento nas taxas de perdas embrionarias e reducao na area
de trocas materno-fetais na placenta [29].

Desta forma, frente ao exposto, a hipotese deste estudo é que a mistura de vitamina D
e de Ca?" contribuira para reduzir as complicagdes maternas advindas do diabete, melhorando
as repercussdes materno-fetais. Além disso, ao testarmos os componentes da mistura de forma
isolada, hipotetizamos que o tratamento materno com vitamina D apresentard resultados
benéficos de forma mais significativa que o de Ca®" tanto para 0 organismo materno quanto
para o crescimento fetal. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o tratamento com a
mistura de vitamina D (colecalciferol) e/ou Ca?* influencia na tolerancia a glicose, peroxidacio
lipidica e no desempenho reprodutivo materno de ratas com diabete, além do crescimento fetal
dessa prole. Foi analisado também de forma individualizada qual o constituinte da mistura
apresenta maior beneficio, visando compreender melhor os mecanismos envolvidos nesses

resultados positivos.
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MATERIAIS E METODO

1. Animais e Materiais utilizados

1.1 Obtencéo das ratas

Ratos (machos e fémeas) da linhagem Sprague Dawley foram mantidos no biotério do
Laboratdrio de Pesquisa Experimental em Ginecologia e Obstetricia (LAPGO) sob condigdes
controladas de temperatura (22+2°C), umidade (50+10%) e ciclo claro/escuro (12 horas). Agua
e racdo (Purina®, Brasil) foram oferecidas ad libitum. Ratas adultas ndo diabéticas foram
acasaladas com machos ndo diabéticos para obtencdo de recém-nascidos do sexo feminino, que
foram distribuidos para composic¢do dos grupos experimentais diabético e ndo-diabético. Todos
0s procedimentos experimentais aplicados nesse projeto foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, sob os
numeros de Protocolos 1158/2015 e 1205/2017 (Anexos 1 e 2).

1.2 Reagentes quimicos utilizados

Todas as solucdes foram preparadas usando escala analitica e com vidraria apropriada.
Agua purificada foi obtida do ultrapurificador da marca GEHAKA® Master System.
Colecalciferol (pureza >98%), Glicerol fosfato de célcio hidratado (pureza >96%), t-butil
hidroperdxido (70% solucdo aquosa), cloreto de célcio (CaCl2 - A.C.S.), 5,5-ditiobis (2-nitro-
acido benzoico) (DTNB — pureza >98%), acido etilenediamino-tetraacético (EDTA - pureza
>09%), glutationa redutase (GSH-Rd_100-300 unidades/mg proteina), L-glutationa reduzida
(GSH — pureza 98%), perdxido de hidrogénio (H20. - A.C.S.), cloreto de magnésio (MgCl -
A.C.S.), 2-mercaptoetanol (pureza >99%), B-nicotinamida adenina dinucleotideo 2'-fosfato
reduzida (NADPH — pureza >93%), peroxidase (HRP) (25.000 unidades), vermelho de fenol,
tampdo fosfato (PBS — 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCI, pH 7,4); cianeto de potassio (pureza
>97%), ferricianeto de potéassio (pureza >99%), hidroxido de s6dio (NaOH - pureza >97%),
fosfato de sdédio monobasico monohidratado (NaH2PO4.H20 A.C.S.), acido sulfossalicilico
(pureza >95%), acido tiobarbitarico (TBA - pureza >98%) e TRIS-Ultrapura TM (pureza
>99.9%) foram adquiridas da Sigma-Aldrich®. Fosfafo de calcio tribasico (FCC), &cido
hidrocloridrico (HCI — A.C.S.) e acido pirogalico (pureza >99.9%) foram adquiridos da Synth®.
Alcool etilico (A.C.S.), fosfato de potéssio trihidratado (K2HPO4 - pureza >99%) e bicarbonato
de sddio (NaHCO3 - pureza >99.5%) foram adquiridos da Merck®. D-glicose anidra (dextrose
- A.C.S)), cloreto de potassio (KCI - A.C.S.) e cloreto de sédio (NaCl - A.C.S.) foram adquiridos
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da Vetec®. Fosfato de potassio (KH2PO4 - A.C.S.) e fosfato de sodio (NazHPO4 - A.C.S.) foram
adquiridos da Dinamica®. Tiopental sddico (Thiopentax®) foi adquirido da Cristalia®.

2. Periodo de diabetogénese - Inducao do diabete

Para inducédo do diabete, ratas recém-nascidas receberam tampéo citrato (grupo nao-
diabético) ou streptozotocin (STZ - SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO, USA) diluido
em tampdo citrato (0,1 M; pH 4,5) na dose de 100 mg/kg no dia do nascimento por via
subcutanea (grupo diabético) (Figura 1). Cinco dias ap6s a inducdo do diabete, a glicemia foi
mensurada em glicosimetro convencional (One Touch Ultra— Johnson & Johnson®). O critério
de inclusdo para as fémeas que receberam tampao citrato foi glicemia < 120 mg/dL e, para
incluséo no grupo de diabete moderado, foi considerada glicemia > 400 mg/dL para as fémeas
que receberam STZ [30].

3. Periodo de acasalamento

Aos 100 dias de vida, as ratas dos dois grupos experimentais foram submetidas ao
acasalamento com duracdo maxima de 15 dias, que caracteriza pelo menos trés ciclos estrais
(Figura 1). No final da tarde, cada quatro ratas fémeas e um macho ndo-diabético foram
colocados juntos em gaiolas de polietileno até a obtencdo do nimero de réplicas para cada
grupo. Na manha subsequente, os machos foram retirados e os esfregagos vaginais das ratas
foram coletados para analise morfoldgica. O fator indicativo de prenhez foi a presenca de

espermatozoides e este foi considerado dia 0 de prenhez [31].

4. Grupos Experimentais

Apos a confirmacdo do diagnostico positivo de prenhez, as ratas foram colocadas em
gaiolas individuais para o tratamento com vitamina D e com uma composi¢cdo quelada de
fosfato/glicerofosfato de Ca?* de forma conjunta (mistura) na prenhez de ratas com relagio a
tolerdncia a glicose, lipoperoxidagdo materna, pardmetros reprodutivos maternos e ao
crescimento fetal. Para isso, as ratas foram distribuidas em 4 grupos experimentais (n= 10
animais/grupo):

- Grupo Né&o-diabético controle (ND)- ratas ndo-diabéticas que receberam o veiculo

(&gua filtrada)
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- Grupo N&o-diabético + mistura (NDMix)- ratas ndo-diabéticas que receberam 500
UL da mistura contendo 15 mg/mL de fosfato de Ca?* tribasico, 16 mg/mL de glicofosfato
de Ca?*; 0,025 mg/mL colecalciferol e 0,05 mg de fluoreto de sodio

- Grupo Diabético controle (Dmod)- ratas diabéticas que receberam agua filtrada

- Grupo Diabético + Mistura (DmodMix)- ratas diabéticas que receberam 500 uL da
mistura contendo 15 mg/mL de fosfato de Ca?* tribasico, 16 mg/mL de glicofosfato de
Ca2*; 0,025 mg/mL colecalciferol e 0,05 mg de fluoreto de sédio.

No 17° dia de prenhez (mimetiza o periodo de 24? a 28? semana da gestacdo humana),
as ratas passaram por jejum noturno e, em seguida, foram submetidas ao Teste Oral de
Tolerancia Oral & Glicose (TOTG) para verificar a influéncia do tratamento na tolerancia a
glicose das ratas. Ao final da prenhez (21° dia), as ratas foram anestesiadas com tiopental s6dico
(Thiopentax®) para obtencao de amostras de sangue para dosagem de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) para avaliagdo do efeito do tratamento na lipoperoxidacdo, decorrente
do estresse oxidativo causado pelo diabete. Para analisar se o tratamento com os micronutrientes
influenciou na reproducdo materna e no desenvolvimento embriofetal, foram retirados 0s
oVarios e 0s cornos uterinos das ratas ja anestesiadas para contagem de parametros reprodutivos
maternos a fim de se calcular as porcentagens de perdas pré e pos-implantacdo de embriGes.
Além disso, cada feto vivo foi retirado e pesado para classificacdo de seus pesos corporeos em

relacdo ao tempo de prenhez.

Apos avaliagdo dos efeitos da mistura, foram analisados os efeitos de cada constituinte
principal da mistura (vitamina D ou Ca?*) na prenhez de ratas. Para isso, foram constituidos

outros grupos experimentais, que foram distribuidos da seguinte forma (n= 10 animais/grupo):

- Grupo Nao-diabético controle (ND)- ratas ndo-diabéticas que receberam o veiculo
(4gua filtrada - usado para o preparo de fosfato/glicerofosfato de Ca?")

- Grupo Nao-diabético propilenoglicol (NDProp)- ratas ndo-diabéticas que receberam
o veiculo (propilenoglicol - usado para o preparo da vitamina D)

- Grupo Nao-diabético + Vit D (NDVitD)- ratas ndo-diabéticas que receberam 500 puL
(0,5 mL)/dia de vitamina D na concentracédo de 0,025 mg/mL

- Grupo N&o-diabético + Ca?* (NDCa?") — ratas ndo-diabéticas que receberam 0,5
mL/dia de calcio (15 mg/mL de fosfato de Ca?* tribasico, 16 mg/mL de glicofosfato de
Ca?")
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- Grupo Diabético controle (Dmod)- ratas diabéticas que receberam &gua filtrada

- Grupo Diabético propilenoglicol (DmodProp)— ratas diabéticas que receberam
propilenoglicol.

- Grupo Diabético + Vit D (DmodVitD)- ratas diabéticas que receberam 0,5 mL/dia de
vitamina D na concentragéo de 0,025 mg/mL.

- Grupo Diabético + Ca*? (DmodCa?*) — ratas diabéticas que receberam 0,5 mL/dia (15
mg/mL de fosfato de Ca?* tribasico, 16 mg/mL de glicofosfato de Ca?*).

De forma idéntica ao que foi realizado na analise da mistura, também foi avaliado o
TOTG, a concentracdo de TBARS, perdas embrionarias e a classificacdo dos pesos corpdreos
fetais do tratamento isolado. Para melhorar a compreensdo dos efeitos do tratamento com
vitamina D ou com Ca?" de forma individualizada, as enzimas antioxidantes em hemacias
lavadas e em amostras de figado foram analisadas para complementar os resultados do quadro
de estresse oxidativo materno, bem como na prole considerando as diferencgas de género. Outros
parametros reprodutivos maternos também foram avaliados visando completar o entendimento
da performance reprodutiva. Pelo fato de muitos dos procedimentos realizados anteriormente
no tratamento com vitamina D e Ca?* associados serem semelhantes aos do experimento com
as forma isoladas, a sequéncia experimental dos periodos de tratamentos e coleta das amostras

foi desenvolvida e descrita abaixo de maneira integrada:

5. Periodo de Prenhez

5.1. Tratamento das ratas

Independentemente do tratamento com a mistura ou com o0s constituintes de forma
isolada, as ratas foram tratadas por via intragastrica (gavage) duas vezes ao dia (manha e tarde)
durante toda a prenhez (do dia 0 ao 20° dia). O peso corpéreo de cada rata prenhe foi mensurado

antes do tratamento e no ultimo dia do tratamento.

5.2. Teste Oral de Tolerancia a glicose (TOTG)

Para realizar o TOTG nos animais, foi realizado um jejum de seis horas. Em seguida,
foi coletada uma gota de sangue por punc¢édo venosa com agulha na extremidade distal da cauda
de cada rata para determinacdo glicémica (tempo zero). A gota de sangue foi depositada em
glicofita que foi inserida em glicosimetro convencional para avaliagdo glicémica e os valores

foram expressos em miligramas por decilitro (mg/dL). Posteriormente, as ratas receberam
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solucdo de glicose (0,2 g/mL) via intragéstrica (gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corporeo.
Decorridos 30, 60 e 120 minutos ap6s a administragdo da solucdo de glicose, foram
determinadas as glicemias. Essas medidas glicémicas também foram avaliadas para construgédo
da curva glicémica e para a estimativa da area total sob a curva (AUC- do inglés area under

curve) usando matematicamente o metodo trapezoidal [32].

5.3. Prenhez a termo

5.3.1. Dados maternos

No 21° dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com tiopental sodico (Thiopentax®)
seguida de decapitacdo para coleta de amostras de sangue da regido do pescoco. Foi realizada
laparotomia para retirada e exposi¢cdo dos cornos uterinos para contagem dos sitios de
implantacdo, reabsorcdo (morte embrionéria), fetos vivos e mortos. A taxa de perda pré-
implantacdo foi calculada por: Numero (N°) de corpos luteos — N° implantagdes/ N° corpos
luteos x 100. A taxa de perda pds-implantacdo foi determinada por: N° de implantagGes — N°
de fetos vivos/ N° de implantagdes x 100. A taxa de viabilidade fetal foi determinada por: N°
de fetos vivos / N° de implantagdes [31]. Os ovarios também foram retirados para a contagem

de corpos lateos para avaliagdo indireta da ovulagéo.

5.3.2. Dados fetais

Apbs a retirada dos fetos, foi realizada a sexagem e pesagem individual. Os fetos e suas
respectivas placentas foram pesados. A classificacdo dos pesos fetais foi realizada de acordo
com a média + desvio-padrdo (DP) dos pesos corporais obtidos do grupo controle: recém-
nascidos pequeno para idade de prenhez (PIP), cujo peso foi inferior a média — 1,7 x DP;
adequado (AIP), aqueles cujo peso foi compreendido entre a média £ 1,7 x DP e grande para a

idade de prenhez (GIP), cujo peso foi maior que a média + 1,7 x DP [33].

6. Preparo das amostras de sangue e tecido hepatico

Parte das amostras de sangue foi coletada em tubos contendo anticoagulante (heparina) e
outra parte em tubos secos no momento da morte dos animais. As amostras coletadas em tubos
heparinizados foram processadas para obtencdo de hemaécias lavadas para dosagem dos
biomarcadores de estresse oxidativo: concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), de Grupos Tidis reduzidos (SH), Perdxido de hidrogénio (H20:) e da atividade das
enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase. As determinagdes foram

realizadas em espectrofotdmetro. As amostras de tecido hepatico materno e fetal de ambos os
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sexos foram pesadas e aliquotadas para preparo de homogenato e posterior determinacdo dos

mesmos biomarcadores de estresse oxidativo avaliados no sangue materno.

6.1 Preparo dos homogenatos de figado

6.1.1 Preparo dos homogenatos para dosagem de malondialdeido (MDA)

As aliquotas de figado foram homogeneizadas em tampao RIPA 10% na proporc¢édo de
1/10 do peso de tecido em mg/volume de tamp&o em Ultra-Turrax®. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 1600 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado para dosagens

de proteinas totais e de MDA (um dos TBARS - marcador de lipoperoxidacéo).

6.1.2 Preparo dos homogenatos para dosagem de enzimas antioxidantes, grupos tiois
reduzidos totais (Grupos SH) e peréxido de hidrogénio (H20,)

As aliquotas de figado foram homogeneizadas em tampao PBS 1x na proporc¢éo de 1/5
do peso de tecido em mg/volume de tamp&o em Ultra-Turrax®. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 15.500 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para dosagens de

proteinas totais, catalase, GSH-Px, Grupos SH e H;O..

7. Dosagens bioguimicas e dos marcadores de estresse oxidativo

Todas as dosagens de marcadores de estresse oxidativo foram realizadas em nosso

laboratdrio a partir de modificacGes feitas na técnica de de Souza e colaboradores [34].

7.1 Hemoglobina (Hb)

As amostras de hemacias lavadas foram diluidas em uma solucéo contendo cianeto de
potassio e ferricianeto de potassio (solucdo de Drabkin) na proporc¢édo de 2,5 microlitros (UL) e
197,5 uL, respectivamente. O ferricianeto de potéssio converte a Hb em metahemoglobina, que
é convertida para cianometahemoglobina (HICN) com cianeto de potassio. A absorbéancia da
solucdo foi entdo medida num espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 546
nanémetro (nm) usando um filtro verde amarelo. As absorbancias foram multiplicadas pelo
fator de correcdo obtido a partir da curva da hemoglobina padrdo e os dados foram expressos
em gramas por decilitro (g/dL). A determinacdo de hemoglobina foi utilizada como fator de
referéncia para estimar as atividades enzimaticas de antioxidantes eritrocitarios (GSH-Px e
CAT) e concentracdes de SH e de TBARS (Sinzato et al., 2018 - Dados ndo publicados).
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7.2. Dosagem de proteinas totais

As dosagens de proteinas totais do figado foram realizadas utilizando o método de
Bradford (Bradford, 1976). As amostras foram diluidas na propor¢éo de 1/60 em agua destilada.
Em seguida, foram pipetados 190 uL da solugéo de Bradford para 10 pL de amostra diluida em
duplicata nas microplacas. Os célculos foram obtidos a partir de uma curva padrdo da solucéo
de Bovine serum albumin (BSA) a 1 mg/mL e lidas em leitor de microplacas por

espectrofotometria.

7.3. Espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A avaliagdo de TBARS € bem estabelecido para screening e monitoramento da
lipoperoxidacdo. O método baseia-se na ligacdo do malondialdeido, produzido durante a
lipoperoxidagdo, com o acido tiobarbiturico (TBA), originando um produto croméforo. Durante
0 processo analitico, 500 pL das amostras de hemécias lavadas foram misturadas a 500 pL de
uma solugdo de acido sulfossalicilico 3% para desproteinizacdo. A solucgdo foi centrifugada a
15.500 x g por 3 minutos a 4°C. Em seguida, 500 uL do sobrenadante foram misturados a uma
solucdo de TBA 0,67% e incubadas a 80°C por 30 minutos, para que ocorresse a ligacdo do
MDA ao cromogeno (reacdo colorimétrica). ApoOs essa etapa, as amostras foram colocadas no
gelo para parar a reacdo, seguido de leitura das amostras em leitor de microplacas com filtro de
535 nm. Os calculos foram feitos baseando-se no coeficiente de extincdo molar do TBARS e
padronizando a concentracdo e a massa de hemoglobina utilizada na reacdo. Os valores foram
mostrados como nanomolar de TBA por miligrama de hemoglobina na amostra (hM/mg de Hb)
(Sinzato et al., 2018 - Dados ndo publicados).

7.4.  Grupos tidis totais reduzidos (SH)

O é&cido 5,5-ditiobis 2-nitro-benzoico (DTNB) reage com os grupos sulfidril (SH) de
maneira proporcional a concentracdo dos tidis totais reduzidos presentes, apresentando uma
substancia cromdfora de cor amarela. Nas etapas analiticas, foi pipetado 1 puL das amostras de
hemécias lavadas em microplaca contendo 195 pL tampédo TRIS/HCI 0,AM EDTA 0,5mM pH
8,0 em duplicata. Em seguida, foram adicionados 4 pL da solugédo de (DTNB) 10 mM e
realizada a leitura das amostras em leitor de microplacas com filtro de 412 nm. Os célculos
foram feitos considerando o coeficiente de extingdo molar da glutationa a 25°C, corrigido pela
distancia percorrida pela luz no espectrofotdmetro e considerando a concentracdo e a massa de

hemoglobina utilizada na reacdo. Os valores foram mostrados como milimolar de SH por
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miligrama de hemoglobina ou proteinas totais na amostra (mM/mg de Hb ou PTN) (Sinzato et
al., 2018 - Dados néo publicados).

7.5.  Peroxido de hidrogénio (H202)

O ensaio baseia-se na oxidacdo do vermelho de fenol (phenol red) pelo perdxido de
hidrogénio (H202), mediada pela peroxidase horseradish (HRP). Na presen¢a de uma grande
quantidade de H20,, através da acdo da HRP exdgena, o vermelho de fenol muda sua coloragéo
do vermelho para o amarelo. A adicdo de NaOH para a reacdo e eleva o pH para 12,5. A cor
amarela torna-se purpura e permanece inalterada por um longo periodo de tempo, permitindo a
determinacéo das concentragdes de H.O. das amostras. Para o ensaio, 0,14 M NaCl, 3 mM KClI,
11 mM K2HPO4, 8 mM NaxHPO4, 0,9 mM CaClz, 1 mM MgCl,, 6 mM dextrose and phenol
red 0,1 % foram dissolvidos em 10 mL de agua ultrapura (Solucdo A); a peroxidase foi
dissolvida em tampdo fosfasto constituido por uma mistura de 0,1M KoHPO4 e 0,1M KH2POs4.
Cada solucdo foi diluida em 150 mL de agua ultrapura. Entdo, 100 mL da solucéo de 0,1M
K2HPO4 foi titulada com 0,1M KH2PO; até atingir pH 7,0. Durante a etapa de reacdo, foram
pipetados 5 pL de hemécias lavadas em 105 pL da solucdo contendo phenol red e peroxidase
em microplaca de fundo chato. Apds 10 minutos de incubacéo a 37°C, foram adicionados 10uL
de NaOH 1M com a finalidade de parar a reacdo, seguido de leitura a 620 nm. Para os célculos,
foi considerado o coeficiente de extingdo molar da curva padréo do H>O> a 37°C (0,0296 puM-
Y/em™). Os valores foram expressos como micromolar de H20, por miligrama de hemoglobina

ou proteinas totais (UM/mg de Hb ou PTN) (Sinzato et al., 2018- Dados nédo publicados).

7.6. Catalase

A catalase é uma enzima que catalisa a decomposi¢édo do perdxido de hidrogénio (H202)
em &gua e oxigénio molecular. A atividade da catalase foi mensurada pela diferencga entre a
absorbancia final e inicial, por uma unidade de tempo estabelecida. Foram adicionados
aproximadamente 980 pL de tampdo fosfato 0,1M pH 7,0 em uma cubeta de quartzo, entdo 1
puL de amostra foi adicionado a essa cubeta. O aparelho foi zerado seguido da adicdo de
aproximadamente 20 pL de uma solucéo de H202 1M (concentracéo final de H202 de 20 mM).
Foram medidas as absorbancias em um intervalo delta de 60 segundos a 240 nm em
espectrofotdbmetro. O delta obtido foi usado no célculo da atividade da catalase, basendo-se na
constante de estabilidade do H.O> Os dados obtidos foram expressos como atividade da

catalase em mM/min/mg de Hb ou proteinas totais (Sinzato et al., 2018 - Dados néo publicados
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7.7.  Glutationa Peroxidade (GSH-Px)

A enzima glutationa peroxidase catalisa a reacdo de peroxidos com a GSH. Foram
pipetados 100uL de Tampéao TRIS/HCI 50mM EDTA 5mM pH 7,6 em microplacas com po¢os
identificados. Entdo foram usados 0,5uL de amostras de hemécias lavadas e 50uL da solucédo
contendo GSH 0,1M, GSH-Rd 10U/mL e NADPH 4mM. Em seguida, foram adicionados 20puL
de t-Butil Hidroperéxido 7mM em cada pogo e realizada a cinética por 5 min com intervalos de
1 min a 25°C em leitor de microplacas com filtro de 340nm. Para os célculos das atividades, foi
usada a média dos deltas obtidos em cada amostra divididos pelo coeficiente de extingdo molar
do NADPH a 25°C, considerando a massa de hemoglobina usada na reacdo. A atividade da
GSH-Px foi expressa em mM/min/mg de Hb ou proteinas totais (Sinzato et al., 2018- Dados

ndo publicados).

7.8.  Malondialdeido (MDA) em tecido hepatico

Assim como 0 TBARS, o MDA ¢ importante para 0 para screening e monitoramento da
lipoperoxidacdo. Em um tubo Falcon foram adicionados 100 pL de SDS 8,1% e 100 pL de
amostra. Depois foram misturados com 4 mL de uma solugéo de TBA 5,3% pH 3,5 em NaOH
0,1M e &cido acético glacial diluido a 20%. Em seguida, os tubos foram incubados em banho-
Maria a 96°C por 60 minutos. Apds essa etapa, as amostras foram colocadas no gelo para cessar
a reacdo, seguido de leitura das amostras em leitor de microplacas com filtro de 535 nm. Os
calculos foram realizados com ajuda de um gréfico de dispersdo a partir da curva padrdo
montada com uma solucéo estoque de MDA 125 pM. Na concentracdo final, foi considerada
também a massa de proteina usada na reacdo. Os valores foram expressos como nanomolar por
mg de proteina total (nM/mg de PTN) (Sinzato et al., 2017b).

8. Calculo do delineamento experimental e andlise estatistica

Considerando uma variabilidade residual de 0,8 gramas (referente ao peso corporeo de
cada recém-nascido), poder de 90% e confiabilidade de 95%, o tamanho amostral minimo foi
de 10 ratas por grupo. Respeitando que a homogeneidade entre as unidades experimentais é um
dos conceitos basicos de um projeto experimental e considerando que um grupo ND e
DmodMix, DmodVitD ou DmodCa?* sdo organismos biologicamente diferentes, foi realizada
a comparacao dentro dos grupos ndo-diabéticos e dentro dos grupos Dmod. Para confirmar o
quadro de diabete ap6s a indugdo com a droga beta-citotdxica, foi realizada a comparagéo entre
ND x Dmod. Para as comparagdes entre TBARS, médias glicémicas no TOTG e nos célculos
da AUC entre os grupos no experimento da mistura, foi empregado o teste de Distribuigéo
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Gama pelo fato de ndo haver normalidade entre as variaveis estudadas. O teste de comparagdes
maltiplas de Tukey foi utilizado para comparagdes entre 0s niveis dos biomarcadores de
estresse oxidativo em hemadcias lavadas. As comparacbes dos numeros de corpos luteos,
implantaces, fetos vivos e reabsorcdes (mortes embriondrias) entre 0s grupos experimentais
foram realizadas com uso do teste da Distribuicdo de Poisson. Para os dados de proporgdes,
como as porcentagens de perdas embrionarias antes e apds a implantacdo (perdas pré e pds) e
classificacdo de pesos corporeos, foi empregado o teste Exato de Fisher. O ganho de peso
corporeo e 0 peso total da ninhada durante o periodo de prenhez foi comparado entre 0s grupos
experimentais pelo teste de Distribuicdo Normal.

Os dados obtidos foram apresentados como média e desvio-padréo, porcentagens e erro
padrdo da média, os quais foram analisados com a ajuda de Bioestatistico do Escritdrio de
Apoio a Pesquisa de nossa Instituicdo. Para todas as comparagdes estatisticas, foi considerado

limite minimo de significancia de 5% (p<0,05).

PO — P21 (Periodo de prenhez)

D1 D5 D100-D115 |  PO-P20 P21
Inddu(fao | Critériode | Periodo de T Periodo de Coleta de
: i a tratamento amostras
Dlabete inclusdo acasalamento
1 i
Diabete: Glicemia > 400 mg/dL .
Controle: Glicemia < 120 mg/dL [ - - - \
Mistura de VitaminaD e
Vitamina D e Ca?* Ca?* isolados
Diabete: STZ 100 mg/Kg « TOTG e AUC + TOTG e AUC

Estresse oxidativo: TBARS * Estresse oxidativo: TBARS,

\ g _— .
- .;“\“ * Perdas pré-implantagdoe SH, H,0,, CAT, GSH-Px
v pés-implantacdo * Performance reprodutiva
’ & o

+ Classificagdo fetal * Classificagdo fetal

Controle: Tampao citrato

Figura 1. Sequéncia experimental (inducdo do diabete, periodo de acasalamento,
prenhez/tratamento das ratas e coleta/dosagens das amostras).

Legenda: STZ - streptozotocin; D — dia de vida; P — dia de prenhez; TOTG — teste oral de
tolerancia a glicose; AUC — area sob a curva; TBARS — Espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico; SH -Grupos tiois reduzidos; H.O, — Perdxido de hidrogénio; CAT — catalase;

GSH-Px — glutationa peroxidase.
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RESULTADOS

Tratamento com a mistura de vitamina D e Ca?*

Comparagcao entre os grupos de ratas ndo-diabéticas

A Figura 2 (A e B) apresenta os niveis glicémicos do Teste Oral de Tolerancia a Glicose
(TOTG) e area sob a curva (AUC). N&o houve diferencas estatisticamente significativas em
ambos o0s parametros entre 0os grupos ND e NDMix. O mesmo ocorreu com relacdo as
concentracdes de TBARS (Figura 2C). Quanto a avaliacdo do desempenho reprodutivo
materno, o tratamento com a mistura de vitamina D e Ca?* causou um aumento nas taxas de
perdas pré-implantacéo (Figura 2D). N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos com relacdo a classificacdo dos pesos corporeos dos fetos como pequenos (PIP),

adequados (AIP) ou grandes para a idade de prenhez (GIP) (Figura 2E).

Comparacao entre os grupos de ratas ndo-diabéticas e diabéticas ndo tratadas

O grupo diabético apresentou maiores niveis glicémicos durante os tempos 30’ ¢ 60’ do
TOTG e na AUC, maiores concentracdes de TBARS e indices aumentados de perdas pré e pos-
implantacdo embrionéria, além de maior porcentagem de fetos classificados como PIP e GIP e
menor de fetos AIP quando comparado as ratas ND (Figuras 2A-E).

Comparacao entre os grupos de ratas diabéticas

O tratamento com a mistura causou uma diminui¢do das concentragdes glicémicas no
tempo 30° do TOTG e diminuiu os valores glicémicos nos calculos da AUC quando comparados
aos do grupo Dmod (Figuras 2A e B). A mistura também diminuiu a peroxidacao de lipidios e
as taxas de perdas pré e pos-implantacdo embrionarias. A vitamina D também causou um

aumento das taxas de fetos classificados como AIP e diminuigdo de fetos PIP (Figuras 2C-E).
Tratamento com a vitamina D e Ca?* isolados
As variaveis analisadas dos animais tratados com os veiculos (agua e propilenoglicol)

ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas. Por isso, 0s animais foram

agrupados e constituiram os grupos nao-diabéticos (ND) e diabéticos (Dmod).
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Comparagcao entre os grupos de ratas ndo-diabéticas

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre as médias glicémicas no
TOTG e na avaliagdo da AUC (Figuras 3A e 3B), concentracdo de TBARS, grupos SH e
peroxido de hidrogénio (H202), além da atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GSH-Px) e catalase em hemacias lavadas (Figuras 4A-E) entre os grupos ND,
NDVitD e NDCa?*. Com relacdo ao desempenho reprodutivo, as ratas do grupo NDCa?
tiveram um aumento significativo do nimero de perdas antes da implantacdo dos embrides (pré-
implantacdo embrionéria) e diminuicdo da eficiéncia placentaria quando comparadas as das
ratas do grupo ND. As ratas dos grupos NDVitD e NDCa?* tiveram diminuicdo nas
porcentagens de fetos classificados como AIP e aumento nas taxas de fetos GIP quando
comparados aos das ratas ND. O peso placentario foi menor no grupo NDVitD e maior no grupo
NDCa?* quando comparados ao grupo ND (Tabela 1). As ratas maes e suas recém-nascidas
fémeas apresentaram um aumento estatisticamente significativo dos grupos tidis reduzidos
(SH) hepaticos nos grupos tratados com vitamina D e Ca?* quando comparadas as do grupo ndo
tratado (Figuras 5B e 6B). Ja os ratos machos recém-nascidos apresentaram diminuicdo da
concentracdo de MDA hepatico no grupo NDVvitD comparado ao ND (Figura 7A). Com
relacdo aos demais biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratas e seus recem-
nascidos, ndo houve diferencga estatisticamente significante entre nenhum dos grupos nao-

diabéticos comparados (Figuras 5-7).

Comparacao entre os grupos de ratas ndo-diabéticas e diabéticas sem tratamento

Com relacdo ao TOTG, houve aumento dos niveis glicémicos nos tempos 30’ e 60’ nas
ratas do grupo Dmod em relagéo aos mesmos tempos analisados no grupo ND (Figura 3A). As
ratas do grupo Dmod também apresentaram aumento nos valores glicémicos da AUC quando
comparados aos do grupo ND (Figura 3B). As concentracdes de TBARS no sangue foram
aumentadas nas ratas do grupo Dmod (Figura 4A-E). Quanto aos parametros reprodutivos
maternos, houve aumento estatisticamente significativo no nimero de reabsor¢fes (mortes
embrionarias), perdas pré e pos-implantacdo, diminuicdo no numero de fetos vivos, menor
ganho de peso materno durante a prenhez e menor peso da ninhada no grupo Dmod (Tabela 1).
N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos diabéticos e ndo-diabéticos
com relagdo aos biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratas e seus recém-nascidos
(Figuras 5-7).
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Comparagcao entre os grupos de ratas diabéticas

As ratas do grupo DmodVitD apresentaram diminuicdo das glicemias no tempo 30’ no
TOTG em relacéo as glicemias neste mesmo tempo das ratas Dmod (Figura 3A). Os valores
glicémicos na AUC foram menores no grupo DmodVitD quando comparados aos dos outros
dois grupos diabéticos (Figura 3B).

As concentragfes dos biomarcadores de estresse oxidativo em hemacias lavadas séo
mostrados nas Figuras 4A-E. O tratamento com vitamina D diminuiu as concentracGes de
TBARS nas ratas diabéticas quando comparadas as das ratas diabéticas sem tratamento. Os
grupos experimentais ndo apresentaram diferencas significativas quanto as concentracdes de
grupos SH, niveis de H>O: e nas atividades das enzimas antioxidantes GSH-Px e CAT.

A tabela 1 ilustra os efeitos do tratamento com vitamina D ou Ca?* sobre o desempenho
reprodutivo materno e parametros fetais de ratas diabéticas. O tratamento com vitamina D
diminuiu o nimero de reabsor¢es (mortes embrionarias), taxas de perda pds-implantacdo
embrionaria e reduziu a porcentagens de fetos classificados como PIP, aumentando os fetos
classificados como AIP quando comparados ao grupo Dmod. Os grupos tidis reduzidos (SH)
no figado tiveram um aumento estatisticamente significativo nos grupos tratados com vitamina
D e Ca?" quando comparadas as do grupo néo tratado nas ratas maes e suas recém-nascidas do
sexo feminino (Figuras 5B e 6B). J& os ratos machos recém-nascidos apresentaram aumento da
atividade de GSH-Px no grupo diabético tratado com vitamina D (7E). Com relacdo aos demais
parametros avaliados no figado de ratos, as outras figuras apresentadas demonstram que néao
houve diferenca estatisticamente significativa entre as ratas dos grupos diabéticos tratados e
n&o tratados e em seus descendentes (Figuras 5-7).

Mistura versus vitamina da isolada

As Figuras 8A-C apresentam as comparacdes realizadas entre os grupos tratados com a
mistura e com a vitamina D, que foi o constituinte que apresentou efeito benéfico no
Experimento 2. As ratas ndo-diabéticas e diabéticas dos grupos tratados com a mistura ou com
vitamina D ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre si quanto aos niveis
glicémicos durante o TOTG e nas concentracfes de TBARS. Entretanto, como ja mostrado,
ambos 0s grupos apresentaram menores niveis glicémicos quando comparados ao grupo
diabético nos tempos 30’ do TOTG e na AUC. Os niveis glicémicos da AUC foram maiores

nos grupos NDMix e DmodMix em relacéo aos grupos NDVitD e DmodVitD, respectivamente.
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Figura 2: Efeito do tratamento com a mistura de vitamina D e Ca2+ sobre os A- Niveis glicémicos
apresentados durante o teste oral de tolerancia & glicose (TOTG) B- Area sob a curva (AUC); C-
Concentragdo de TBARS; D - Porcentagem de perdas pré-implantacéo e pos-implantagcdo embrionarias,
E- Porcentagem de fetos classificados como pequenos (PIP), adequados (AIP) ou grandes (GIP) para a
idade de prenhez de ratas ndo-diabéticas (ND) e diabéticas (Dmod) tratadas com veiculo ou com a
mistura (Mix).
Valores expressos como média + desvio padrdo ou porcentagem (%).

*p<0,05 — Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod (teste de Distribuicdo
Gama para TOTG, AUC e TBARS e Teste Exato de Fisher para analises de proporgdes).
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Figura 3: Efeito do tratamento com a vitamina D ou Ca?* isolados sobre os niveis glicémicos
apresentados durante o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e na area sob a curva (AUC)
de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas com veiculo, vitamina D ou Ca®".

Valores expressos como média + desvio padrdo (Figura de linhas, box plott) e média + erro padrdo (SE) e outliers
(box plott)

*p<0,05 — Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod (teste de Distribuicdo
Gama)
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Figura 4: Efeito do tratamento com a vitamina D ou Ca2+ isolados sobre os biomarcadores relacionados ao
estresse oxidativo: A- Concentracdo de Espécies reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS); B- Concentracao de
grupos Tidis totais C- Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H20,); D- Atividade enzimatica da Catalase; E-
Atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GSH-Px) em hemécias lavadas de ratas ndo-diabéticas e diabéticas
tratadas com veiculo, vitamina D ou Ca?".
Valores expressos como média + desvio padrdo, média + erro padréo (SE) e outliers.
*p<0,05 -Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod (Teste de Comparacdes
Multiplas de Tukey).
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Figura 5: Efeito do tratamento com a vitamina D ou Ca2+ isolados sobre os biomarcadores relacionados ao
estresse oxidativo: A-Malondialdeido; B- Concentracdo de grupos Tidis totais; C-Atividade enzimatica da
glutationa peroxidase (GSH-Px) em homogenato do figado de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas com
veiculo, vitamina D ou Ca?*.
Valores expressos como média + desvio padrdo, média + erro padréo (SE) e outliers.
*p<0,05 -Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod (Teste de Comparacdes
Madltiplas de Tukey).
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Figura 6: Efeito do tratamento com a vitamina D ou Ca2+ isolados sobre os biomarcadores relacionados ao
estresse oxidativo: A-Malondialdeido; B- Concentracéo de grupos Tidis totais; C- Concentragdo de peroxido de
hidrogénio (H20,); D- Atividade enzimética da Catalase; E-Atividade enzimética da glutationa peroxidase (GSH-
Px) em homogenatos do figado de fémeas filhas de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas com veiculo, vitamina

D ou Ca*.

Valores expressos como média + desvio padrdo, média + erro padrdo (SE) e outliers.

*p<0,05 -Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod (Teste de Comparacdes

Madltiplas de Tukey).
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Figura 7: Efeito do tratamento com a vitamina D ou Ca2+ isolados sobre os biomarcadores relacionados ao
estresse oxidativo: A-Malondialdeido; B- Concentracéo de grupos Tidis totais; C- Concentragdo de peroxido de
hidrogénio (H20,); D- Atividade enzimética da Catalase; E-Atividade enzimética da glutationa peroxidase (GSH-
Px) em homogenatos do figado de machos filhos de ratas ndo-diabéticas e diabéticas tratadas com veiculo, vitamina
D ou Ca*.

Valores expressos como média + desvio padrdo, média + erro padrdo (SE) e outliers.

*p<0,05 -Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod (Teste de Comparagdes
Madltiplas de Tukey).
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Tabela 1. Efeito do tratamento com a vitamina D ou Ca?* isolados sobre o desempenho reprodutivo de ratas
nao-diabéticas e diabéticas tratadas com veiculo, vitamina D ou Ca®".

Grupos
ND NDVitD NDCa?* Dmod DmodVitD DmodCa?*

Ratas prenhes a 10 13 08 17 07 08
termo (n)
Corpos luteos

Total (n) 141 160 105 249 76 105

Média + DP 14,124 12,3£3,04 13,1+2,17 14,6+2,18 10,945,9 13,1+2,6
Implantagdes

Total (n) 133 149 91 204 67 83

Média + DP 13,3+3,0 11,5+2,9 11,4+3,0 12,0+3,6 9,615,2 10,4+3,9
Fetos vivos

Total (n) 131 139 86 172 66 68

Média + DP 13,1+3,2 10,7+2,8 10,7+3,2 10,1+£3,4* 9,454 8,5+4,4
Reabsorcoes

Total (n) 02 10 05 32 01 15

Média + DP 0,2+0,4 0,8+0,8 0,6+0,7 1,88+2,0* 0,1+0,4* 1,88+1,5
Perdas Pré (%) 57 6,9 13,3* 17,3* 11,8 20,9
Perdas Pds (%) 1,5 6,7 55 14,0* 1,5% 18,1
Ganho de peso
materno (g)

Média + DP 132,6+£31,9 111,8+22,2* 105,8+20,8* 109,7+23,6* 93,6£31,4 102,7+16,5

eso da ninhada (g)

Média + DP 92,9+21,1  78,0+20,9 81,3+19,9  72,0+23,9* 68,0£38,2 62,3£30,6
Peso dos fetos (g)

Média + DP 5,4+0,4 5,5+0,5 5,5+0,5 5,3+0,8 5,4+0,5 5,3+0,7
% PIP 3,8 7,3 7,1 23,7* 6,2" 16,2
% AIP 93,8 77,4* 80,9* 63,7* 85,9% 67,6
% GIP 2,3 15,3* 11,9* 12,6* 7,81 16,2
Peso Placentas (g)

Média + DP 0,5+0,08  0,5+0,10* 0,6+0,13* 0,5+0,10 0,5+0,09 0,6+0,09

Valores apresentados como média + desvio padrdo (DP) ou porcentagem (%), sendo n = nimero
*p<0,05 — Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod.
(Teste Exato de Fisher para classificacdo fetal, Distribuicdo normal para ganho de peso corpéreo e peso total da ninhada
e Distribuicdo de Poisson para demais pardmetros).
Legenda: Pequeno para a idade de prenhez (PIP); adequado para a idade de prenhez (AIP); grande para a idade de

prenhez (GIP)
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Figura 8: Comparacdo estatistica entre os resultados positivos/benéficos encontrados no
tratamento com a mistura e no tratamento com a vitamina D isolada com relagdo aos A- Niveis
glicémicos apresentados durante o teste oral de tolerancia & glicose (TOTG); B- Area sob a
curva (AUC); C- Concentracdo de Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) de ratas
ndo-diabéticas e diabéticas tratadas com veiculo, Vitamina D ou a mistura (vitamina D e Ca?*).
Valores expressos como média * desvio padrdo (Figura de linha e para box plott) e média + erro padréo (SE) e
outliers (box plott).

*p<0,05 — Grupo Dmod comparado ao grupo ND; #p<0,05 - comparado ao grupo Dmod; $p<0,05 comparado ao
grupo NDVitD; 4p<0,05 comparado ao grupo DmodVitD (Teste de Distribuicdo Gama para TOTG e AUC e Teste
de Comparagdes Mltiplas de Tukey para TBARS).
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DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi verificar se o tratamento com vitamina D, associado ou ndo
ao célcio, leva a beneficios no organismo materno prejudicado pelo diabete e, com isso
contribui para o crescimento e desenvolvimento embriofetal. Frente aos resultados obtidos no
presente estudo, foi demonstrado que a vitamina D apresenta um efeito protetor no organismo
materno porque diminuiu a intolerancia a glicose, a lipoperoxidacdo e perdas embrionérias e
fetais. Além disso, causou melhora no crescimento e desenvolvimento dos recém-nascidos.

As ratas com diabete induzido quimicamente por streptozotocin apresentaram
hiperglicemia frente a sobrecarga de glicose no TOTG, levando consequentemente a maior
disponibilidade de glicose na corrente sanguinea por minuto (AUC aumentada) durante a
prenhez. Além disso, essas ratas diabéticas apresentaram alteracdes metabolicas com relacdo
ao aumento da lipoperoxidacdo, além da piora no desempenho reprodutivo materno e no
desenvolvimento embriofetal. Outros estudos ja demonstraram que o diabete moderado
compromete o desempenho reprodutivo materno e o crescimento embriofetal [26,35,36]

Nossos achados confirmaram que a associacéo de vitamina D e de Ca?* foi positiva para
o controle glicémico e para a diminuigdo do estresse oxidativo nos grupos diabéticos. Porém, o
tratamento com a mistura causou um aumento de perdas pré-implantacdo em ratas saudaveis,
indicando um possivel efeito toxico do tratamento. Sendo assim, foi necessario avaliar o
principal responsével pelos efeitos existentes com o uso da mistura. Para isso, o tratamento com
vitamina D e com célcio foi analisado de maneira isolada. Os tratamentos isolados mostraram
que o Ca?* foi o responsavel pelo aumento de perdas de embrides antes da implantagao,
indicando um papel prejudicial deste composto a rata-mée durante o processo de fixacdo dos
embrides no organismo materno. Os mecanismos envolvidos nesse processo ndo séo totalmente
descritos na literatura, mas acredita-se que o excesso de Ca?* intracelular diminui a funcéo
mitocondrial dos embriGes em estagios iniciais do desenvolvimento, o que pode estar
relacionado com a incapacidade desses embrides em regular os niveis de Ca?* intracelular,
impossibilitando o desenvolvimento desses embrides [37].

Nossos resultados sobre o uso de vitamina D mostrou beneficios quanto ao controle
glicémico, toleréncia a glicose e a redugdo da lipoperoxidacdo em ratas diabéticas. Estes dados
comprovaram que os beneficios da mistura ocorreram em decorréncia da vitamina D. Além
disso, pelo fato dos niveis glicémicos estarem diminuidos aos 30 minutos do TOTG, sugere-se

que o tratamento com vitamina D esteja relacionado ao aumento da sensibilidade dos tecidos
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periféricos a insulina ou ao aumento da secre¢do de insulina. Nossos achados corroboram
estudo de Cade & Norman (1986) [38], que demonstraram que ratos machos com deplecdo de
vitamina D na dieta apresentaram intolerancia a glicose e que, ap6s a suplementacdo com esta
vitamina, 0s animais tiveram restauracdo da tolerancia a glicose e aumento da secrecdo de
insulina. Para explicar os mecanismos pelos quais a vitamina D age na restauracdo da tolerancia
a glicose e no aumento da sensibilidade a insulina, autores sugerem que a vitamina D se ligue
a seus receptores VDR nas células B-pancredticas [38—41], melhorando as vias de sinalizago
do calcio atraves da alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e inositol
trifosfato (IP3), com o0 aumento na sintese e secrecdo de insulina nestas células [42,43]. Além
disso, a vitamina D poderia agir no influxo de Ca?* para aumento da secrecio de insulina, sendo
que 0 mecanismo proposto é a acdo rapida e ndo gendmica exercida pela vitamina D no VDR
de membrana do pancreas, uma vez que os canais rapidos Ca?* voltagem-dependentes da
membrana plasmatica (MP) e do reticulo endoplasmaético (RE) sdo ativados, levando ao
aumento do influxo de Ca?*, secrecdo de insulina (Figura 7A-7B) [44] e da expressdo de
GLUT2 nas células B do pancreas [41]. Adicionalmente, Maestro et al. (2000) [45]
demonstraram que a vitamina D também é capaz de estimular a expressao génica dos receptores
de insulina (IR — do inglés insulin receptor) em células humanas que foram mantidas em meio
de cultura, possivelmente por mecanismos transcricionais envolvendo o RNAm de IR e de VDR
localizados proximos as regides promotoras desses genes, aumentando a sensibilidade e o
transporte de glicose. Com relacdo a uma possivel acdo periférica da vitamina D associada a
captacdo de glicose, Xavier e colaboradores (2012) [46] evidenciaram que animais com diabete
induzido por streptozotocin apresentaram reducédo dos niveis glicémicos a partir do décimo dia
de tratamento com vitamina D e, ao final do tratamento (15 dias), foi verificado aumento na
expressao génica e proteica do IR no tecido muscular. No entanto esses autores ndo propuseram
0 mecanismo envolvido na acdo da vitamina D neste tecido. Outros autores utilizando diferentes
tipos de analises metodoldgicas e com diferentes niveis séricos de vitamina D verificaram que
0 receptor de vitamina D ndo esta presente em musculo liso, esquelético e cardiaco [47,48],
sugerindo que a vitamina D ndo age diretamente nos tecidos periféricos.

O diabete esta diretamente relacionado & presenca de peroxidagdo
lipidica/lipoperoxidacdo [49]. Nos eritrocitos, a vitamina D foi capaz de diminuir a
lipoperoxidacdo causada pelo diabete e essa melhora pode estar associada a reducdo das
concentragOes glicémicas e ao efeito direto desta vitamina como antioxidante de membrana.
Isso pode ser explicado pela interacdo dos anéis hidrofobicos da vitamina D com a membrana,

inibindo a peroxidacao lipidica dependente de ions ferro [50]. Embora ndo houvesse mudancas
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significativas quanto aos outros biomarcadores de estresse oxidativo e atividade das enzimas
antioxidantes entre 0s grupos experimentais, a reducdo glicémica causada pelo tratamento com
a vitamina D e sua acdo direta como agente antioxidante podem ter sido suficientes para
diminuir a producéo de lipoperoxidos.

Os niveis glicémicos aumentados das mées diabéticas ndo foram suficientes para causar
lipoperoxidag&o no tecido hepatico, diferentemente do observado em eritrdcitos. As analises de
biomarcadores de estresse oxidativo no tecido hepatico materno mostraram que o tratamento
com vitamina D e/ou Ca?* ndo interferiram nestes marcadores, exceto pelo aumento observado
nas concentracdes de grupos tiois reduzidos em ambos grupos diabéticos e ndo diabéticos. Este
aumento também foi observado nas recém-nascidas do sexo feminino. No entanto, os filhotes
do sexo masculino apresentaram um aumento da atividade de GSH-Px, mostrando diferentes
respostas entre 0s sexos durante o desenvolvimento fetal. Sugere-se que 0 aumento da atividade
de GSH-Px levou ao maior consumo de grupos tiois reduzidos, o que ndo foi observado nas
maes e recém-nascidas fémeas.

Frente as alteracOes glicémicas decorrentes do diabete, as ratas apresentaram aumento
das perdas embrionarias e fetais. Esses dados experimentais reproduzem os encontrados na
clinica em pacientes com Diabetes mellitus gestacional (DMG), que apresentam alteracGes
reprodutivas maternas e no crescimento fetal [51-53]. Ap6s o tratamento com vitamina D,
houve melhora na performance reprodutiva desses animais verificado pela reducdo do nimero
de mortes embrionarias (reabsorc@es) e nas taxas de perdas pré e pés-implantacdo, chegando
aos mesmos valores de ratas saudaveis. Além disso, foi verificado aumento no nimero de fetos
nascidos com peso corpéreo adequado para a idade de prenhez (AIP) e diminuicdo de fetos
pequenos para a idade de prenhez (PIP). Existem poucos estudos na literatura investigando o
tratamento com vitamina D em ratas diabéticas prenhes.

Embora exista escassez de resultados que avaliem os efeitos da vitamina D no
desempenho reprodutivo de ratas diabéticas, alguns estudos clinicos e experimentais mostram
uma super expressao de VDR placentario (Figura 7A) [54-56]. Com base na literatura sobre
esse aumento da expressao de VDR na placenta de animais diabéticos e em outro estudo que
mostra 0 aumento da secrecdo de lactogénio placentéario (PL) promovido pela vitamina D na
gestacdo [57], sugerimos que o tratamento com vitamina D associado a super expressao de
VDR em ratas diabéticas promoveu o aumento do PL, que por sua vez contribui para o aumento
da secrec¢do de insulina [58]. Isso, consequentemente, levou a diminuigdo dos niveis glicémicos
observados em nosso estudo. Além disso, Lacroix et al. [59] demonstraram uma relagdo inversa

entre 0 hormonio do crescimento placentario (PGH) e o nivel glicémico. Desta forma, a maior
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taxa de AIP encontrados em nosso estudo pode estar relacionada com a diminuicéo dos niveis
glicémicos e, consequentemente, com um possivel aumento dos niveis do PGH, contribuindo
para o crescimento fetal adequado apds o tratamento das mées com vitamina D.

Portanto, nossos resultados demonstraram que a vitamina D, além de influenciar
positivamente no controle glicémico e na diminuigo da lipoperoxidacéo, foi benéfica durante
a prenhez de ratas diabéticas, melhorando os indices de desempenho reprodutivo e
desenvolvimento e crescimento fetal. Por sua vez, o Ca®* isolado parece néo ter sido eficiente
nestes mesmos parametros, além de ter prejudicado o processo de implantacdo embrionaria em
ratas saudaveis. Estes resultados sugerem que a vitamina D isolada pode ser a alternativa mais
indicada para diminuir os efeitos do diabete durante a gestacdo. Porém, mais estudos precisam
ser realizados a fim de compreender os mecanismos pelos quais o desempenho reprodutivo
materno e desenvolvimento embriofetal foram protegidos pela acdo direta ou indireta da

vitamina D.
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pancreética no estimulo para a sintese/secrecdo de insulina (adaptado de Sergeev, 2016).
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