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RESUMO

No envelhecimento ocorrem alteracdes no fluxo sanguineo cerebral, onde o numero de
células nervosas ¢ notavelmente reduzido. Neste processo ocorre remodelagdo continua e
um baixo grau de inflamagdo cronica, conhecido como inflammaging. A vitamina D3 é
um hormonio esteréide que tem papéis importantes no sistema nervoso central e esta
envolvida na regulagdo da excitotoxicidade neuronal. Ha estudos indicando que os baixos
niveis de vitamina D3 durante a vida adulta, podem estar ligados ao dano cognitivo ¢ as
doencas neurodegenerativas. Assim, este estudo teve como objetivo, avaliar o efeito
neuroquimico e comportamental da vitamina D (1,25 (OH) 2 D3) em ratos Wistar machos
com 2, 6, 13,22 e 31 meses de idade. Os animais foram suplementados com vitamina D3,
nas doses de 42 e 420 Ul/kg ou agua via oral por gavagem, por 21 dias. Ao final do
tratamento foram avaliadas a memoria de habituacdo ao campo aberto e a memoria
espacial analisada pelo labirinto em Y e labirinto octogonal. Logo apds os testes
comportamentais, 22° dia, os animais foram submetidos a eutanasia para coleta do sangue
e estruturas cerebrais. No sangue, foram avaliados os niveis de 25(OH) D3 por HPLC. As
estruturas do cortex frontal e hipocampo foram utilizadas para as analises dos niveis do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1p), IL-6 e IL-10, fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e fator de crescimento do nervo (NGF). Os
resultados do presente estudo mostram que a vitamina D no soro apresentou-se aumentada
nos animais suplementados principalmente com a dose de 420 Ul/kg, em 2, 6, 13 e 22
meses, mas ndo em 31 meses. De forma geral, as idades de 13 ¢ 22 meses apresentaram
dano nas memorias espacial e de habituacdo, e a vitamina D3 foi capaz de reverter este
efeito, por modulag@o, em animais com 13 meses, dos niveis de TNF-a, IL-1B ¢ IL-10, ¢
em animas com 22 meses, pela modulagdo das citocinas IL-6, IL-10 e de NGF. Em
animais com 31 meses, o dano do envelhecimento foi revertido somente na dose de 420
Ul/kg na memdria espacial e, este efeito, pode ter ocorrido por modulagdo das citocinas
como a [L-1B, IL-6, IL-10 e os fatores neurotroficos como o BDNF e NGF. Os resultados
do presente estudo corroboram a hipétese de que a vitamina D3 pode exercer uma agéo
imunomoduladora sobre o envelhecimento. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para
elucidar o efeito da vitamina D3 sobre a imunosenescéncia e regulacdo dos fatores

neurotroficos..

Palavras-chave: Vitamina D, envelhecimento, memoria, inflamagdo, fatores
neurotroficos.



ABSTRACT

Aging is characterized by changes in cerebral blood flow, and the number of nerve cells
is markedly reduced. In this process there are continuous remodeling and a low degree of
chronic inflammation termed as inflammaging. vitamin D is a steroid hormone that has
important roles in the nervous system. It is involved in the regulation of neuronal
excitotoxicity. There are studies indicating that low levels of vitamin D3 during adult life
may be linked to cognitive damage and neurodegenerative diseases. The aim of this study
was to evaluate the neurochemical and behavioral effects of vitamin D (la-25
Dihydroxyvitamin D3) in 2-, 6-, 13-, 22- and 31-month-old male Wistar rat. The animals
were supplemented with vitamin D3 at doses of 42 and 420 [U/kg or water by gavage for
21 days. In the end of treatment were evaluate the habituation memory to the open field
test, and spatial memory evaluated on the Y Maze and the Radial Maze task. Immediately
after the behavioral tests the animals, on the 22" day, the animals were subjected to
euthanasia to collect the blood and brain structures. In the blood, it was evaluated the 25
(OH) D3 levels by HPLC. The frontal cortex and hipppocampus were used to analyze of
tumoral necrosis factor alpha (TNF-a), interleukyne 1 beta (IL-1p), IL-6, IL-10, brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and nervous growth factor (NGF) levels. The results
of present study have shown an increase of serum vitamin D, mainly the 420 Ul/kg, 2-,
6- 13- and 22-month-old animals, but not in 31-month-old animals. the levels of TNF-q,
IL-1pB and IL-10, and vitamin D3 levels at 13 and 22 months of age. In general, in 13- and
22-month-old animals, showed memory impairment. The vitamin D3 was able to reverse
this effect by the modulation of the cytokines IL-6, IL-10 and NGF. In 31-month-old
animals, the damage of aging was reversed just at the dose of 420 IU/kg in spatial
memory. This effect may have occurred by modulating of cytokines like IL-1p, IL-6, IL-
10 and neurotrophic factors like BDNF and NGF. The results of the present study
corroborate the hypothesis that vitamin D3 may exert an immunomodulatory action on
aging. However, further studies are needed to elucidate the effect of vitamin D3 on
immunosenescence and regulation of neurotrophic factors.

Keywords: Vitamin D, aging, memory, inflammation, neurotrophic factors.
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1. Introducao

1.1. Envelhecimento

O envelhecimento ¢ compreendido como uma etapa natural da vida, tendo
como caracteristica principal a acentuada perda da capacidade de adaptacdo e a menor
expectativa de sobrevivéncia. Trata-se de um processo biologico complexo, dindmico,
caracterizado por continuas remodelacdes (Minciullo, Catalano et al. 2016). Esta
condicdo, torna o individuo mais vulneravel e predisposto a morbidades e mortalidade
(Borba Lde, Guimaraes et al. 2012). Neste sentido, o envelhecimento ¢ uma fase do
desenvolvimento humano em que ocorre um processo de transformacdo do organismo,
caracterizada por mudangas psicoldgicas, sociais ¢ fisicas (Zhang, Zhang et al. 2014).
Apesar dos esforcos dos pesquisadores, a progressdo e os mecanismos de envelhecimento
ndo sdo ainda claramente compreendidos. No decurso desse processo, diversos
fenomenos fisiolodgicos ocorrem, tais como, reducdo no nimero de tecidos celulares,
diminui¢do da taxa metabolica e aumento da incidéncia de doengas (Hayflick 2000,

Cesari, Vellas et al. 2013).

De acordo com a Organizacdo das Nagoes Unidas (ONU), a populagdo idosa
no mundo esta crescendo substancialmente rapido. H4 uma estimativa de que a populagao
idosa, ou seja, com 60 anos ou mais, entre 2015 e 2030 crescera 56 %. Esta projecdo
prevé que a populacdo idosa passara de 901 milhdes para 1,4 milhdes no mundo. Em 2050
este nimero podera chegar a ultrapassar o dobro em relagdo a 2015, podendo atingir 2,1
bilhdes de individuos idosos. Nos proximos 13 anos, espera-se crescimento rapido da
populacdo idosa, com idade de 60 anos ou mais, na América Latina e Caribe com uma
projecdo de 71%, seguido pela Asia, 66%, Africa, 64%, Oceania, 47%, América do Norte,
41% e Europa, 23%. Neste contexto, uma consequéncia inevitavel e que esta ocorrendo
¢ a inversdo da pirdmide populacional, que mostra mudangas no tamanho da populagéo
por faixa etaria ao longo do tempo. E possivel observar esta inversdo no Brasil, cujo o
numero da populacdo idosa estd aumentando em detrimento de nascimentos, reduzindo
significativamente a populacdo produtiva e aumentando a populacdo idosa (ONU, 2013;
ONU, 2015). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica — IBGE
(2013), no senso de 2010, o contingente de idosos estava em 19,6 milhdes de pessoas. A

projecdo deste nimero para 2050, divulgada pelo IBGE, sera de 66,5 milhdes em 2050,
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configurando um aumento em torno de 20% da populagdo com idade igual ou superior a

60 anos (figura 1) (IBGE, 2013; ONU, 2015; Simdes, 2016).

Piramides etarias absolutas do Brasil

Projecdo 2010 Projecido 2050
Idade
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Figura 1: Piramide da estrutura etaria no Brasil. A piramide reflete a estrutura por faixa etaria da populagao
brasileira ao longo dos anos de 2010 e 2050. Adaptado de IBGE, 2013. Disponivel em: <
https://ww2.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/imprensa/ppts/00000014425608112013563329137649
pdf >

Durante o envelhecimento, o numero de células nervosas cerebrais é
notavelmente reduzido, bem como as alteragdes no fluxo sanguineo cerebral que estdo
associados ao aumento do risco de déficits cognitivos. Ocorre também perda neuronal em
algumas partes especificas do encéfalo, tais como no locus ceruleus, substancia negra,
hipocampo, nticleo caudado, putdmen e cortex cerebral (Cesari, Vellas et al. 2013,
Bartsch and Wulff 2015, Zlatar, Bischoff-Grethe et al. 2016). Essas alteracdes
fisiologicas e anatdomicas acabam levando a disfungdo de memoria, principalmente a
memoria recente (Izquierdo, Barros et al. 1998). Com o envelhecimento ocorre também
aumento da incidéncia de algumas doengas, principalmente das doengas
neurodegenerativas, entre elas, a de maior incidéncia ¢ a Doenga de Alzheimer (DA)
(Ismail, Nguyen et al. 2011). Os avangos no conhecimento das doengas associadas a idade
superaram os avangos na compreensao dos processos de envelhecimento fundamentais
que estdo localizados a base da vulnerabilidade para estas patologias (Hayflick 2000).
Portanto, além do processo de envelhecimento ser uma deterioracdo progressiva de todos
os mecanismos homeostaticos do cérebro, também é acompanhado de declinio cognitivo

(Bishop, Lu et al. 2010).
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As alteragdes na cogni¢do que ocorrem com o processo de envelhecimento
normal estdo relacionadas com a redugdo de trés recursos chave do processamento
cognitivo: a velocidade com que a informacao € processada, a memoria de trabalho e as
capacidades sensoriais e perceptuais (Yu, Oh et al. 2016). A respeito da repercussdo da
idade sobre o desempenho cognitivo, observou-se que o tipo de memoria mais afetado
pela idade € a memoria de curto prazo, em especial a memoria de trabalho, em razdo da

menor capacidade de armazenamento de informagdes (Scherling, Wilkins et al. 2016).

O envelhecimento dispde de muitas teorias que buscam explicar as alteragdes
fisiologicas decorrentes desse processo. Dentre essas se destacam as teorias estocasticas
e genéticas. As estocasticas sugerem que a perda de funcionalidade no envelhecimento é
causada pelo acumulo aleatério de lesdes, associados a agdo ambiental em moléculas
vitais, que provocam um declinio fisioldgico progressivo. Estio incluidas neste grupo, a
teoria da quebra de ligagdes (Cristofalo, Gerhard et al. 1994), a teoria da glicosilag@o
avangada (Zimmerman, Meistrell et al. 1995), a teoria do estresse oxidativo (Harman
1956) e a recente teoria da inflammaging (Davinelli, Maes et al. 2016). Ja, dentre as
teorias genéticas, destacam-se: a teoria do envelhecimento celular (Hayflick and
Moorhead 1961), teoria da mutagénese intrinseca (Burnet 1974) e a teoria dos telomeros
(Kurenova and Mason 1997). Muito embora sejam apresentadas diferentes teorias para
elucidar o envelhecimento, ambas acabam seguindo as mesmas dire¢des conclusivas, ou
seja, o organismo senescente, com o avango da idade, apresenta diminui¢do da
funcionalidade organica (Samanez-Larkin and Knutson 2015). Este estudo abordou
fatores inflamatorios ligados ao envelhecimento, como o inflammaging ¢ as alteragdes da
via dos fatores neurotroficos, que também estdo associadas ao processo de

envelhecimento.

1.2. Inflamacio e envelhecimento

O envelhecimento humano ¢ um processo bioldgico muito complexo e
dindmico que resulta de uma combinagdo ambiental, genética, epigenética ¢ fatores
estocasticos e € caracterizado por remodelagdo continua e por um baixo grau de

inflamacao crénica, um fendmeno denominado como inflammaging (Franceschi, Bonafe
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et al. 2000, Franceschi and Campisi 2014, Davinelli, Maes et al. 2016, Minciullo,
Catalano et al. 2016, Prattichizzo, De Nigris et al. 2016). A teoria do inflammaging, ¢é
uma das mais recentes sobre o envelhecimento, esta concentrada na resposta imune, e
leva em consideracdo a ativacdo da inflamagdo cronica subclinica de baixo grau que
ocorre com o envelhecimento. Os individuos que desfrutam de uma vida longa,
especialmente centendria, parecem lidar com a inflamagdo cronica subclinica por meio
de uma resposta anti-inflamatoria, chamada, portanto, anti-inflammaging (Davinelli,

Maes et al. 2016, Minciullo, Catalano et al. 2016, Prattichizzo, De Nigris et al. 2016).

O inflammaging ¢ um fator de risco muito significativo para a morbidade ¢
para a mortalidade na populacdo idosa, assim como para a maioria das doencas
relacionadas com a idade que compartilham uma patogénese inflamatoria. Este fendmeno
¢ provocado por uma carga antigénica continua e estresse (Franceschi, Bonafe et al. 2000,
Franceschi and Campisi 2014). Estudos recentes sugerem que uma comunicagdo
bidirecional entre o cérebro e o sistema imunologico € crucial para manter a homeostase
do sistema nervoso central (SNC). Um dos mais reconhecidos efeitos do envelhecimento
cerebral ¢ a desregulacdo do sistema imunologico como resultado da producdo ndo
controlada de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de citocinas pro-inflamatorias (figura

2) (Esiri 2007, Davinelli, Maes et al. 2016).
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Figura 2. Processo de envelhecimento celular. A figura demonstra o processo de inflammaging no
envelhecimento dos tecidos (tecido jovem as células apresentam caracteristicas normais, com poucos sinais
de células senescentes). O tecido senescente demostra a presenca de células senescentes, acdo de virus e
bactérias o que acarreta a ativagdo de células de defesa, liberagdo de citocinas e secre¢do de miR (micro
RNA envolvido no dano ao DNA) no tecido afetado por uma doenga ligada ao envelhecimento. Desta
forma, ocorre a inibi¢do de células de defesa, bem como o aumento dos parametros inflamatorios quando
comparados ao tecido senescente. Adaptado de (Olivieri, Albertini et al. 2015).

Ao longo das proximas décadas, tendo em conta a expectativa de vida
crescente da populacdo idosa, a incidéncia do desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas relacionadas com a idade devera aumentar drasticamente. Um fator
importante que desempenha um papel crucial no envelhecimento cerebral ¢ a demanda
alta de energia dos neurdnios para preservar os processos neuronais € manter a capacidade
cognitiva. O elevado consumo de oxigénio para a obtencdo de energia pode refletir na
maior vulnerabilidade do cérebro ao ataque de espécies reativas e a inflamagdo
subsequente (Esiri 2007, Davinelli, Maes et al. 2016), uma vez que ocorre desregulacao
do sistema imunologico, como resultado da produgdo exacerbada de espécies reativas de
oxigénio e citocinas pro-inflamatorias (Hsieh and Yang 2013, Fischer and Maier 2015).
Esta condigdo cronica tem sido definida como oxi-inflammaging e pode contribuir para a

perda neuronal em diferentes doencas neurodegenerativas, resultando em um acelerado

processo neurodegenerativo (Franceschi, Capri et al. 2007, Rosano, Marsland et al. 2012).
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No cérebro, as respostas imunoldgicas sdo minuciosamente controladas. Esta
regulacdo, em parte, depende da barreira hematoencefalica (BHE) e, também, através da
modulacdo da resposta das células residentes do cérebro, mais especificamente a
microglia e os astrocitos e, em menores propor¢des, os neurdnios. A microglia € a
principal célula imunologica residente do cérebro. Ela tem por atribuicdo conferir
imunidade inata, porém, os astrocitos e oligodendrocitos, também se encontram
envolvidos na resposta inflamatoria neural (Tansey, McCoy et al. 2007, Taylor, Main et
al. 2013). A microglia residente no cérebro saudavel exibe um fendtipo de repouso,
entretanto, sofre ativacdo quando submetida a tensdes, como a invasdo do patdgeno,
lesdes ou o acumulo de proteinas toxicas, iniciando respostas imunes para estimular o
reparo dos tecidos, fazendo a detoxificacdo de detritos e células apoptdticas. Sua atuagao
promove a homeostase cerebral através da producdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), fator 1 de crescimento tipo insulina (IGF-1) e citocinas anti-
inflamatorias como a interleucina 10 (IL-10). A IL-10 ¢ uma importante citocina
imunorreguladora e ¢ produzida por quase todos os tipos de células dentro do sistema
inato, incluindo macréfagos, mondcitos, células dendriticas (DCs), mastocitos,
neutrofilos, eosinofilos e células natural killer e adaptativa (incluindo células T CD4 (+),

CDS8 (+) e células B) (Gabrysova, Howes et al. 2014).

A persisténcia dos estimulos inflamatorios pode acarretar na superproducgdo
de fatores neurotoxicos incluindo citocinas, quimiocinas e prostaglandinas. E
amplamente considerado que a neuroinflamacao aguda ¢ benéfica no SNC ap6s lesdo ou
infec¢do, garantindo a homeostase para protecdo do organismo. Porém, a
neuroinflamagdo cronica € prejudicial ao SNC e isso pode ser atribuido, pelo menos em
parte, a geragdo de EROs (Godbout, Chen et al. 2005, Taylor, Main et al. 2013). As
citocinas pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral-o (TNF-a) ¢ a
interleucina 1B (IL-1p), irdo agir nos astrdcitos, induzindo a resposta imune adaptativa,
enquanto que as quimiocinas, como a proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-
1/CCL2), atuam no recrutamento de células imunitarias adicionais. A resposta
inflamatoria no cérebro envolve tanto o sistema imune inato como o adaptativo para
proporcionar um equilibrio entre efeitos benéficos e efeitos deletérios (Taylor, Main et
al. 2013). Em condig¢des fisioldgicas normais, os linfocitos T e B ativados ndo estdo
presentes em grande numero no SNC. No entanto, apo6s infec¢do ou lesdo no SNC e

subsequente indugdo da resposta imune inata, a produ¢ao de citocinas pro-inflamatorias,
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tais como IL-1B e TNF-o, pelas células gliais, estd aumentada. Isso aumenta a
permeabilidade da BHE, levando ao aumento da atividade (super-regulacdo) das
moléculas de adesdo celular nas células endoteliais microvasculares. As células T
ativadas e células B migram para o local da lesdo neuronal. Além disso, hd uma regulagdo
positiva em quimiocinas no cérebro, levando ao aumento da migracdo de leucdcitos

periféricos (Godbout, Chen et al. 2005, Taylor, Main et al. 2013).

Outra citocina pro-inflamatdria que desempenha um papel central na defesa
do hospedeiro, auxiliando nas respostas imunes, na hematopoiese e nas reagcdes de fase
aguda, ¢ a interleucina 6 (IL-6) (Simpson, Hammacher et al. 1997, Hubackova,
Krejcikova et al. 2012). Essa interleucina ¢ regulada por citocinas inflamatorias,
neurotransmissores ¢ neuropeptideos nas células cerebrais e, as vias de sinalizacdo
envolvendo o TNF-a, IL-1p, Fator nuclear kappa B (NF-KB) e a proteina cinase C (PKC),
induzem a producdo desta citocina nos astrocitos (Simpson, Hammacher et al. 1997,
Heidary, Rakhshi et al. 2014). Esta interleucina ¢ um fator de diferenciacdo das células
B, a qual pode induzir a maturagdo desta célula e de células plasmaticas. A IL-6 possui
varias fun¢des fisiologicas e fisiopatoldgicas no sistema imune e no SNC. Esta citocina
desempenha alguns papéis importantes na neurogénese e, além disso, na maturacdo das
células neuronais e gliais em condi¢des normais, sendo um importante marcador para ser
avaliado em estado saudavel ou patologico (Simpson, Hammacher et al. 1997,

Hubackova, Krejcikova et al. 2012, Heidary, Rakhshi et al. 2014).

Contudo, um dano cerebral pode influenciar o processo de envelhecimento
induzindo alteragdes gliais e neuronais, principalmente por induzir neuroinflamagao,
impactando na satide mental do individuo idoso o que acaba contribuindo para a menor
qualidade de vida do mesmo. Reducdo neste processo neuroinflamatorio pode contribuir
enormemente na melhora de qualidade de vida destes individuos (Ziebell, Rowe et al.

2016).

1.3. Fatores neurotroficos e envelhecimento

Em seres humanos a senescéncia das células neurais promove uma série de

modificacdes morfologicas que incluem alargamento dos ventriculos, diminuicdo da
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massa encefélica e a perda, histopatologicamente significativa, do nimero de sinapses.
Neste sentido, os fatores neurotroficos apresentam ligagdo direta com o

comprometimento cognitivo em cérebros envelhecidos (Burke and Barnes 2006).

O desenvolvimento fenotipico e manutencdo de populacdes de células
especificas em desenvolvimento no SNC dependem dos fatores neurotroficos que sdo
peptideos secretados com a fungdo de crescimento e desenvolvimento (Siegel and
Chauhan 2000). Estes fatores neurotroficos apresentam-se divididos em quatro familias:
superfamilia do fator de crescimento derivado do nervo (NGF); familia do fator
neurotrofico derivado de células gliais (GDNF); super familia da neuroquina ou
neuropoietina e a superfamilia do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (Siegel
and Chauhan 2000) (Allen, Watson et al. 2013). Os principais fatores neurotroficos
abordados neste estudo incluem o NGF e o BDNF.

A maioria dos individuos idosos mostra uma diminuicdo gradual das
capacidades cognitivas que estdo associadas as alteragdes corticais ou do hipocampo,
regides do cérebro envolvidas em processos de memoéria ¢ aprendizagem. Logo, esses
efeitos cognitivos resultam da plasticidade neuronal prejudicada, que ¢ alterada no
envelhecimento normal. As neurotrofinas e seus receptores, notadamente o BDNF, sdo
expressos em areas cerebrais que exibem um alto grau de plasticidade (isto €, o
hipocampo e o cortex cerebral) e sdo considerados como genuinos mediadores
moleculares da plasticidade sindptica funcional e morfologica (Tapia-Arancibia, Aliaga
et al. 2008, Budni, Bellettini-Santos et al. 2015). O BNDF ¢é uma neurotrofina que ajuda
a proteger os neurdnios de danos causados por infecgdes ou lesdes. Ele ¢ uma pequena
proteina dimérica, estruturalmente relacionado com o NGF, que existe em abundancia e
¢ amplamente expresso no cérebro de mamiferos adultos (Murer, Yan et al. 2001,
Patterson 2015). O BDNF ¢ um mediador importante da plasticidade sinaptica e da

formagdo da memoria (Cowansage, LeDoux et al. 2010).

A expressdao do BDNF no SNC ¢é modificada por varios tipos de lesoes
cerebrais como, por exemplo, a atividade convulsiva, estresse, isquemia e hipoglicemia.
As alteragdes em sua expressdo podem contribuir para algumas patologias, tais como, a
depressdo, a DA, a doenca de Parkinson e a epilepsia (Tapia-Arancibia, Rage et al. 2004).
O BDNF ¢ considerado a principal neurotrofina do cérebro, sendo produzido,

principalmente, pela glia e pelos nlicleos neuronais, ¢ bastante expresso no hipocampo,
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neocortex, amigdala e cerebelo (Shimizu, Hashimoto et al. 2003). Entretanto, sua
expressdo pode ser afetada pelo glutamato e a despolarizacdo de membrana através de
canais de calcio (Ca*?) (Rage, Silhol et al. 2007). Suas a¢des sobre os neurdnios
sensoriais, glanglio da retina, neurdnios colinérgicos, neurénios motores espinhais e
neuroénios dopaminérgicos, envolvem a proliferacdo, manutencdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia destes neurdnios (Pruunsild, Kazantseva et al. 2007). O efeito do BDNF ¢
mediado através dos receptores tirosina cinase B (TrkB) (Chao, Xie et al. 2016) e também
facilita a sintese e consolidagdo de novas memorias, pelo fortalecimento das conexoes
sinapticas envolvendo o potencial de longa duragdo (LTP) (Korte, Carroll et al. 1995). O
receptor de neurotrofina p75 (P75NTRé outro receptor para BDNF, este ¢ importante para
o refinamento e correta inervagdo durante o desenvolvimento, porém, pode mediar agdes
como apoptose e esta associado ao processo inflamatorio (Chao, Rajagopal et al. 2006).
O ligante do P75NTR geralmente ¢ o pr6-BDNF, ou seja, a forma imatura do BDNF. Esta
ligacdo acontece antes mesmo que o BDNF seja clivado para se tornar ativo ou maduro

(Teng and Hempstead 2004, Budni, Bellettini-Santos et al. 2015).

No envelhecimento, o polimorfismo genético do BDNF pode afetar a
memoria episoddica em idosos (Kennedy, Reese et al. 2015). Além disso, foi observado
que o BDNF pode ser um marcador da fungdo cognitiva em mulheres idosas
(Komulainen, Pedersen et al. 2008). Outro estudo mostrou que os receptores para BDNF,
mais do que o proprio BDNF, podem ser os desencadeadores de alteracdes
neuroendodcrinas associadas com o envelhecimento (Rage, Silhol et al. 2007). Também
um estudo pré-clinico mostrou que a redu¢do de BDNF induz dano na memoria em
envelhecidos (Petzold, Psotta et al. 2015). As doengas neurodegenerativas estdo se
tornando um problema cada vez maior no envelhecimento da populagdo. Os baixos niveis
de BDNF estdo associados com a patogénese de numerosas doengas neurodegenerativas
(You, Park et al. 2016). Este fator neurotréfico promove a sobrevivéncia e diferenciagio
de neurdnios, protegendo-os contra a neurodegeneracdo, danos neuronais e inibe o

declinio da memoria e cogni¢do relacionados a idade (Li, Xu et al. 2016).

A segunda neurotrofina abordada neste estudo ¢ o NGF. Este ¢ uma
glicoproteina composta por trés subunidades: a-NGF que ¢ inativa; B-NGF que ¢
biologicamente ativo e y-NGF que processa o precursor de NGF para a sua forma madura.

O NGF ¢ sintetizado como um precursor do pro-NGF e ¢ segregado fora das células ou
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clivado intracelularmente em NGF maduro. A secre¢do de NGF pode ser uma mistura de
pro-NGF e o NGF maduro (Budni, Bellettini-Santos et al. 2015, Triaca, Sposato et al.
2016). O pro-NGF, a forma precursora nao clivada do NGF, liga-se ao receptor p7SNTR
com maior afinidade (Lee, Kermani et al. 2001). Notavelmente, o receptor p7SNTR ¢
bem conhecido por seu papel na mediacdo da morte celular neuronal (Underwood and
Coulson 2008). Existem evidéncias crescentes de que o pr6-NGF forma um complexo
heterotrimérico com o receptor p75SNTR e o receptor de neurotensina e sortilina, para

ativar cascatas apoptoticas (Nykjaer, Lee et al. 2004, Al-Shawi, Hafner et al. 2008).

O NGF ¢ importante para a realizagdo da plasticidade neuronal e
sobrevivéncia dos neurdnios colinérgicos das regides do cortex cerebral, hipocampo,
hipotdlamo e prosencéfalo basal, que estdo relacionadas com a memoria. Apresenta-se
diminuido & medida que o organismo atinge o envelhecimento. Este fator neurotrofico
pode contribuir para um declinio dependente da fungdo cognitiva com o avango da idade.
Portanto, o NGF desempenha um papel significativo no desenvolvimento da memoria e
cogni¢do, na sobrevivéncia e na manutengdo dos neurdnios colinérgicos durante o
processo de envelhecimento cerebral (Budni, Bellettini-Santos et al. 2015, Campos,

Rocha et al. 2016, Triaca, Sposato et al. 2016).

1.4. Vitamina D3 e o envelhecimento

A vitamina D é um hormonio esterdide que apresenta um papel importante na
regulagdo dos niveis de Ca®*, de fosforo e de mineralizagdo dssea do corpo (Briones and
Darwish 2012) e, também, ¢ bem reconhecida como um neuroesterdide que modula
multiplas funcdes cerebrais (Eyles, Feron et al. 2009). Um crescente niimero de
evidéncias indica que a vitamina D desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento do cérebro na neurotransmissdo, na neuroprote¢do € na
imunomodulagdo (Kalueff and Tuohimaa 2007, Buell and Dawson-Hughes 2008, Briones
and Darwish 2012, Mpandzou, Ait Ben Haddou et al. 2016). No entanto, os mecanismos
moleculares precisos pelos quais a vitamina D exerce essas fungdes no cérebro ainda ndo

estdo bem elucidados (Cui, Gooch et al. 2017).
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A vitamina D pode ser obtida através de fontes de alimentos inclusos na dieta,
ou sintetizada na pele a partir de 7-dehidrocolesterol durante a exposigao a luz solar (raios
ultravioletas do tipo B) (Kalueff and Tuohimaa 2007, Buell and Dawson-Hughes 2008,
Briones and Darwish 2012). Apds a ingestdo, o hormdnio ¢ biologicamente inerte e
precisa ser ativado através de uma via enzimatica. Esta, por sua vez, sera constituida por
duas etapas envolvendo 25-hidroxilase e 1a-hidroxilase para a conversao da vitamina D
em sua forma ativa (1,25 (OH)2 D3). A producdo cutanea da vitamina D ¢ influenciada
por alguns fatores, tais como, a hora do dia, a estacdo, a latitude, a pigmentagao da pele,
o uso de filtro solar e o envelhecimento. A vitamina D (representada por D2 ou D3), a
partir da sintese cutdnea ou ingestdo dietética/suplementar, liga-se a proteina de ligagdo
a vitamina D (PAD) e ¢ transportada para o figado. Neste 6rgdo, ela sofre hidroxilacao
no carbono-25 pela enzima do citocromo P450 (CYP2R), dando origem a 25-
hidroxivitamina D (25 (OH) D) que ¢ o principal metabdlito circulante de vitamina D. A
partir do figado este metabdlito ¢ transportado para os rins, onde sofre uma segunda
hidroxilagdo na posi¢do carbono-1 pelo citocromo P450 (5 (OH) D-10-hidroxilase ou
(CYP27B1)). Todo esse processo ira resultar na produgdo de 1,25-di-hidroxivitamina D
(1,25 (OH)2 D3), que se trata do metabolito biologicamente ativo da vitamina D (figura
2) (Buell and Dawson-Hughes 2008, Briones and Darwish 2012, Schlogl and Holick
2014, Mpandzou, Ait Ben Haddou et al. 2016, Thacher and Levine 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Metabolismo da vitamina D. A figura demonstra o metabolismo e a nomenclatura da vitamina
D. A incidéncia de raios solares ultravioleta tipo-B (UVB) na pele, ativam a sintese da vitamina D3 a
partir da 7-dehidrocolesterol. Apés sua sintese ¢ transportada para o figado onde sera hidroxilada pela
enzima citocromo P450 (CYP2R) em 25-hidroxivitamina D3. Possui como transportador a PAD (proteina
de ligacdo a vitamina D). Nos rins sofre uma segunda hidroxilagéo através da enzima citocromo P450 1a
hidroxilase (CYP27B1), resultando no metaboélico ativo da vitamina D3 (1,25 dihidroxivitamina D3).
Adaptado de (Lichtenstein, Ferreira-Junior et al. 2013).

Uma vez ativada, a vitamina D influencia diferentes sistemas metabodlicos
através da atuacdo em vias genOmicas e ndo genomicas. Além de regular a absorcao de
Ca?" intestinal € a homeostase mineral, 1,25 (OH)2 Ds, se liga ao receptor de Vitamina D
(VDR), que interage com o receptor X do receptor nuclear para o 4cido retindico (RXR).
Na presenca de 1,25 (OH)2 D3 o complexo VDR/RXR liga-se a pequenas sequéncias de
DNA conhecidos como elementos de resposta vitamina D (VDREs) e inicia uma cascata
de interagdes moleculares que modulam a transcrigdo de varios genes em tecidos por todo
o organismo (Buell and Dawson-Hughes 2008, Jia, Wang et al. 2015, Pang, Qi et al.
2016). O VDR também esta presente no cérebro adulto e em desenvolvimento, onde
realiza a mediacdo dos efeitos da vitamina D no desenvolvimento ¢ na funcdo cerebral

(Ramakrishna 1999, Mpandzou, Ait Ben Haddou et al. 2016, Cui, Gooch et al. 2017).
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Com base nestas informacgdes, ¢ altamente provavel que a vitamina D desempenhe um
importante papel no funcionamento neuroldgico. Estudos em animais indicam que a
vitamina D ¢ importante para o desenvolvimento do cérebro (Ramakrishna 1999, Jia,

Wang et al. 2015, Al-Harbi, Khan et al. 2017).

O interesse na relacdo entre a vitamina D e a fun¢do do SNC foi ampliado
depois do reconhecimento da atividade neural deste esterdide (Buell and Dawson-Hughes
2008). A evidéncia para um papel da vitamina D na fun¢do cerebral comegou a ser
observado héa algumas décadas atras (Dragneva, Isaeva et al. 1966, Hanafy, Hassanein et
al. 1967). Os resultados apontavam a presenga de VDR no cérebro dos animais
experimentais ¢ demonstraram que a 1,25 (OH)> D; estava presente no liquido
cefalorraquidiano desses animais (Lichtenstein, Ferreira-Junior et al. 2013). Os estudos
em animais revelaram a presenca de VDR no neuroepitélio durante o inicio da
neurogénese ¢ em fases posteriores, em uma area envolvida na manutengdo de células
estaminais neurais, a zona subventricular (Buell and Dawson-Hughes 2008, Lichtenstein,
Ferreira-Junior et al. 2013). Dados em animais confirmam a expressdo de VDR em
regides especificas do cérebro incluindo o lobo temporal, coértex cingulado, talamo,
cerebelo, amigdala e regides do hipocampo (Eyles, Smith et al. 2005, Buell and Dawson-
Hughes 2008). Um estudo com ratos F344, mostrou que a vitamina D foi capaz de
modular o aumento do estado pré-inflamatodrio relacionado a idade e a carga amiloide.
Este efeito foi associado a diminui¢d@o do comprometimento da memoria, pela vitamina
D, observada nos ratos idosos, tornando-a uma opg¢ao terapéutica util para aliviar os

efeitos do envelhecimento na funcdo cognitiva (Briones and Darwish 2012).

O nivel de vitamina D pode desempenhar um papel imunomodulador no SNC
(Casaccia-Bonnefil, Pandozy et al. 2008). Estudos clinicos vem demonstrando que ha
uma associagd@o entre os niveis baixos de vitamina D e disturbios de memoria episodica,
que se referem a informacdes de contexto espacial (Annweiler, Allali et al. 2009, Soni,
Kos et al. 2012, Littlejohns, Henley et al. 2014). Também tem sido mostrado que a
vitamina D esta associada a um melhor desempenho cognitivo, onde existe um risco de
comprometimento cognitivo de até quatro vezes maior em individuos com deficiéncia
grave de vitamina D (<25 nmol/L) em comparag¢do com individuos normais (=75 nmol/L)
(Soni, Kos et al. 2012). A deficiéncia de vitamina D, também esta associada ao aumento

do risco de deméncia de todas as causas (incluindo a DA) sendo, adicionalmente,
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evidenciado que ha uma associagdo de deficiéncia de vitamina D com queixa cognitiva
subjetiva em pacientes geriatricos (Soni, Kos et al. 2012, Annweiler, Montero-Odasso et
al. 2013, Obermann, Morris et al. 2013, Littlejohns, Henley et al. 2014, Tot Babberich
Ede, Gourdeau et al. 2015). Outro estudo indicou que maiores niveis séricos de vitamina
D sdo associado com um menor risco de doengas autoimunes como, por exemplo, a

esclerose multipla (EM) (Spach, Pedersen et al. 2004).

O papel potencial da vitamina D e do seu metabolito bioativo 1, 25 (OH)» Ds
na regulagdo das respostas imunes ¢ reconhecido através do VDR. O VDR esta presente
em macrofagos, células dendriticas, linfocitos T e B ativados. A fungdo e a proliferagéo
dessas células podem ser reguladas por 1, 25 (OH)2 Ds. A capacidade de 1, 25 (OH); D3
para regulagdo de respostas imunes tem utilidade clinica na prevencdo de algumas
doencas autoimunes em modelos animais € em humanos (Hayes 2000, Annweiler, Allali
etal. 2009, Briones and Darwish 2012, Naghavi Gargari, Behmanesh et al. 2015). O VDR
estimula a transcricdo de varios genes para alterar a funcao celular (Hayes 2000). As
enzimas ativadoras da vitamina D, a 25-hidroxilase, a lo-hidroxilase e a enzima
inativadora 24-hidroxilase, também estdo presentes no cérebro (Miller and Portale 2000,
Garcion, Wion-Barbot et al. 2002). Portanto, a capacidade do cérebro para sintetizar
localmente a forma ativa da vitamina D, 1,25(OH). D3 bem como, a presenca de VDR,
sugerem que a vitamina D esta envolvida no desenvolvimento e ou funcionamento normal

do cérebro (Al-Harbi, Khan et al. 2017).

Estudos epidemiologicos tém mostrado que até um terco dos adultos possuem
niveis insuficientes de vitamina D (Briones and Darwish 2012, Nossov, Dines et al. 2014)
e ha uma forte associacdo entre a baixa concentragdo de vitamina D e a depressao (Collin,
Assmann et al. 2016). Além disso, tem-se demonstrado que a vitamina D estd envolvida
em processos associados com a neurogénese durante o desenvolvimento e tém papéis bem
conhecidos no metabolismo do Ca?', na satide dos ossos, no sistema imune € no
desenvolvimento do cérebro (Dougherty, Dilisio et al. 2016, Pang, Qi et al. 2016). Uma
associacgdo entre baixas concentrac¢des de vitamina D e prejuizos em fungdes cognitivas,
como funcdo executiva, memoria e orientagdo, ¢ relatada em humanos, bem como o
diagnostico de deméncia e de doenca de Alzheimer (Annweiler, Allali et al. 2009,
Llewellyn, Langa et al. 2009).Um estudo que avaliou 139 residentes de clinicas de

repouso com historicos de quedas e deficientes em vitamina D, demonstrou que a
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suplementagdo de vitamina D foi capaz de melhorar a atencdo e o tempo de reagdo desses
pacientes apos 6 meses de suplementacdo (Dhesi, Jackson et al. 2004). Outro estudo
mostrou que a suplementacao por 4 semanas de vitamina D em 25 residentes de casas de
saude, nos Estados Unodos, apresentou uma pequena melhora no desempenho do desenho
do relégio nesses pacientes, porém, na fluéncia verbal, o mesmo nao foi relatado (Buell,

Scott et al. 2009, Buell, Dawson-Hughes et al. 2010).

Portanto, o baixo nivel de vitamina D durante a vida adulta também pode estar
ligado a deficiéncia cognitiva e a doengas neurodegenerativas, além de transtornos
neuropsiquiatricos (Groves, McGrath et al. 2014, Cheng, Xia et al. 2016, Collin, Assmann
et al. 2016). A vitamina D tem um papel imunomodulador através de suas acdes anti-
inflamatoérias e anti-autoimunes. No SNC, a vitamina D esta envolvida na regulag¢do da
excitotoxicidade neuronal mediada por Ca?", na redugdo do estresse oxidativo € na
indugdo de proteinas estruturais sindpticas como os fatores neurotroficos e
neurotransmissores que se encontram deficientes. A exposicao reduzida a luz solar e a
baixa ingestdo de alimentos podem levar a deficiéncia de vitamina D. Evidéncias
crescentes apontam o impacto da deficiéncia de vitamina D como fator favorecedor de
varias doencas neuroldgicas centrais ou periféricas, especialmente a EM e varias doencas
neurodegenerativas (Kesby, Eyles et al. 2011, Wrzosek, Lukaszkiewicz et al. 2013,
Briones and Darwish 2014, Groves, McGrath et al. 2014, Annweiler, Bartha et al. 2015,
Sundstrom and Salzer 2015). Quando examinadas as altera¢des da expressdo génica em
neuronios envelhecidos, postula-se que os mecanismos subjacentes ao envelhecimento do
SNC envolvem a instabilidade gendmica, a disfun¢do neuroendodcrina, a producido de
compostos oxidativos, a alteragdo no metabolismo de Ca’* e o dano neuronal
inflamatorio. O hormonio calciferol e o VDR podem ter um efeito regulador na maioria
desses mecanismos de envelhecimento (Lee, Weindruch et al. 2000, Tuohimaa, Keisala
et al. 2009). Neste sentido, torna-se relevante a investigacdo do papel da vitamina D
durante a evolugdo da fase jovem a idosa, podendo ser um alvo terapéutico essencial aos

danos cognitivos causados pelo envelhecimento.
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1.5 Justificativa

Em relagdo as alteragdes cognitivas no processo de envelhecimento, estudos
indicam que a perda da memoria ¢ uma das principais queixas dos idosos (Matchar, Chei
et al. 2016). Dessa forma, evitar a perda consideravel da memoria no idoso ¢ uma das
prioridades para que, os individuos com idade avancada, possam manter-se independentes
de seus familiares e capazes de realizar todas as atividades cotidianas, ou seja, para que
os mesmos possam desfrutar de uma melhor qualidade de vida no envelhecimento tendo
maior autonomia diante de suas fung¢des didrias (Scherling, Wilkins et al. 2016).
Pesquisas vém buscando esclarecer o potencial da vitamina D nos processos de memoria
e o efeito neuroprotetor da mesma em patologias. Entretanto, seu real efeito sobre os
processos de manutencdo da memoria no envelhecimento, bem como seu mecanismo de
acdo, ainda permanecem obscuros (Lichtenstein, Ferreira-Junior et al. 2013). Neste
sentido, torna-se necessario ampliar as pesquisas que visam trazer maior conforto e
melhor desempenho cognitivo durante o envelhecimento, uma vez que estimativas
apontam para um aumento consideravel da populag@o idosa em nivel mundial. Portanto,
este trabalho visa investigar o papel da vitamina D no processo de envelhecimento em

ratos Wistar.
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2. Objetivos gerais

Avaliar o efeito da administracdo da vitamina D (1a- 25 Dihidroxivitamina
D3) sobre parametros neuroquimico e comportamental em ratos Wistar em processo de

envelhecimento.

2.1 Objetivos especificos

. Avaliar o efeito do tratamento com vitamina D na memoria espacial através dos
testes comportamentais do labirinto em Y em animais com 2, 6, 13 e 22 meses de idade;
. Avaliar o efeito do tratamento com vitamina D na memoria espacial através do
teste comportamental do labirinto octogonal em animais com 2, 6, 13, 22 e 31 meses de
idade;

. Avaliar o efeito do tratamento com vitamina D na memoria de habitua¢do ao
campo aberto com o teste comportamental de habitua¢do ao campo aberto em animais

com 2, 6, 13, 22 ¢ 31 meses de idade;

. Verificar os niveis séricos de vitamina D no soro dos animais com 2, 6, 13, 22 ¢
31 meses.
. Avaliar os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1f, IL-6 e IL-10) em cortex frontal e

hipocampo de ratos com 2, 6, 13, 22 ¢ 31 meses, tratados com vitamina D;
° Avaliar os niveis de fatores neurotroficos BDNF ¢ NGF em cortex frontal e

hipocampo de ratos com 2, 6, 13, 22 e 31 meses, tratados com vitamina D;
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3. Materiais e Métodos

3.1.Desenho experimental

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos com 2, 6, 13, 22 ¢ 31
meses de idade procedentes do biotério da UNESC pesando aproximadamente 250 (2 e 6
meses) a 600g (13 a 31 meses), sendo que as idades de 13, 22 e 31 meses, correspondem,
respectivamente, as idades de 45, 75 e 107 anos em humanos (Sengupta 2013). Os ratos
permaneceram abrigados em 5 animais por caixa com acesso ao alimento e a agua ad
libitum e foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e
temperatura de 23+1° C. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob protocolo 087/2016-1.

3.2. Tratamento cronico

Os animais foram tratados com vitamina D3 (Adera D3® — colicalciferol
3.300 Ul/ml Laboratério Mantecorp Farmasa) nas doses de 42 ou 420 Ul/kg por via oral
(v.0.), foi diluido em agua e administrado por gavagem, durante 21 dias (Briones and
Darwish 2012). As gavagens foram administradas todos os dias as 10:00 h, com auxilio
de uma agulha de gavagem com o maximo cuidado para evitar o estresse dos animais. Do
14° ao 22° dia foram submetidos aos testes comportamentais e, apds o término do
comportamento, no ultimo dia, sofreram eutandsia e tiveram as estruturas do cortex
frontal e hipocampo dissecadas do cérebro para as analises bioquimicas.

Os animais foram divididos em grupos experimentais baseados nas idades e

nos tratamentos:

1. Animais com idade de 2 meses tratados com dgua v.o. por gavagem;

2. Animais com idade de 2 meses tratados com 42 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;

3. Animais com idade de 2 meses tratados com 420 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;

4. Animais com idade de 6 meses tratados com agua v.o. por gavagem;

5. Animais com idade de 6 meses tratados com 42 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por

gavagem;
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6. Animais com idade de 6 meses tratados com 420 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;
7. Animais com idade de 13 meses tratados com agua v.o. por gavagem,;
8. Animais com idade de 13 meses tratados com 42 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;
9. Animais com idade de 13 meses tratados com 420 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;
10. Animais com idade de 22 meses tratados com agua v.o. por gavagem,;
11. Animais com idade de 22 meses tratados com 42 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem;
12. Animais com idade de 22 meses tratados com 420 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;
13. Animais com idade de 31 meses tratados com agua v.o. por gavagem.
14. Animais com idade de 31 meses tratados com 42 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;
15. Animais com idade de 31 meses tratados com 420 Ul/kg de vitamina D3 v.o. por
gavagem,;

Os testes comportamentais foram realizados em etapas, de acordo com as
idades (figura 4 e 5):
Etapa 1: n=6-10 animais por grupo experimental, com idade de 2 meses foram avaliados
nos testes do labirinto em Y, de habituacdo ao campo aberto e do labirinto octogonal;
Etapa 2: n=8-15 animais por grupo experimental, com idade de 6 meses foram avaliados
nos testes do labirinto em Y, de habituacdo ao campo aberto e do labirinto octogonal;
Etapa 3: n=9-13 animais por grupo experimental, com idade de 13 meses foram avaliados
nos testes do labirinto em Y, de habituacdo ao campo aberto e do labirinto octogonal;
Etapa 4: n=10-11 animais por grupo experimental, com idade de 22 meses foram
avaliados nos testes do labirinto em Y, de habituagdo ao campo aberto e no labirinto
octogonal;
Etapa 5: n=4-7 animais por grupo experimental, com idade de 31 meses foram avaliados

nos testes de habituagdo ao campo aberto e do labirinto octogonal.

O desenho experimental das etapas 1, 2, 3 e 4 estdo representados na figura 4

¢ a etapa 5 na figura 5:
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Figura 4. Desenho experimental. Etapas 1, 2, 3 ¢ 4.
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Figura 5. Desenho experimental. Etapas 5.

3.3 Testes comportamentais

3.3.1 Labirintoem Y

Esse teste € realizado para avaliar a memoria de reconhecimento espacial dos

animais. O aparato comportamental ¢ composto de material MDF preto e possui trés
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bragos iguais (50 x 10 x 20 cm, cada braco) afastados em 120°. Este foi colocado em uma
sala escura com iluminacdo de lampada vermelha, para deixar os animais mais
confortaveis para explorar o aparato (Deacon and Rawlins 2006) e com dicas visuais nas
paredes do bracgo para facilitar a localizacdo espacial dos animais. O protocolo consiste
de duas sessdes separadas por um intervalo de 2 horas. Na primeira sessdo, o animal foi
colocado no final de um dos bragos, chamado de braco de “partida”, e teve livre acesso
para explorar o “outro braco” durante 5 min. Nesta sessdo inicial, o terceiro braco do
labirinto estava bloqueado por uma porta guilhotina. Apds os 5 minutos os animais
retornaram a caixa moradia. Depois de 2 horas, na segunda sessdo, o animal foi
novamente colocado no brago de “partida” do labirinto para explorar livremente os trés
bragos durante 5 min, ja com o brago que estava fechado anteriormente, chamado de brago
“novo” disponivel para exploragdo. O tempo de permanéncia em cada brago foi
registrado, para avaliar a preferéncia dos animais por explorar o bragco “novo” que nao

pode ser explorado na primeira sessdo (Dellu, Fauchey et al. 1997).

3.3.2 Teste de habituacio ao campo aberto

Para avaliar a memoria de habituacdo, no 16° dia de tratamento, os animais
foram colocados no aparato de habituag¢do ao campo aberto. Este aparato consiste em uma
caixa com 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 paredes de
madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto ¢ dividido em 9 quadrados
iguais marcados por linhas pretas. Na sessdo de treino, os animais foram, cuidadosamente,
colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual pdde
explorar livremente o ambiente por 5 minutos. Imediatamente apos o término dos cinco
minutos, os animais foram devolvidos para a caixa moradia. A sessdo de teste foi
realizada 24 horas ap0s o treino (15° dia de tratamento) na qual se repetiu o procedimento
do treino. Foram aferidos os numeros de “cruzamentos” através das linhas pretas e o
numero de “levantamentos” contabilizados a partir do numero de vezes que o animal
permaneceu de pé nas duas patas traseiras, esses parametros foram avaliados em ambas
as sessoes (Vianna, Alonso et al. 2000). Ao final, com este teste comportamental, foi

avaliada a memoria de habituagdo ao campo aberto nesses animais.
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3.3.3 Labirinto octogonal

Este teste comportamental ¢ realizado para aferir a memoria espacial dos
animais. O animal foi colocado no aparato do labirinto octogonal, um aparato de 8§ bragos,
numerados de 1 a 8 (48 x 12 cm), que se estende radialmente a partir de uma area central
(32 cm de didmetro). O aparelho foi colocado 50 cm acima do chdo, e continha formas
geométricas posicionadas ao final do brago onde foi colocada a recompensa. Dessa forma,
o animal foi colocado neste aparato durante 10 minutos no primeiro dia de teste apenas
para se habituar ao aparato, retornando, em seguida a caixa moradia, onde foram
colocados, aproximadamente, 2 cereais de chocolate (Nescau Cereal®) por animal para
se habituarem a comida e, depois, permaneceram por 22 horas sem ra¢do. No segundo
dia de teste ou 19° de tratamento o animal foi colocado novamente no aparato, porém, ja
havia recompensa (cereal de chocolate) em quatro dos oito bragos do labirinto. Nos bragos
em que foram colocadas as recompensas, haviam as pistas geométricas. Foram anotadas
as entradas em cada braco, assim como, medido o tempo que cada animal demorou para
encontrar 0s 4 cereais de chocolate, assim que o animal havia encontrado as 4
recompensas era retirado do aparato ¢ devolvido a caixa moradia. Apds retornarem a
caixa moradia, os animais recebiam a ra¢ao do biotério e tinham a racdo durante 2 horas
disponivel para alimentarem-se, ap6s foi colocado novamente 2 cereais de chocolate por
animal e a ragdo do biotério foi retirada, assim os ratos permaneceram em jejum durante
as 22 horas subsequentes. O mesmo procedimento foi realizado no 20°, 21° ¢ 22° dias.
Ap6s o término do teste, os animais foram submetidos a eutanasia (Foyet, Hritcu et al.
2011, Hritcu, Cioanca et al. 2012). Através deste teste comportamental foram aferidos os
seguintes parametros: erros totais e o tempo total (laténcia) que obtiveram para
encontrarem a recompensa nos 4 bragos, avaliando a memoria espacial dos ratos (Packard

and White 1991) .

3.3.4. Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia no 22° dia do experimento, logo
apoOs a avaliagdo comportamental, por decapitacdo na guilhotina. Os animais ficaram
aguardando a eutanasia na sala ao lado para evitar que sentissem o cheiro do sangue ¢ a

guilhotina foi lavada em agua corrente entre cada eutanasia. O cortex frontal e hipocampo
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foram dissecados para posteriores analises bioquimicas. As amostras foram armazenadas

com refrigeracao a — 80C°.

3.4 Analises Bioquimicas

3.4.1 Analise dos niveis de vitamina D3 no soro

Os niveis de 25(OH) D3 foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) realizada pelo laboratorio Pasteur da cidade de Cricitima/SC, em

amostras de soro dos animais com 2, 6, 13, 22 ¢ 31 meses de idade.

3.4.2 Analise dos niveis de citocinas e fatores neurotroficos

Amostras de cortex frontal e hipocampo foram homogeneizados em tampao
fosfato. Os niveis de citocinas (TNF-q, IL-1f, IL-6 e IL-10) e de fatores neurotroficos
(NGF e BDNF) foram quantificadas por kits de imunoensaio enzimatico enzimatico
(ELISA) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), conforme as recomendacdes do
fabricante, descritas a seguir. As placas de microtitulacdo (96 pogos de fundo plano)
foram incubadas durante a noite com o anticorpo de captura. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com tampao fosfato de lavagem, e em seguida, foram bloqueadas
com uma solu¢do de tampdo fosfato com albumina 1% durante 1 hora. Apds, foram
incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padréo, diluidas em solugdo tampao,
durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampdo de
lavagem e, em seguida, incubadas com anticorpo de detecc¢do por mais 2 horas. Depois
das lavagens, foi incubado uma peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos,
e apds o substrato (peroxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reacdo foi
finalizada pela adigdo de acido sulfurico 2N. As placas foram lidas a 450nm em
espectrofotometro. A proteina total foi mensurada de acordo com o método de Lowry

(Lowry, Rosebrough et al. 1951), usando albumina de soro bovino como padrao.
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3.5. Analise estatistica

As dosagens dos niveis dos fatores neurotroéficos (BDNF, NGF), das citocinas
(TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) e a dosagem das concentragcdes de vitamina D3 no soro,
foram avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) ¢ o teste post hoc de
Duncan foi realizado, quando apropriado. Os dados do labirinto octogonal foram
avaliados por ANOVA de uma via de medidas repetidas e quando o valor de F foi
significativo, foram realizadas comparacdes entre os grupos pelo teste post hoc de
Duncan. Os dados do labirinto em Y e do teste de habituagdo ao campo aberto, foram
analisados pelo teste T de Student para amostras dependentes. A significancia estatistica

foi considerada para os valores de p menores que 0,05.
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4 Resultados

Os resultados da figura 6 mostram os niveis de vitamina D3 no soro dos
animais com 2, 6, 13, 22 e 31 meses de idade. A analise de varidncia de uma via
(ANOVA) revelou diferenca significativa [F(1,14):16,12 (p<0,01)] e o teste post hoc de
Duncan mostrou que a dose de 420 Ul/kg aumentou os niveis de vitamina D3 nos animais
de 2, 6, 13 e de 22 meses, quando comparados ao grupo controle (dgua) dentro de cada
idade. A dose de 42 Ul/kg (p<0,01), aumentou os niveis de vitamina D3 apenas na idade
de 13 meses. Na idade de 22 meses os niveis de vitamina D3 nos grupos controle (4gua)
e 42 Ul/kg estavam abaixo do nivel encontrado no soro dos animais com 2 meses. Os
animais de 31 meses ndo apresentaram diferencas estatisticas em nenhum dos trés grupos

experimentais avaliados (figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo dos niveis de vitamina D3 no soro de animais com 2, 6, 13, 22 e 31 meses
suplementados com vitamina D3 (42 e 420 UI/kg) por 21 dias. A dosagem foi avaliada através do HPLC.
n= 4-10 animais por grupo experimental. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via e o teste post hoc de Duncan foi realizado
quando apropriado. Foram considerados significativos os resultados que apresentaram *p<0,05 ou
**p<0,01 quando comparado ao grupo controle (dgua) dentro de cada idade. &p<0,05 &&p<0,01 quando
comparado ao grupo controle (dgua) de 2 meses.

Os dados do labirinto em Y (figura 7) foram analisados pelo teste T de Student
para amostras dependentes quanto ao tempo de permanéncia entre os bragos “outro” e

“novo” para animais com 2, 6, 13 ou 22 meses de idade administrados ou nao com
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vitamina D3 (42 ou 420 Ul/kg). Os animais com 31 meses ndo foram submetidos ao
labirinto em Y devido ao nimero reduzido de animais nesta idade. Os animas com idade
de 2 meses dos grupos suplementados com vitamina D3 nas doses de 42 e 420 Ul/kg
[t(1,9) = 2,94; p<0,05] e [t(1,12) = 2,34; p<0,05], respectivamente, demonstraram
desempenho semelhante ao grupo que recebeu agua [t(1,6) = 2,64; p<0,05]. Todos se
mantiveram por maior tempo explorando o “brago novo” quando comparado ao “outro
braco” do aparato durante o teste, demonstrando que souberam se localizar espacialmente
e reconhecer qual era o brago novo. Ja os animais com 6 meses de idade, ndo
apresentaram, em nenhum dos trés grupos (agua, 42 e 420 Ul/kg), diferengas
significativas entre o tempo de exploragdo nos dois bracos avaliados. Os animais
mantiveram a exploragdo semelhante no “brago novo” e no “outro brago”, demonstrando
ndo reconhecer o novo ambiente (brago novo). Os animais com 13 ¢ 22 meses de idade
apresentaram dano de memoria espacial nos grupos que receberam agua, e a vitamina D3,
na dose de 42 Ul/kg para as idades de 13 meses e 22 meses, ndo foi capaz de reverter esse
dano, porém, a dose de 420 Ul/kg foi capaz de reverter esse dano, tanto na idade de 13
[t(1,11) = 3,40; p<0,05], quanto na de 22 meses [t(1,10) = 2,80; p<0,05], uma vez que os
animais apresentaram maior tempo de permanéncia no “braco novo”. Desta forma, a
vitamina D3 na dose de 420 Ul/kg foi capaz de reverter o dano na memoria espacial
causado pelo envelhecimento nas idades de 13 e 22 meses e manteve o mesmo efeito nos
trés grupos na idade de 2 meses (figura 7).
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Figura 7: Efeito da suplementagdo com vitamina D3 nas doses de 42 Ul/kg e 420 Ul/kg no teste de labirinto
em Y em ratos Wistars machos com idades de 2, 6, 13 ou 22 meses. A figura mostra o tempo de exploragio
em segundos em cada brago do labirinto em Y: “outro” e “novo ”. Os dados sdo expressos como média +
EPM de 7-13 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado com o “outro” brago.
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Os dados do teste de habituagdo ao campo aberto foram analisados pelo teste
T de Student para amostras dependentes. A figura 8 (A e B) mostra os resultados da
memoria de habituacdo avaliada pelo teste de habituagdo ao campo aberto referentes ao
nimero de cruzamentos e levantamentos, respectivamente, entre o treino e o teste de

animais com 2, 6, 13, 22 ¢ 31 meses de idade.

Os animais com 2 meses apresentaram desempenho semelhante, quanto ao
nimero de cruzamentos (figura 8 A), nos trés grupos (agua [t(1,10) = 4,57; p<0,05]; 42
Ul/kg [t(1,9) = 2,45; p>0,05] ou 420 Ul/kg [t(1,8) = 3,24; p>0,05]), todos diminuiram o
numero de cruzamentos entre o treino e o teste. O mesmo padrao de comportamento foi
observado com os animais de 6 meses tanto no grupo controle (agua [t(1,9) = 3,55;
p<0,05]) quanto nos grupos suplementados com vitamina D3 42 Ul/kg ([t(1,6) = 3,09;
p<0,05]) e 420 Ul/kg ([t(1,15) = 3,45; p>0,05]). Nas idades de 13 e 22 meses os animais
controle (agua) e os suplementados com vitamina D3 na dose de 420 Ul/kg, apresentaram
dano na memoria de habituacido, ndo diminuindo o nimero de cruzamentos entre treino e
teste. Ja a dose de 42 Ul/kg [t(1,22) =2,51; p<0,05] foi capaz de reverter o dano causado
pelo envelhecimento nessas idades. A idade de 31 meses apresentou dano na memoria de

habituacdo nos trés grupos.

Em relacdo ao numero de levantamentos (figura 8 B) as idades de 2 meses
(agua [t(1,10) = 2,79; p<0,05]; 42 Ul/kg [t(1,9) = 3,43; p>0,05] e 420 Ul/kg [t(1,8) =
3,14; p<0,05]) e de 6 meses (agua [t(1,9) =2,88; p<0,05]; 42 Ul/kg [t(1,6) = 3,23; p<0,05]
e 420 Ul/kg [t(1,15) = 3,65; p<0,05]) mantiveram o mesmo desempenho apresentado no
cruzamento, ou seja, todos aprenderam diminuindo a exploragdo no aparato. Os animais
com 13 meses de idade diminuiram os numeros de levantamentos no grupo controle agua
[t(1,19) = 3,30; p<0,05] e no grupo tratado com vitamina D3 na dose de 42 Ul/kg [t(1,22)
= 3,88; p<0,05], ja a dose de 420 Ul/kg, ndo apresentou resultado significativo entre treino
e teste. Os animais com idade de 22 meses mantiveram o mesmo padrdo ja apresentado
no cruzamento, sendo que a dose de 42 Ul/kg [t(1,9) = 3,41; p<0,05] foi capaz de reverter
o dano apresentado no grupo controle (dgua) [t(1,8) = 1,21; p=0,25] e a dose de 420 Ul’kg
ndo se mostrou capaz de reverter este efeito. E, por fim, os animais com 31 meses ndao

apresentaram resultados significativos em nenhum dos trés grupos.
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Figura 8 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D3 (42 e 420 Ul/kg) por 21 dias em animais com 2, 6,
13, 22 ou 31 meses de idade no teste de habituacdo ao campo aberto. (A) apresenta o numero de
cruzamentos e (B) nimero de levantamentos avaliados na sessdo treino e teste. Os dados foram expressos
como média = EPM com n = 4-13 animais por grupo experimental. Foram considerados significativos os
resultados que apresentaram *p<0,05 quando comparados no mesmo grupo experimental entre a sessao
teste e treino.

Na figura 9 (A e B), encontram-se os resultados do labirinto octogonal. A
analise de variancia (ANOVA) de uma via de medidas repetidas revelou diferenca
significativa na interacdo entre os grupos nas repeticdes em relacdo a laténcia (tempo)
para encontrar a recompensa [F (3,42) = 2,19; p <0,001) e os erros totais para encontrar

a recompensa [F (3,42) =27,87; p<0,05].

O teste post hoc de Duncan revelou diferencas significativas quando
observado o tempo (figura 9 A) para encontrar a recompensa nos grupos controle (agua),
42 e 420 Ul/kg de vitamina D3 nos animais com 2 meses de idade. As diferencas foram
significativas nos 2°, 3° e 4° dias de teste, dessa forma os animais demonstraram estar

com a memoria espacial conservada, pois a cada dia foram diminuindo o tempo para
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encontrar a recompensa. Ja os animais de 6 e 13 meses de idade apresentaram dano de
memoria espacial no grupo controle (4gua) sendo revertido pelas doses de 42 e 420 Ul/kg
de vitamina D3, porém, isso ocorreu apenas no 4° dia do teste. Os animais com idade de
22 e 31 meses também apresentaram dano de memoria espacial tanto nos grupos controles
(agua), quanto nos tratados com 42 Ul/kg de vitamina D3. Entretanto, a dose de 420 Ul/kg

foi capaz de reverter esse dano no 3° e 4° dias de teste em ambas as idades (figura 9 A).

Quando avaliado o numero total de erros (figura 9 B) para encontrar a
recompensa, o teste post hoc de Duncan mostrou diferengas significativas na idade de 2
meses no 2°, 3° e 4° dias de teste, quando comparados ao 1° dia, no grupo controle (agua).
No grupo tratado com 42 Ul/kg de vitamina D3, apenas foram diminuidos os erros no 4°
dia de teste e a dose 420 Ul/kg apresentou um melhor desempenho no 3° e 4° dias de teste.
Os animais com 6, 13, 22 e 31 meses de idade que receberam agua, apresentaram dano
de memoria ndo diminuindo o nimero de erros ao longo dos dias de teste. Na idade de 6
meses houve reducgdo significativa no niimero de erros no 4° dia dos grupos tratados com
42 e 420 Ul/kg de vitamina D3. J4, os animais com 13 meses de idade tratados com a
dose de 42 e 420 Ul/kg de vitamina D3, diminuiram os erros no 3° e 4° dias de teste
quando comparados ao 1° dia dentro de cada grupo tratado. Com a idade de 22 meses a
vitamina D3 na dose de 42 Ul/kg foi capaz de reduzir o nimero de erros no 3° e 4° dias
de teste, porém, o grupo tratado com 420 Ul/kg apenas diminuiu os erros no ultimo dia
de teste. Contudo, os animais com idade de 31 meses apresentaram dano em todos os
tratamentos ndo havendo diminui¢o de erros dentro de nenhum dos grupos ao longo dos

4 dias (figura 9 B).
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Figura 9 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D (42 e 420 Ul/kg) por 21 dias em animais com 2, 6,
13, 22 e 31 meses na memoria espacial avaliada no teste do labirinto octogonal. (A) tempo para encontrar
a recompensa e (B) nimero de erros para encontrar a recompensa no 1°, 2°, 3° e 4° dias de teste, com n= 4-
13 animais por grupo experimental. Os dados foram expressos como média = EPM. Os resultados foram
analisados por ANOVA de uma via de medidas repetidas e o teste post hoc de Duncan foi realizado quando
apropriado. *p<0,05 quando comparado dentro do mesmo grupo experimental com o primeiro dia de teste.

Para avaliagcdo dos niveis de TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-6, BDNF e NGF no
cortex frontal e hipocampo dos ratos tratados ou ndo com vitamina D3 em diferentes
idades, foi utilizada a ANOVA de uma via e o teste de post hoc de Duncam foi aplicado

quando apropriado.

Na figura 10 (A e B) estdo representados, respectivamente, os resultados dos

niveis de TNF-o no cortex frontal e no hipocampo. A ANOVA de uma via revelou
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diferencas significativas para os niveis de TNF-a no cortex frontal (figura 10 A) [F (1,14)
=4,28; p<0,001] e hipocampo (figura 10 B) [F (1,14) = 44,98; p<0,001].

O teste post hoc de Duncan mostrou que no cortex frontal, os niveis de TNF-
o encontravam-se aumentados no grupo controle (dgua) com idade de 13 meses e a
vitamina D3 42 Ul/kg (p<0,05) e 420 Ul/kg (p<0,01) foram capazes de reverter este
efeito. Além disso, foi observado aumento dos niveis de TNF-a em animais com 22 meses
que receberam vitamina D3 420 Ul/kg. Os animais com 31 meses mostraram aumento
dos niveis desta citocina e o tratamento com vitamina D3 ndo reverteu este efeito (figura

10 A).

No hipocampo (figura 10 B), foi observado o aumento dos niveis de TNF-a
em animais com 6 meses e com 13 meses. Apenas a dose de 42 Ul/kg (p<0,01) reverteu
este efeito. Os animais com 31 meses mostraram aumento desta citocina, porém, a

vitamina D3 ndo foi capaz de reverter este efeito.
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Figura 10 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D3 (42 e 420Ul/kg) durante 21 dias nos niveis de
TNF-a em estruturas cerebrais do cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos Wistar. Os dados sdo
expressos como média + EPM de 3-6 animais por grupo, "p<0,05,” #p<0,01 quando comparado ao grupo
controle dentro da mesma idade e *p <0,05, **p <0,01 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2
meses.

Os niveis de IL-1pB, representados na figura 11 (A e B), apresentaram
diferencas estatisticas no cortex frontal [F (1,14) = 4,28; p<0,001] e no hipocampo [F
(1,14) = 82,25; p<0,001].

O teste post hoc de Duncan mostrou que no cortex frontal (figura 11 A) dos
animais com 2 meses tratados com a dose de 420 Ul/kg (p<0,001) de vitamina D3, houve
aumento significativo de IL-1B quando comparados aos animais controle (agua) dentro

da mesma idade, e, a dose de 42 Ul/kg, ndo alterou os niveis desta citocina. No cortex
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frontal dos animais com 13 e 31 meses foi possivel observar um aumento dos niveis de
IL-1pB nos grupos controles (dgua) de cada idade, quando comparados ao controle (agua)
de 2 meses. A dose de 420 Ul/kg foi capaz de reverter esse aumento em ambas as idades:
13 (p<0,001) e 31 meses (p<0,001). A dose de 42 Ul/kg também reduziu os niveis de IL-
1B nas idades de 13 (p<0,01) e 31 meses (p<<0,001). Na idade de 6 meses, os animais
tratados com vitamina D3 420 Ul/kg, reduziu os niveis de IL-1pB, quando comparado ao
controle 2 meses. Ainda no cortex frontal, na idade de 22 meses, ndo foram observadas

diferengas significativas (figura 11 A).

No hipocampo (figura 11 B) dos animais de 2 meses tratados com a dose de
420 Ul/kg de vitamina D, houve aumento significativo de IL-1 quando comparados aos
animais controle (agua) dentro da mesma idade e, a dose de 42 Ul/kg, ndo mostrou
resultado significativo. Os animais com idade de 31 meses apresentaram niveis
aumentados de IL-1B quando comparados ao grupo controle (agua) de 2 meses, a dose de
42 Ul/kg (p<0,001) foi capaz de reduzir os niveis desta citocina, ja a dose de 420 Ul/kg
(p<0,001) aumentou estes niveis quando comparado ao grupo controle (agua) dentro da
mesma idade. Os animais com 13 meses controle, vitamina D3 (42 e 420 Ul/kg)

apresentaram os niveis de IL-1 aumentados (figura 11 B).
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Figura 11 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D3 (42 e 420Ul/kg) durante 21 dias nos niveis de IL-
1B em estruturas cerebrais do cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos Wistars. Os dados sdo expressos
como média = EPM de 3-6 animais por grupo, *p<0,05, # #p<0,01 quando comparado ao grupo controle
dentro da mesma idade e *p <0,05, **p <0,01 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.

A interleucina IL-6 tem seus niveis representados nas estruturas do cortex
frontal [F(1,14) = 7,23; p<0,001] e hipocampo [F(1,14) = 8,10; p<0,001] na figura 12 (A
e B).

Na estrutura do cortex frontal (figura 12 A), ndo houve diferenca estatistica
nas idades de 2, 6 e 13 meses dentro das idades. Somente houve aumento de IL-6 no
grupo controle 6 meses. Na idade de 22 meses a dose de 42 Ul/kg (p<0,05) diminuiu os

niveis de IL-6 quando comparado ao grupo controle (4gua) dentro da mesma idade, o
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mesmo nao ocorreu na dose de 420 Ul/kg. Ainda no cortex frontal, os animais com idade
de 31 meses apresentaram diferengas estatisticas na dose de 42 Ul/kg (p<0,01), sendo
esta capaz de reduzir os niveis de IL-6, enquanto que a dose de 420 Ul/kg, ndo apresentou
diferenga estatistica quando comparada ao grupo controle (agua) dentro da mesma idade.
Porém, houve aumento de IL-6 em animais com idade de 31 meses tratados com 420

Ul/kg quando comparado com o controle 2 meses (figura 12 A).

No hipocampo (figura 12 B), as idades de 2, 6 ¢ 13 meses, ndo apresentaram
diferengas estatisticas em nenhum dos grupos tratados quando comparados ao controle
(dgua) dentro da mesma idade. Nos animais de 22 meses, os niveis de IL-6 foram
aumentados com a dose de 42 Ul/kg (p<0,01), ¢ a dose de 420 Ul/kg, ndo mostrou
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (dgua) dentro da mesma
idade. A dose de 420 Ul/kg (p<0,05) foi capaz de reduzir os niveis da IL-6 no hipocampo
dos animas com 31 meses. No entanto, a dose de 42 Ul/kg ndo apresentou resultado
estatistico quando comparado ao grupo controle (4gua) dentro da mesma idade (figura 12

B).
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Figura 12 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D3 (42 e 420 Ul/kg) durante 21 dias nos niveis de IL-
6 em estruturas cerebrais do cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos Wistars. Os dados sdo expressos
como média = EPM com 3-6 animais por grupo, "p<0,05, ##p<0,01 quando comparado ao grupo controle
dentro da mesma idade e *p <0,05, **p <0,01 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.

Os niveis de IL-10 nas estruturas do cortex frontal [F(1,14) = 6,63; p<0,01] e
hipocampo [F(1,14) =37,47; p<0,01], estdo representados na figura 13 (A e B).

No cortex frontal (figural3 A), as idades de 2 e 6 meses, ndo apresentaram
diferengas estatisticas quando comparados ao grupo controle (agua) dentro da mesma
idade. Nas idades de 13 e 31 meses, o grupo controle mostrou aumento dos niveis de IL-
10 quando comparado ao controle (dgua) de 2 meses e, as duas doses de vitamina D3 (13
meses — 42 Ul/kg (p<0,001) 420 Ul/kg (p>0,001)); (31 meses — 42 Ul/kg (p<0,05) 420
Ul/kg (p>0,01)), foram capazes de diminuir esses niveis em ambas as idades. Na idade

de 22 meses a dose de 42 Ul/kg (p<0,05) foi capaz de diminuir os niveis de IL-10 quando
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comparado ao grupo controle (dgua), dentro da mesma idade, 0 mesmo ndo ocorreu na

dose maior de 420 Ul/kg (figural3 A).

No hipocampo (figural3 B), os animais com 2 meses mostraram aumento dos
niveis de IL-10 tanto no grupo tratado com a dose de 42 Ul/kg (p<0,05) quanto na dose
de 420 Ul/kg (p<0,01) quando comparados com o grupo controle (agua) dentro da mesma
idade. Nas demais idades, 6. 13, 22 e 31 meses todos os grupos experimentais
apresentaram niveis aumentados de IL-10 quando comparados ao controle 2 meses.
Osanimais com 22 meses, a dose de 42 Ul/kg (p<0,05) aumentou os niveis de IL-10
quando comparado ao grupo controle (agua) dentro da mesma idade. Ainda no
hipocampo, as idades de 6, 13 e 31 meses, em ambas as doses, ndo apresentaram

diferencas estatisticas quando comparados ao grupo controle (dgua) dentro de cada idade
(figura 13 B).
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Figura 13 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D (42 e 420 Ul/kg) durante 21 dias nos niveis de IL-
10 em estruturas cerebrais do cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos Wistars. Os dados sdo expressos
como média + EPM de 3-6 animais por grupo, *p<0,05, # #p<0,01quando comparado ao grupo controle
dentro da mesma idade e *p <0,05, **p <0,01 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.
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A figura 14 (A e B) apresenta os niveis de BDNF nas estruturas do cortex
frontal [F(1,14)=1,44; p<0,01) e hipocampo [F(1,14)= 14,95; p<0,001], respectivamente.
No cortex frontal (figura 14 A), as idades de 2, 6, 13 e 22 meses ndo apresentaram
resultados significativos. No entanto, na idade de 31 meses, os niveis de BDNF
encontram-se aumentados no grupo controle (agua) e as doses de 42 Ul/kg (p<0,01) e 420

Ul/kg (p<0,01) foram capazes de reverter este aumento.

No hipocampo (figura 14 B), os animais com idade de 6 meses mostram
diferencas estatisticas. A dose de 42 Ul/kg (p<0,05) de vitamina D3 foi capaz de elevar
os niveis de BDNF quando comparado ao grupo controle (agua) de 6 meses e de 2 meses,
enquanto que a maior dose ndo apresentou resultados significativos. Ainda no hipocampo,
os animais com 22 e 31 meses, em todos os grupos experimentais, mostraram niveis

aumentados de BDNF em relacdo ao grupo controle 2 meses.
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Figura 14 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D3 (42 e 420 Ul/kg) durante 21 dias nos niveis de
BDNF em estruturas cerebrais do cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos Wistars. Os dados sdo
expressos como média = EPM com 3-6 animais por grupo, *p<0,05,” *p<0,01 quando comparado ao grupo
controle dentro da mesma idade e *p <0,05, **p <0,01 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2
meses.
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Os niveis de NGF estdo apresentados na figura 15 (A e B). Foram observadas
diferengas estatisticas no cortex frontal [F(1,14) = 8,10; p<0,001] e no hipocampo
[F(1,14) = 50,06; p<0,01].

No cortex frontal (figura 15 A), as idades de 22 e 31 meses, apresentaram
diferencas significativas entre os grupos. Na idade de 22 meses houve uma redugdo dos
niveis de NGF, no grupo vitamina D3 42 Ul/kg, quando comparado ao controle (dgua) de
22 meses. A dose de 420 Ul/kg mostrou aumento dos niveis de NGF quando comparado
ao controle 2 meses. Ja, na idade de 31 meses, as doses de 42 (p<0,001) ¢ 420 Ul/kg
(p<0,001), foram capazes de reverter o aumento do NGF observado no grupo controle
(4gua) desta idade quando comparado ao controle (dgua) de 2 meses. Os animais com 2,
6 ¢ 13 meses ndo apresentaram resultados estatisticos entre os grupos quando comparados

dentro da mesma idade.

No hipocampo (figura 15 B), se repete um padrdo semelhante ao cortex
frontal. As idades de 22 e 31 meses apresentam diferencgas estatisticas. Ja, as idades de 2,
6 ¢ 13 meses, permaneceram sem apresentar alteracdes mediante aos tratamentos quando
comparados ao grupo controle (agua) dentro da mesma idade. Na idade de 22 meses
houve aumento dos niveis de NGF no grupo controle (dgua), quando comparado ao
controle (4gua) de 2 meses, que foi revertido com as doses de 42 Ul/kg (p<0,001) e 420
Ul/kg (p<0,001). Os animais de 31 meses apresentaram aumento nos niveis de NGF no
grupo controle (agua) quando comparado ao controle (4gua) de 2 meses, ¢ a vitamina D3
na dose de 42 Ul/kg (p<0,01), aumentou estes niveis quando comparado ao controle

(agua) dentro dessa idade. A dose de 420 Ul/kg, ndo demonstrou diferencas estatisticas.
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Figura 15 A e B: Efeito do tratamento com vitamina D3 (42 e 420 Ul/kg) durante 21 dias nos niveis de
NGF em estruturas cerebrais do cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos Wistars nas idades de 2, 6, 13,
22 e 31 meses. Os dados sdo expressos como média + EPM com 3-6 animais por grupo, *p<0,05,* #p<0,01
quando comparado ao grupo controle dentro da mesma idade e *p <0,05, **p <0,01 quando comparado ao

grupo controle (dgua) de 2 meses.

A tabela 1 apresenta, de forma resumida, o efeito do tratamento com vitamina

D3 (42 e 420 Ul/kg) durante 21 dias nas memorias de habituagdo e espacial, bem como
nos niveis de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL- 10, BDNF e NGF em estruturas cerebrais do cortex

frontal e hipocampo de ratos Wistars nas idades de 2, 6, 13, 22 e 31 meses.
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Tabelal: ©= usado quando o controle (4gua) ndo apresenta dano de memoria; = representa as doses de

vitamina D de 42 e 420 Ul/kg com p<0,05 quando comparado ao grupo agua dentro da mesma idade; %=
indica dano de memoria; = indica niveis aumentados de citocinas ou neurotrofinas quando comparado ao
grupo controle (4gua) dos animais de 2 meses; #= indica niveis diminuidos de citocinas ou neurotrofinas
quando comparados ao grupo controle (agua) dos animais de 2 meses; 1 = indica niveis aumentados de
citocinas ou neurotrofinas quando comparados ao grupo controle (dgua) dentro da mesma idade; ¥ =
indica niveis diminuidos de citocinas ou neurotrofinas quando comparados ao grupo controle (agua) dentro
da mesma idade M. espacial= memoria espacial; M. de habituacdo= memoria de habituagdo; L.Y=
Labirinto em Y; L.O= Labirinto Octogonal; CF= cortex frontal; HIP= hipocampo e X= grupos que ndo
passaram pelo teste do labirinto em Y; [ ] Vit D3= Concentragdo de vitamina D3 no soro dos animais
suplementados quando comparados ao controle (dgua) dentro da mesma idade.
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5 Discussao

No presente estudo, foram examinados os efeitos da vitamina D3 em
processos de memoria, como a memoria de habituacdo ao campo aberto e a memoria
espacial em ratos Wistar machos com 2, 6, 13, 22 e 31 meses de idade. Para tanto, foram
utilizados os testes de habituacdo ao campo aberto, do labirinto em Y e do labirinto
octogonal. Os testes do labirinto octogonal e de habituagdo ao campo aberto foram
realizados nas idades de 2, 6, 13, 22 e 31 meses, porém, ndo foi possivel realizar o teste
do labirinto em Y na idade de 31 meses mediante a alta taxa de mortalidade nesta idade.
Em roedores ja foi relatado que durante o envelhecimento natural ocorre declinio da
memoria de habituagdo (Deacon, Koros et al. 2009) e das funcgdes espaciais devido as
alteracdes fisiologicas que ocorrem com o envelhecimento em diferentes regides do

cérebro, principalmente no hipocampo (Mora-Gallegos, Rojas-Carvajal et al. 2015).

Durante o envelhecimento, o numero de células nervosas cerebrais é
notavelmente reduzido, bem como as alteragcdes no fluxo sanguineo cerebral que estdo
associados ao aumento do risco de déficit cognitivo (Cesari, Vellas et al. 2013, Bartsch
and Wulff 2015, Zlatar, Bischoff-Grethe et al. 2016). Essas alteracdes acabam
ocasionando a disfun¢do de memodria, principalmente a memoria recente (Izquierdo,
Barros et al. 1998). Com o envelhecimento ocorre também o aumento da incidéncia de
algumas doengcas, principalmente das doencgas neurodegenerativas, entre elas, a de maior
incidéncia, ¢ a doenca de Alzheimer (Ismail, Nguyen et al. 2011). As alteragcdes na
cogni¢do que ocorrem com o processo de envelhecimento normal estdo relacionadas com
a reducdo na eficiéncia de trés recursos chave do processamento cognitivo: a velocidade
com que a informagdo ¢é processada, a memoria de trabalho e as capacidades sensoriais e

perceptuais (Yu, Oh et al. 2016).

A localizagdo regional e celular do receptor de vitamina D ¢ notavelmente
semelhante no cérebro de humanos ¢ de ratos (Veenstra, Prufer et al. 1998, Prufer,
Veenstra et al. 1999, Eyles, Smith et al. 2005). Portanto, ¢ importante ressaltar que a
utilizagdo do modelo animal em ratos para avaliar o efeito da vitamina D ¢, até entdo, a
ferramenta mais adequada (O'Loan, Eyles et al. 2007, Turner, Young et al. 2013). Como
os seres humanos, os animais de laboratorio apresentam déficit em sua capacidade de

aprender e recordar a medida que envelhecem. Em ratos de laboratério, déficits cognitivos
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relacionados a idade tém sido observados em tarefas que utilizam a memoria espacial,
como o labirinto octogonal, labirinto circular de Barnes e o labirinto aquatico de Morris
(Packard and White 1991, Deacon, Koros et al. 2009, Briones and Darwish 2012, Latimer,
Brewer et al. 2014, Alrefaie and Alhayani 2015, Al-Harbi, Khan et al. 2017, Medeiros,
de Carvalho Myskiw et al. 2018). No entanto, atualmente, ndo ha tratamentos para esses

déficits cognitivos, pois sua causa subjacente ndo ¢ bem compreendida.

Para avaliar a memoria espacial no presente trabalho, foram utilizados os
testes do labirinto em Y e do labirinto octogonal com a presenca de orientagdo espacial
para o animal completar a tarefa (Dellu, Fauchey et al. 1997, Lee, Kho et al. 2014). O
teste comportamental do labirinto em Y, ¢ um teste de reconhecimento para avaliar a
memoria espacial. Nesta tarefa, durante a primeira sessao, o animal pode explorar apenas
dois bracos o de “partida” e o “outro” do labirinto, com o terceiro braco “novo” bloqueado
com uma porta guilhotina. Durante a sessdo teste, a porta guilhotina ¢ aberta e todos os
trés bragos estio acessiveis. A discriminagdo da novidade versus familiaridade pode ser
analisada comparando a exploragdo dos animais nos bragos “novo e outro”. Uma vez que
a tarefa se baseia na tendéncia natural dos roedores para explorar a novidade, a preferéncia
pela novidade e a memoria podem ser avaliadas pelo tempo de permanéncia entre esses
dois bragos durante a sessdo de teste (Conrad, Lupien et al. 1997, Dellu, Contarino et al.
2000, Martin, Jones et al. 2003). Ja o teste comportamental do labirinto octogonal ocorreu
durante 5 dias, sendo o primeiro contado como treino e os 4 seguintes como teste. Neste
teste, o animal precisa consolidar, armazenar e recordar em qual brago estava a
recompensa, além de ndo retornar onde ja consumiu a mesma (Foyet, Hritcu et al. 2011,

Hritcu, Cioanca et al. 2012, Lee, Kho et al. 2014).

O teste do labirinto em Y foi realizado com os animas de 2, 6, 13 € 22 meses
de idade, enquanto que o labirinto octogonal foi realizado entre todas as idades, incluindo
a de 31 meses. E importante salientar que o presente trabalho é o primeiro a avaliar o
efeito da vitamina D3 em um modelo animal de envelhecimento natural com as idades de
13, 22 e 31 meses, bem como avaliar o efeito das duas doses em animais mais jovens (2
e 6 meses). Até o presente momento, ndo estdo disponiveis na literatura, trabalhos que
abordem a mesma via de administragdo, dosagem, curva de idade e testes

comportamentais executados no presente estudo.
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Os animais com idade de 2 meses ndo apresentaram dano de memoria espacial
no teste do labirinto em Y, onde todos os animais se mantiveram por maior tempo
explorando o “brago novo” quando comparado ao “outro brago” do aparato durante o
teste, demonstrando que a vitamina D3 apresentou o mesmo efeito que nos animais
controle. O mesmo foi observado no labirinto octogonal, quando avaliado o tempo para
encontrar a recompensa ao longo dos 4 dias de teste, porém, quando avaliado o numero
total de erros, o grupo suplementado com a dose de vitamina D 3 de 42 Ul/kg diminuiu o
nimero de erros apenas no 4° dia e, com a dose de 420 Ul/kg, diminuiu os erros no 3° ¢
4° dias, sendo que o grupo controle (agua) diminuiu os erros nos trés dias de teste (2°, 3°
e 4°). Isso pode indicar que a vitamina D em animais saudaveis e jovens pode acarretar
algum dano. Contudo adicionais estudos precisam ser realizados para afirmar esta

hipotese.

No labirinto em Y, na idade de 6 meses, nenhum dos grupos apresentou
diferengas estatisticas quando comparado o tempo de exploragd@o entre os bragos “outro e
novo”, caracterizando um dano de memoria espacial nesses animais que nao foi prevenido
pela vitamina D3. Entretanto, no labirinto octogonal, os mesmos animais, suplementados
com a vitamina D3, reduziram o tempo e o numero de erros no ultimo dia de teste (4° dia)
para encontrar a recompensa em ambas as doses (42 e 420Ul/kg), demonstrando que a

vitamina D3 foi capaz de melhorar a memoria espacial nesses animais.

Os animais com 13 e 22 meses de idade apresentaram dano de memoria
espacial nos grupos controles (agua) em ambos os testes. No labirinto em Y a vitamina
D3, na dose de 420 Ul/kg, foi capaz de prevenir o dano, porém, a dose mais baixa de 42
Ul/kg nao foi capaz de prevenir este dano causado pelo envelhecimento. No labirinto
octogonal, ambas as doses de vitamina D3 foram capazes de melhorar o desempenho
desses animais diminuindo o tempo e os erros para encontrarem a recompensa. Os
diferentes resultados apresentados na dose de 42 Ul/kg na memoria espacial entre o
labirinto em Y e o octogonal, podem estar relacionados ao fato de que no labirinto
octogonal, os animais sdo submetidos a um maior periodo de treino e teste, somando um
total de 5 dias, proporcionando maior tempo para consolidagdo da memoria de longo
prazo. Também, recebem um estimulo por meio da recompensa colocada nos bragos onde
se encontram as pistas geométricas e, ainda, passam por uma restri¢do alimentar, o que

aguca ainda mais a procura pela recompensa durante o teste (Packard and White 1991).
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J& no labirinto em Y, os animais dispdem apenas de 2 horas de intervalo entre o treino e
o teste o que envolve uma memoria mais recente, nao recebem estimulos compensatorios,
apenas dispdem de pistas geométricas nos trés bragos para os auxiliar na localizagdo
espacial (Deacon and Rawlins 2006). Portanto, a memoria avaliada no labirinto octogonal

parace ser mais robusta que aquela avaliada no labirinto em Y.

Um estudo com ratos machos do tipo transgénico F344, uma linhagem de
ratos que apresentam envelhecimento acelerado, com idade de 6 e 20 meses,
suplementados com vitamina D3 durante 21 dias, por injecao via intraperitoneal (IP) na
dose de 42 Ul/kg, demonstrou efeito significativo nos ratos com 20 meses de idade
avaliados no labirinto aquatico de Morris. Este consiste em treinar os animais para
encontrar uma plataforma submersa em uma piscina com agua. Os mesmos diminuiram
a laténcia média da natagdo em comparagdo ao grupo controle (salina), sugerindo entdo
que o comprometimento cognitivo relacionado com a idade ¢ diminuido pela
suplementagdo com vitamina D3 (Briones and Darwish 2012). Esses dados corroboram
os resultados do presente estudo quando avaliada a memoria espacial através no labirinto
octogonal, uma vez que as doses de 42 e 420 Ul/kg, nas idades de 6, 13 € 22 meses, ¢ a
dose de 420 Ul/kg, na idade 31 meses, foram capazes de prevenir o dano de memoria

desses animais causados pelo envelhecimento.

Os animais com 31 meses de idade, foram submetidos apenas ao labirinto
octogonal devido ao numero reduzido de animais, ¢ a preocupagdo em nao oS
sobrecarregar com muitos comportamentos em uma unica vez. Estes mostraram dano de
memoria espacial que foi revertido apenas na dose de 420 Ul/kg quando avaliado o tempo
para encontrar a recompensa. Porém, isso ndo ocorreu com o namero total de erros. E, o
mesmo ocorreu no labirinto em Y, nas idades de 13 ¢ 22 meses, em que a vitamina D3 na
dose de 42 Ul/kg, ndo demonstrou efeito preventivo ao contrario do que foi demonstrado
no estudo de Briones e Darwish (2012), através do labirinto aquatico de Morris em
animais que receberam a vitamina D3 por via IP. A possivel explicagdo para tal diferenca
pode ser atribuida ao fato de que se tratam de testes distintos e com idades e sensibilidade
singulares e, também, pode ser que a diferenga esteja no metabolismo de primeira
passagem da vitamina D3 por administragdo oral, o que pouco ocorreu quando
administrada por via IP. Neste sentido, doses menores podem apresentar melhor efeito

por via IP e, em maiores doses, podem apresentar efeito semelhante quando administradas
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por via oral. Contudo, no presente estudo, a agdo protetora da vitamina D3 contra os danos

de memdria espacial causados pelo envelhecimento natural, também foi observada.

Outro estudo realizado em 2014, com ratos machos F344 com idade entre 11
a 13 meses, consistiu na suplementacdo através de dietas contendo baixo (100 UI), médio
(1.000 UI) ou alto (10.000 UI) nivel de vitamina D3 por um periodo de 5 a 6 meses. Seus
resultados mostram que os grupos que receberam dieta com baixo e médio nivel de
vitamina D3, revelaram déficits de memoria espacial através do labirinto aquatico de
Morris, apresentando dificuldades para encontrar a plataforma, parecendo perdidos ou
confusos durante a busca, ndo revertendo os danos causados pelo envelhecimento nas
suplementagdes com 100 e 1.000 UL O grupo suplementado com alto nivel de vitamina
D3, por outro lado, realizou esta tarefa extremamente bem, atingindo o objetivo com
metade do tempo e da distdncia em comparacdo com os outros dois grupos (Latimer,
Brewer et al. 2014). Um outro estudo realizado com SAMP8 (camundongo propenso a
senescéncia acelerada 8) com 10 semanas de idade, um modelo adequado e reconhecido
de doenca de Alzheimer relacionada a idade, utilizou o labirinto aquatico de Morris para
avaliar a memoria desses animais. Os mesmos receberam tratamento isolado com
vitamina D3 na dose de 500 Ul/kg por via intramuscular e ou em conjunto com a
suplementagdo de resveratrol 43 mg/kg/d, através de dieta, durante 24 semanas. Os
resultados sugerem que a suplementagdo de vitamina D3 e resveratrol poderia reverter o
comprometimento cognitivo em 34 semanas de idade de camundongos SAMPS8. A
suplementagdo combinada de vitamina D3 com resveratrol foi mais eficaz do que a
intervengdo isolada (Cheng, Rui et al. 2017). Estes dados corroboram os resultados
apresentados no presente trabalho, sobre o papel protetor promissor que a vitamina D3
pode exercer em relagdo aos danos de memoria espacial ocasionados pelo

envelhecimento.

Além disso, foi avaliada a memoria de habituag@o ao campo aberto de animais
suplementados com vitamina D3. Para avaliar a memoria de habituacdo foi realizado o
teste de habituac@o ao campo aberto em animais com 2, 6, 13, 22 e 31 meses de idade.
Este teste comportamental tem como objetivo avaliar a memoria de habituagdo por meio
de parametros, tais como , levantamentos e os cruzamentos, que o animal realiza durante
a exploragdo do aparato (Vianna, Alonso et al. 2000). No presente estudo os animais com

2 e 6 meses de idade, diminuiram o numero de cruzamentos e de levantamentos quando
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comparados o dia do treino com o dia do teste, dentro de cada grupo. Isso demonstra que
todos os grupos aprenderam. Os animais com idade de 13 meses apresentaram dano de
memoria quando avaliado o nimero de cruzamentos. Este dano foi prevenido com a dose
42 Ul/kg. No entanto, a dose maior de 420 Ul/kg ndo apresentou o mesmo desempenho.
Quando avaliado o nimero de levantamentos, ainda nesta idade de 13 meses, foi
observado que o grupo controle (agua) assim como o grupo suplementado com 42 Ul/kg
de vitamina D3, diminuiram o nimero de levantamentos quando comparados o treino
com o teste, dentro do mesmo grupo, ¢ a dose maior de 420 Ul/kg, assim como no numero

de cruzamentos, ndo apresentou efeito preventivo contra este dano.

Os animais com 22 meses apresentram dano de memoria no grupo controle,
tanto no niimero de cruzamentos, quanto no de levantamentos e, ambos os danos, foram
prevenidos somente na dose de 42 Ul/kg. Por fim, os animais com idade de 31 meses
apresentaram danos de memoria de habituagdo que ndo foi prevenido por nenhuma das
doses de vitamina D3. A memoria de habituacdo ¢é classificada como uma memoria nao
associativa de longo prazo. As memorias de longo prazo podem ser divididas em
associativas e nao associativas, dependendo dos mecanismos necessarios para sua
formag@o. As memorias associativas sdo baseadas na aquisicdo de uma ligagdo preditiva
entre um evento especifico e um estimulo. As memorias ndo associativas sdo adquiridas
quando a exposi¢do repetida ou continua a um novo estimulo altera as respostas
comportamentais a ele. Em mamiferos, algumas formas de memorias associativas e nao-
associativas envolvem a participagdo da formacao hipocampal (Izquierdo and Medina
1997, Zhu, McCabe et al. 1997, Thiel, Huston et al. 1998). No presente estudo foi possivel
verificar que a vitamina D3 pdde prevenir os danos de memoria de habituagao nas idades
de 6, 13 e 22 meses. Portanto, baseado nestes dados, pode-se especular a importancia da

vitamina D3 para a aquisi¢@o e a consolidagdo da memoria ndo associativa de habituacao.

Ao longo das proximas décadas, tendo em conta a expectativa de vida
crescente da populacdo idosa, a incidéncia do desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas relacionadas com a idade devera aumentar drasticamente. Um fator
importante que desempenha um papel crucial no envelhecimento cerebral ¢ a demanda
alta de energia dos neurdnios para preservar processos neuronais € manter a capacidade
cognitiva .Um dos mais reconhecidos efeitos do envelhecimento cerebral ¢ a desregulagéo

do sistema imunologico como resultado da producdo ndo controlada de espécies reativas
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de oxigénio e de citocinas pro-inflamatodrias (Esiri 2007, Davinelli, Maes et al. 2016). Nos
ultimos anos, a inflamacdo tem sido uma area-chave de interesse em pesquisas
relacionadas com a idade. Com o avango da idade, o organismo desenvolve um processo
conhecido como "inflamagdo cronica de baixo grau" ou inflammaging. Isto refere-se a
imunossenescéncia, que inclui alteracdes normais resultantes do envelhecimento do

sistema imunologico (Gruver, Hudson et al. 2007, Watson, Ding et al. 2017).

Afim de investigar a acdo imunoprotetora e imunomodeladora da vitamina
D3, foram realizados, no presente estudo, testes de imunoensaio enzimatico para verificar
os niveis das citocinas TNFa, IL-1p, IL-6 e IL-10. O presente estudo mostrou que as duas
doses de vitamina D3 apresentaram a¢do modulatoria na idade de 13 meses, diminuindo
os niveis das citocinas TNFa, IL-1f e IL-10, no cértex frontal, com as doses de 42 e 420
Ul/kg, sendo que, no hipocampo, apenas os niveis de TNFa foram reduzidos com a dose
de 42 Ul/kg. As citocinas pro-inflamatérias, TNFa e IL-1, aparecem em nivel elevado
na idade de 13 meses, o que pode explicar a reducdo de ambas juntamente com a citocina
anti-inflamatoria IL-10 nos grupos suplementados com vitamina D3. Isso indica que pode
estar havendo uma ag¢do imunomoduladora desencadeada pela vitamina D3 junto a
inflamacdo ocasionada pelo envelhecimento, pois embora a vitamina D3 seja mais
conhecida como um modulador da homeostase do Ca?*, ela também possui um potencial

modulador imunolégico (Correale, Ysrraelit et al. 2009).

Na idade de 22 meses a vitamina D3 elevou os niveis de TNFa na dose de
420 Ul/kg quando comparado com o grupo controle (dgua) dentro da mesma idade, no
cortex frontal. Ainda no coértex frontal, nos animais de 22 meses, os niveis da citocina
pro-inflamatoéria IL-6 e da anti-inflamatoria [L-10, foram diminuidos na dose de 42 Ul/kg
e, a mesma dose, foi capaz de elevar os niveis dessas citocinas no hipocampo quando
comparados ao controle (dgua) dentro da mesma idade. Os animais controles (agua) de
31 meses apresentaram aumento nos niveis de IL-1f e IL-10 no cértex e no hipocampo,
quando comparados ao controle (agua) de 2 meses. Esse aumento foi revertido por ambas
as doses de vitamina D3 no coértex frontal. J& no hipocampo, a dose de 42 Ul/kg, reduziu
o nivel de IL-1P e a dose de 420 Ul/kg proporcionou o aumento dessa citocina pro-
inflamatoria. A IL-6 apresentou nivel elevado no controle dos animais de 31 meses em
ambas as estruturas, quando comparado ao grupo controle (dgua) de 2 meses, ¢ a dose de

42 Ul/kg, diminuiu esses niveis no cortex frontal, enquanto a dose de 420 Ul/kg reduziu
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os niveis no hipocampo. A dose de 420 Ul/kg aumentou os niveis de IL-1p no cortex
frontal e no hipocampo dos animais com 2 meses de idade. Os animais com 6 meses
tiveram os niveis de IL-1f reduzidos no grupo suplementado com a dose de 420 Ul/kg
quando comparado ao grupo controle (agua) dentro da mesma idade. Em um estudo com
ratos F344 com idade de 6 e 20 meses, a suplementagdo com vitamina D3, por injecao
via IP na dose de 42 Ul/kg, foi capaz de modular o aumento do estado pro-inflamatorio,
diminuindo os niveis de IL-1f, relacionada a idade e a carga amiloide, sugerindo que
esses efeitos da vitamina D3, pode ter mediado a diminuigdo do comprometimento da
memoria observada nos ratos idosos (Briones and Darwish 2012). Estes resultados
corroboram os dados do presente estudo que sugerem que a vitamina D3 teve uma agéo

modulatoria na regulagdo dos mediadores pro6 e anti-inflamatorios.

Um estudo que investigou os efeitos da vitamina D3 sobre o nivel de
expressdo de IL-6 e IL-17A em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de
pacientes com EM, apods o tratamento com vitamina D3 (50.000 UI por v.0) uma vez por
semana durante 8 semanas. Este estudo mostrou que a expressdo de IL-6 aumenta apos
dano axonal, especialmente em neuronios, e sua regulacdo positiva ¢ mostrada na
neuroinflama¢@o do SNC o que induziu a proliferagdo de células T, que induzem a
producdo de IL-10 e sua infiltragdo no SNC. A regulacdo positiva da expressao génica de
IL-6 e IL-17A foi mostrada sob tratamento com vitamina D3 neste trabalho (Naghavi
Gargari, Behmanesh et al. 2015). No presente estudo a dose mais baixa de 42 Ul/kg
demonstrou ser capaz de regular a expressdo tanto da citocina pro-inflamatoria, 1L-6,
quanto da anti-inflamatéria, IL-10, ocasionando o aumento dessas citocinas no
hipocampo dos animias com 22 meses. Isso pode ser explicado, como em uma tentativa
de diminuir e estabilizar o estado inflamatério presente nessa regido em decorréncia do
envelhecimento natural, apresentando um bom efeito também na memoria espacial e de

habituac¢do ao campo aberto.

A dose de 420 Ul/kg teve um bom efeito na memoria espacial e também
reduziu alguns marcadores inflamatoérios, porém, foi observado um resultado nao
esperado quando avaliadas as citocinas IL-1p na idade de 22 meses e TNF-a na idade de
31 meses, as quais apresentaram um aumento significativo com essa dose . Uma resposta
semelhante ja foi encontrada em outro estudo, onde Vilela et al. (2017), observou o

aumento de IL-1B ¢ TNF-a em animais de 24 meses submetidos ao treinamento de forga
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e, também, foi observado a melhora da memoria espacial no labirinto de Barnes. Neste
caso, os autores sugerem que o aumento dessas citocinas inflamatérias podem estar
relacionadas com a melhora da memoria (Vilela, Muller et al. 2017), ja que esssas
possuem um papel ativo no desenvolvimento neuronal e na neuroplasticidade (Tonelli
and Postolache 2005, Khairova, Machado-Vieira et al. 2009), principalmente se for
considerado que no envelhecimento hd uma inflamagao de baixo grau (Gruver, Hudson

et al. 2007, Watson, Ding et al. 2017).

Uma pesquisa clinica com 132 pacientes hispanicos com EM clinicamente
definida, sendo desses 58 com EM remitente recidivante durante a remissdo, 34 durante
a recaida, 40 casos de EM progressiva primaria e, mais 60 individuos saudaveis foram
selecionados como controles, pareados em relagdo ao local de residéncia, raga/etnia, idade
e sexo. Este estudo mostrou que a vitamina D3 causou o aumento do nimero de células
T produtoras de IL-10, a diminui¢do do nimero de células produtoras de IL-6 ¢ IL-17 e
inibiu a produ¢do de IL-17 nesses pacientes, incluindo os controles saudaveis (Correale,
Ysrraelit et al. 2009). Um estudo clinico, onde foram incluidos 46 pacientes adultos com
pneumonia associada a ventilagdo (PAV) e com deficiéncia de vitamina D, os pacientes
foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo de pacientes recebeu injegdo
intramuscular unica de vitamina D3 (300000 UI), enquanto o outro grupo recebeu o
placebo. A administragdo de vitamina D3 aumentou significativamente os niveis séricos
da vitamina D nos pacientes tratados quando comparados ao grupo placebo e, também,
reduziu significativamente os niveis séricos de IL-6 no grupo tratado com a vitamina D3.
Curiosamente, a taxa de mortalidade dos pacientes tratados com vitamina D3 (5/24) foi
significativamente menor (p = 0,04) do que no grupo placebo (11/22). Isso indica que a
administra¢do de vitamina D3 deve ser considerada como op¢ao adjuvante no tratamento
de pacientes com PAV (Miroliaee, Salamzadeh et al. 2018). Adicionalmente, um estudo
in vitro mostrou que a producdo de TNF-a, IL-6 ¢ NO (oxido nitrico) ¢ inibida na
linhagem celular microglial 13 (EOC13) pela administrag@o de vitamina D, indicando um
papel anti-inflamatorio direto de 1, 25 (OH)z D5 nas células da microglia (Slominski, Kim
et al. 2014). Todos estes achados corroboram os resultados encontrados no presente
estudo, demonstrando que a vitamina D pode exercer uma a¢do imunomoduladora no

envelhecimento.
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Na literatura ja estd bem descrito que o envelhecimento exacerba a
neuroinflamag@o e os déficits neurocomportamentais quando o sistema imune inato
periférico ¢ ativado. Uma infecgdo periférica pode ativar o sistema imune inato, que
retransmite o sinal inflamatorio pelas vias neural e humoral da periferia para o cérebro,
aumentando a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1B e TNF-a, pelas
células gliais (Gruver, Hudson et al. 2007, Hubackova, Krejcikova et al. 2012, Annweiler,
Montero-Odasso et al. 2013, Heidary, Rakhshi et al. 2014, Bartsch and Wulff 2015). No
cérebro, a microglia responde ao estimulo produzindo citocinas inflamatorias, que sdo
parcialmente responsaveis pelo processo fisiopatologico inflamatério nas doengas.
Entretanto, o envelhecimento fisiologico normal parece "preparar" a microglia e preparar
0 cendrio para uma resposta exagerada quando o sistema imunoldgico inato esta ativado.
A exacerbacdo da resposta das citocinas no cérebro nos idosos pode resultar em doenga
prolongada, comprometimento cognitivo, depressdo, e potencialmente, o inicio de doenga
neuroldgica (Godbout, Chen et al. 2005, Annweiler, Montero-Odasso et al. 2013, Taylor,
Main et al. 2013). Esses achados vao de encontro com os resultados apresentados no
presente estudo, onde os animais com idade avancada demonstram um estado
inflamatoério aumentado e, na maior parte deles, a suplementagdo de vitamina D3 foi
capaz de modular os niveis das citocinas inflamatorias e prevenir danos de memoria

espacial e de habituacao.

A maioria dos individuos idosos mostra uma diminuicdo gradual das
capacidades cognitivas que estdo associadas as alteragdes corticais ou do hipocampo,
regides do cérebro envolvidas em processos de memoria e aprendizagem (Tapia-
Arancibia, Aliaga et al. 2008). Os fatores neurotroficos apresentam ligacao direta com o
comprometimento cognitivo em cérebros envelhecidos (Burke and Barnes 2006). O
desenvolvimento fenotipico ¢ manutengdo de populacdes de células especificas em
desenvolvimento no SNC, dependem dos fatores neurotroficos que sdo peptideos
secretados com a fungdo de crescimento e desenvolvimento (Siegel and Chauhan 2000).
No presente estudo foram mensurados os niveis dos fatores neurotroficos BDNF e NGF

no cortex frontal e no hipocampo dos animais com 2, 6, 13, 22 e 31 meses de idade.

No cortex frontal o BDNF mostrou nivel aumentado no controle (agua) de 31
meses quando comparado ao controle (4gua) de 2 meses e, as doses de vitamina D3 de 42

e 420 Ul/kg, foram capazes de reverter esse aumento. J4 no hipocampo, a dose de 42
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Ul/kg foi capaz de aumentar os niveis de BDNF nos animais com 6 meses de idade. Os
niveis de NGF estavam aumentados no cortex frontal dos animais com 22 e 31 meses € a
dose de 42 Ul/kg de vitamina D3 foi capaz de reverter esse aumento. Porém, a dose maior,
de 420 Ul/kg, apenas reverteu o aumento de NGF na idade de 31 meses. No hipocampo,
as idades de 22 e 31 meses, apresentaram niveis aumentados de NGF nos animais
controles (dgua) de ambas as idades quando comparados ao controle (dgua) de 2 meses.
As duas doses de vitamina D3 foram capazes de reverter esse aumento na idade de 22
meses. No entanto, na idade de 31 meses a dose de 420 Ul/kg elevou os niveis dessa

neurotrofina.

O BDNF promove a sobrevivéncia e diferenciagdo de neurdnios, protege
contra a neurodegeneracdo, danos neuronais ¢ inibe o declinio da memoria e cognigéo
relacionados a idade (Li, Xu et al. 2016). Um estudo clinico, envolvendo adultos entre 20
e 93 anos, mostrou que no envelhecimento, o polimorfismo genético do BDNF
(val66met) pode afetar a memoria episodica em idosos (Kennedy, Reese et al. 2015).
Além disso, foi observado que o BDNF pode ser um indicativo da fungdo cognitiva em
mulheres idosas (Komulainen, Pedersen et al. 2008). Outro estudo pré-clinico realizado
com camundongos BDNF+/ (delecéo heterozigotica do gene do BDNF) com idade entre 3 e
9 meses, mostrou que a deficiéncia de BDNF induziu dano na memoria dos animais mais
velhos com idade de 9 meses, verificado através do labirinto aquatico de Morris.
Curiosamente, esse declinio dependente da idade na aprendizagem espacial em
camundongos BDNF + / ndo foi acompanhado por um declinio dos niveis de proteinas
do BDNF com a idade. No entanto, quando comparados, independentemente da idade, os
niveis de BDNF de animais que aprenderam a tarefa com sucesso, foi observado uma
correlacdo positiva entre a concentragdo de BDNF no hipocampo e o desempenho no teste
do labirinto aquético de Morris, enfatizando ainda mais a importdncia do BDNF no

hipocampo para a aprendizagem espacial (Petzold, Psotta et al. 2015).

Esses dados corroboram os resultados do presente estudo, em que mostrou
niveis elevados de BDNF nos animais mais velhos com 31 meses de idade, e as doses de
42 ¢ 420 Ul/kg de vitamina D3, foram capazes de reverter esse aumento no cortex frontal.
Porém isso ndo ocorreu no hipocampo, e a dose de 420 Ul/kg, foi capaz de prevenir o
dano de memoria espacial, observado no teste de labirinto octogonal, quando avaliado o

tempo total para encontrar a recompensa desses animais comparados ao grupo controle



68

(4gua) dentro da mesma idade. Este aumento do BDNF pode também estar relacionado a
sua forma imatura, o pr6-BDNF que, por sua vez, estd relacionado a apoptose celular.
Quando o pr6-BDNF se liga ao receptor p75NTR, ativa as vias apoptoticas nos neurdnios
periféricos e na glia (Teng, Teng et al. 2005, Budni, Bellettini-Santos et al. 2015). Em
estudo pré-clinico, realizado com ratos machos e fémeas de diferentes idades 2 a 4 meses
(adultos), 10 meses (meia idade) e 22 e 24 meses (idosos), mostrou que os receptores de
BDNF, mais do que o proprio BDNF, podem ser os desencadeadores de alteragdes
neuroendodcrinas associadas com o envelhecimento (Rage, Silhol et al. 2007). No presente
estudo, foi quantificado o valor do BDNF total, ndo sendo possivel quantificar,
separadamente, 0 BDNF maduro da sua forma imatura, o pro-BDNF, através do Kit

utilizado.

Fatores de crescimento como o NGF s@o importantes na plasticidade neuronal
e na sobrevivéncia dos neurdnios colinérgicos do prosencéfalo (cortex cerebral,
hipocampo, prosencéfalo basal e hipotalamo), que sdo relacionados & memoria
(Korsching, Auburger et al. 1985). Em estudo realizado com ratos Fischer 344 idosos (28
meses) e adultos (6 meses), foi demonstrado que os niveis de NGF estavam reduzidos no
hipocampo dos animais com 28 meses de idade (Larkfors, Ebendal et al. 1987). Outro
estudo pré-clinico, realizado com ratos Wistar com 24 meses de idade, mostrou que os
niveis de NGF estavam diminuidos no cortex desses animais (Perovic, Tesic et al. 2013).
A administracdo de B-amildide (25-35) intracerebroventricular por 14 dias, em ratos
machos adultos, induziu a reducdo da expressdo da proteina NGF nesse modelo animal
da doenga de Alzheimer (Ji, Song et al. 2011). Os resultados do presente estudo, ao
contrario dos achados em estudos anteriormente citados, apresentaram niveis elevados de
NGF nos animais controles (dgua) de 22 e 31 meses de idade quando comparados ao
controle (dgua) de 2 meses, tanto no cortex quanto no hipocampo. Tais niveis foram
modulados pela acdo da vitamina D3 na dose de 42 Ul/kg em ambas as idades no cortex
frontal. J& a dose maior (420 Ul/kg), apenas reduziu os niveis na idade de 31 meses. No
hipocampo a vitamina D3 reverteu os niveis de NGF nas duas doses nos animais de 22
meses, porém, na idade de 31 meses, foi observado que a dose de 420 Ul/kg elevou ainda

mais os niveis dessa citocina.

O aumento do NGF pode estar relacionado também a sua forma imatura, o

pro-NGF. O pro-NGF, a forma precursora ndo clivada do NGF, liga-se ao receptor
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p75NTR com maior afinidade (Lee, Kermani et al. 2001). Notavelmente, o receptor
p75NTR ¢ bem conhecido por seu papel em mediar a morte celular neuronal (Underwood
and Coulson 2008). Existem evidéncias crescentes de que o pr6-NGF forma um complexo
heterotrimérico com o receptor p75SNTR e o receptor de neurotensina e sortilina, para
ativar cascatas apoptoticas (Nykjaer, Lee et al. 2004, Al-Shawi, Hafner et al. 2008). A
secrecdo de NGF pode ser uma mistura de pro-NGF e de NGF maduro. O pro-NGF ¢ a
forma predominante de NGF no SNC (Esposito, Patel et al. 2001, Fahnestock, Michalski
et al. 2001, Budni, Bellettini-Santos et al. 2015, Triaca, Sposato et al. 2016). Dessa forma,
pode ser que o pro-NGF esteja aumentado e ndo, necessariamente, o NGF, pois os
anticorpos para NGF, assim como BDNF, nao distinguem entre os proés-NGF ¢ BDNF de
suas formas maduras: NGF e BDNF.

Para determinar as alteracdes relacionadas com a vitamina D referentes a
idade, foram avaliados, no presente estudo, os niveis circulantes da forma ativa da
vitamina D3 (1, a25-dihidroxivitamina D3) no soro dos animais com 2, 6, 13, 22 ¢ 31
meses, tanto animais suplementados, como os grupos controles. De acordo com os dados
do presente estudo, houve uma menor absor¢do de vitamina D3 na dose de 42 Ul/kg nas
idades de 2, 6, 22 e 31 meses. Sendo que na idade de 31 meses ndo houve aumento dos
niveis de vitamina D3 em nenhum dos trés grupos. A idade pode ser um fator importante
para explicar o efeito da vitamina D3 na memoria de habituacdo ao campo aberto na idade
de 31 meses, pois pode interferir na absor¢do de vitaminas. Contudo ndo explica tudo,
pois na memoria espacial teve um bom efeito. A porcentagem de absor¢do de vitamina
D3 em humanos com mais de 60 anos ¢ menor quando ha um alto teor de gordura
comporal (Dawson-Hughes, Harris et al. 2013), o mesmo pode ter ocorrido com esses
animais no presente estudo, onde a absor¢do de vitamina D3 pode ter sido prejudicada
por seu peso e teor de gordura corporal, em animais envelhecidos. No entanto, a dose
maior (420 Ul/kg) também poderia ser afetada, o que ndo ocorreu. Talvez o que tenha
ocorrido € que por ser uma dose maior tenha sido suficiente para apresentar o aumento
nos niveris séricos de vitamina D3 nas idades de 2, 6, 13 e 22 meses, porém, ela ndo foi
alta o suficiente para apresentar diferenca nesses niveis na idade de 31 meses. Talvez,
para essa idade, seja necessario uma dosagem ainda maior para que possa ser absorvida

de modo que apresente aumento dos niveis de vitamina D3 no soro.
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Entretanto, foi observado no presente estudo, que a vitamina D3 ocasionu a
modulacdo nas vias inflamatoérias e neurotroficas dos animais em idade mais avancada
melhorando a memoria espacial e de habituagdo. Os animais com 31 meses, foram os que
mais apresentaram essa modulagdo através da suplementacdo com vitamina D3. Este fato
pode ter ocorrido, em parte, devido a presenca de VDRs e da enzima ativadora da
vitamina D, a 1, a-OHase, no cérebro (Eyles, Smith et al. 2005, Buell and Dawson-
Hughes 2008). Logo, pode-se langar a hipotese de que o metabdlito inativo da vitamina
D3 pode ter sido convertido em sua forma ativa (1,25 (OH)2 D3) diretamente no cérebro,
e isto explicaria a agdo modulatéria da vitamina D3 nos mecanismos de memoria, vias

inflamatorias e neurotroficas nestes animais.

Estudos clinicos vem demonstrando que ha uma associag¢do entre os niveis
baixos de vitamina D3 e distirbios de memoria episodica, que se referem as informacdes
de contexto espacial. Também tem sido mostrado que a vitamina D3 esta associada a um
melhor desempenho cognitivo, onde existe um risco de comprometimento cognitivo de
até quatro vezes maior em individuos com deficiéncia grave de vitamina D3 (<25 nmol /
L) em comparagdo com individuos normais (=75nmol / L). A deficiéncia de vitamina D3,
também estd associada ao aumento do risco de deméncia de todas as causas (incluindo a
doenca de Alzheimer) sendo, adicionalmente, evidenciado que ha uma associagdo de
deficiéncia de vitamina D3 com queixas cognitivas subjetivas em pacientes geriatricos
(Soni, Kos et al. 2012, Annweiler, Montero-Odasso et al. 2013, Obermann, Morris et al.
2013, Littlejohns, Henley et al. 2014, Tot Babberich Ede, Gourdeau et al. 2015). Estes
resultados estdo de acordo com os dados do presente estudo que mostram que a
suplementagdo de vitamina D3 42 Ul/kg e 420 Ul/kg em animais com idade 2 e 6 meses,
foi capaz de melhorar o desempenho cognitivo quando comparados aos animais controle
dentro de cada idade. O presente estudo também mostrou que os animais considerados
envelhecidos com 13, 22 e 31 meses de idade, quando suplementados com vitamina D3
42 Ul/kg e ou 420 Ul/kg, apresentaram melhor desempenho nas tarefas envolvendo a
memoria, demonstrando que a vitamina D3 teve acdo protetora contra os danos causados
pelo envelhecimento, melhorando o desempenho cognitivo dos mesmos. Confirmando,

portanto, o efeito neuroprotetor comportamental da vitamina D3 nesses animais.

No estudo de Briones and Darwish (2012) foi avaliado o soro de animais

jovens e envelhecidos que ainda ndo tinham sido suplementados com doses de vitamina
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D3. Neste estudo, foi observado que os animais controles envelhecidos apresentavam alta
deficiéncia do metabolito no organismo, cerca de 26% menos que os animais controle
jovens, sugerindo assim uma deficiéncia de vitamina D3 relacionada a idade (Briones and
Darwish 2012). Em uma andlise posterior, foram comparados animais controles
envelhecidos com animais envelhecidos que receberam a suplementag@o, mostrando que
os niveis circulantes de 1, a25-dihidroxivitamina D3, no organismo desses animais
controles envelhecidos, eram 32% menores quando comparados aos animais
envelhecidos que receberam a suplementagdo. Estas afirmagdes certificam os resultados
da analise dos niveis de vitamina D3 no soro do presente estudo, onde houve um aumento
dos niveis séricos de vitamina D3 nos animais com 2, 6, 13 € 22 meses.

Como existem poucos estudos em relacdo a resposta a suplementacdo de
vitamina D3, ¢ dificil determinar quais os niveis mais favoraveis para obtencao de efeitos
benéficos ao organismo humano (Ross, Manson et al. 2011). Mas sabe-se que os niveis
mais baixos de vitamina D3 estdo cada vez mais associados aos efeitos negativos para o
cérebro humano e de animais inferiores, relacionados principalmente ao déficit cognitivo
(Balden, Selvamani et al. 2012). Haja vista estudos relacionados com a deficiéncia da
vitamina D3 e o desenvolvimento de doencas (Spach, Pedersen et al. 2004, Obermann,
Morris et al. 2013, Littlejohns, Henley et al. 2014, Tot Babberich Ede, Gourdeau et al.
2015), bem como o advento da suplementacdo desenfreada da mesma (Ronnefarth and
Misselwitz 2000, Tuohimaa 2009), estudos para elucidar os mecanismos subjacentes da
vitamina D3, especialmente no que se refere ao envelhecimento e cogni¢do sdo
extremamente necessarios.

Os resultados do presente trabalho, de forma geral, mostram que, com o
passar da idade, a vitamina D3 apresentou efeito protetor na memoria dos animais e,
também, de forma geral, com o passar da idade, houve aumento do numero de
biomarcadores inflamatorios e de fatores neurotroficos envolvidos no efeito da vitamina
D3, demonstrando maior numero de alteracdes na idade de 31 meses, mesmo nio
apresentando alteragdes nos niveis séricos nesta idade, o que indica que a vitamina D3

teve melhor efeito em animais envelhecidos.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho, sugerem que a vitamina D3
possui uma acdo modulatéria nos fatores neurotroficos e citocinas proé e anti-
inflamatorias, além de prevenir danos 2 memoria espacial e de habituacdo. Esta hipotese
pode ser baseada no fato de que a vitamina D3 foi capaz de reverter o dano causado pelo
envelhecimento nas idades de 13 e 22 meses (memoria espacial e de habituagdo),
provavelmente por uma modulacdo dos niveis das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-10 em
animais com 13 meses, €, em animas com 22 meses, pela modulag¢ao de IL-6, IL-10 e
NGF. Em animais com 31 meses, o dano do envelhecimento foi revertido somente na
dose de 420 Ul/kg na memoria espacial e, este efeito, pode ser mediado, pelo menos em
parte, por modulagao das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e os fatores neurotréficos BDNF e
NGF. Lembrando que até a idade de 22 meses, a vitamina D3 reverteu o dano de memoria
espacial nas duas doses, porém, em animais com 31 meses, o dano foi maior,
considerando o nimero maior de marcadores inflamatorios e de fatores neurotroficos
envolvidos, e somente a dose maior foi capaz de reverter o dano na memoria espacial.
Portanto, os resultados do presente estudo corroboram a hipétese de que a vitamina D3
pode exercer uma acdo imunomoduladora sobre o envelhecimento. Entretanto, sdo
necessarios mais estudos para elucidar o efeito da vitamina D3 sobre a imunosenescéncia,
pois os resultados aqui apresentados, mostraram que a regulacdo das citocinas e fatores

neurotroficos podem ser complexas no SNC.
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