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RESUMO

ZEFFA, Aline Campos. Impacto de doencas inflamatérias crénicas na saude
reprodutiva e no desenvolvimento da prole de ratos Wistar: uma perspectiva de
diabetes mellitus e periodontite. 2024. 105 p. Tese (Doutorado em Ciéncias da
Saude) — Ciéncias da Saude, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A periodontite e o diabetes mellitus sdo condi¢des crénicas inflamatorias que afetam
a saude sistémica e reprodutiva. Neste sentido, dois estudos experimentais
independentes foram realizados, respectivamente, com os seguintes objetivos: (i)
investigar as possiveis associagdes entre a doenga periodontal, alteracbes nos
orgaos sexuais masculinos, desempenho sexual e desenvolvimento intrauterino da
prole; (ii) investigar os possiveis efeitos protetores do p-Cariofileno em parametros
fisiologicos, reprodutivos e O6sseos em ratos Wistar com diabetes induzida
experimentalmente com aloxana. No primeiro estudo, a periodontite foi induzida em
ratos Wistar. Apds 14 dias de inducdo da lesao periodontal, os ratos foram mantidos
por mais 54 dias, correspondendo a um ciclo completo da espermatogénese. Apos
esse periodo, os ratos do grupo periodontite (GP, n = 12) e do grupo controle (GC, n
= 12) foram colocados para acasalar com fémeas saudaveis (GF, n = 48). O
acasalamento foi mantido por um periodo de 10 dias, que corresponde a dois ciclos
estrais da fémea, e posteriormente os machos foram submetidos a eutanasia,
laparotomia, coleta de sangue para dosagem de testosterona e remogéo e analise
dos 6rgaos reprodutores. Da mesma forma, apdés 20 dias de prenhez, as fémeas
foram submetidas a eutanasia, laparotomia e histerectomia para avaliar o
desenvolvimento intrauterino e a presenca de malformagdes congénitas na prole. No
segundo estudo, foram utilizados ratos Wistar machos (n = 40), divididos em quatro
grupos: o primeiro grupo foi o da indugéo do diabetes por aloxana (GD), o segundo
foi o controle de tratamento que recebeu 200 mg/kg de B-cariofileno (GB-C), o
terceiro foi o da inducédo do diabetes por aloxana que recebeu tratamento com 200
mg/kg de B-cariofileno (GDTB-C) e o quarto grupo foi o grupo controle que recebeu
agua destilada (GC). Os machos foram mantidos separados das fémeas por 54 dias,
correspondentes a um ciclo completo da espermatogénese. Apds o acasalamento,
os machos foram submetidos a eutanasia, laparotomia, coleta de sangue para
dosagem de testosterona e remogao e analise dos 6érgaos reprodutores. Apos 20
dias de prenhez, as fémeas foram submetidas a eutanasia, laparotomia e
histerectomia para avaliar o desenvolvimento intrauterino e a presenga de
malformagdes congénitas na prole. Testes estatisticos incluiram ANOVA one-way,
Kruskal-Wallis e o teste exato de Fisher, com um nivel de significancia de 5%. Como
resultados no primeiro trabalho o GP apresentou redugao no peso corporal, aumento
no peso dos 6rgaos: coragao e pulmdes quando comparados ao GC. Em relagao
aos parametros reprodutivos, no grupo GP, foi observada diminuicdo na contagem
das células de Sertoli (GC = 23,55 + 2,41; GP = 15,57 + 3,13, P < 0.0001) e Leydig
(GC = 25,67 + 3,50; GP = 19,72 + 5,47, P = 0,02), além de uma consideravel
diminuicdo na dosagem de testosterona (GC = 681 ng/dL [422-1009]; GP = 112
ng/dL [48-200], P = 0,0002). No grupo GP, observaram-se alteragdes histolégicas
nos testiculos como intrusdo de células do epitélio germinativo para o lumen,
presenca de vacuolo nos tubulos seminiferos e espacos intersticiais. Houve um
aumento significativo das alteragdes morfolégicas nas caudas dos espermatozoides



(P < 0,0001). Os efeitos significativos da periodontite no desenvolvimento
intrauterino incluiram reducdo no peso da placenta, do feto e do utero, aumento no
numero de reabsorgdes, além de alteragdes vasculares nos fetos (GP = 21%, P <
0,0001; n = 268). Quanto ao segundo trabalho os animais do grupo GD
apresentaram notavel perda de peso em comparagao com 0s outros grupos. Além
disso, houve evidéncias de danos morfologicos significativos nos tecidos
reprodutivos, incluindo os testiculos, epididimos e a vesicula seminal. A analise
histologica revelou uma reducdo acentuada no escore de Johnsen, bem como na
quantidade de células de Sertoli e Leydig, sugerindo uma deterioracdo na fungao
reprodutiva nesse grupo. Por outro lado, o grupo submetido ao tratamento com (3-
cariofileno (GDTB-C) demonstrou efeitos protetores notaveis. Houve um ganho de
peso significativo, melhora na performance reprodutiva e preservagcédo da morfologia
das células germinativas. Além disso, a densidade 6ssea foi aumentada no grupo
GDTB-C. A analise histolégica dos testiculos revelou uma possivel melhora nos
parametros reprodutivos, indicada pelo aumento do escore de Johnsen e da
preservagao das células de Sertoli e Leydig no grupo GDTB-C. Da mesma forma, os
espermatozoides no grupo GDTB-C exibiram progresso na dire¢cdo do
desenvolvimento morfolégico normal em comparagdo com o grupo GD. A taxa de
prenhez também aumentou para 69% no grupo GDT-C, destacando os potenciais
efeitos benéficos do B-cariofileno na performance reprodutiva. Desta forma,
podemos concluir que tanto a periodontite quanto o diabetes podem ter efeitos
adversos na performance reprodutiva masculina e no desenvolvimento da prole.
Contudo, o tratamento do diabetes com [(-cariofileno mostrou potencial terapéutico,
protegendo contra os efeitos negativos dos varios parametros avaliados.

Palavras-chave: Doencas bucais; Testosterona; Inflamacéo; Fertilidade masculina;
B-cariofileno; Aloxana.



ABSTRACT

ZEFFA, Aline Campos. Impact of chronic inflammatory diseases on the
reproductive health and development of offspring in Wistar rats: a perspective
on diabetes mellitus and periodontitis. 2024. 105 p. Thesis (Doctorate in Health
Science) — Health Science, State University of Londrina, Londrina, 2024.

Periodontitis and diabetes mellitus are chronic inflammatory conditions that affect
systemic and reproductive health. In this sense, two independent experimental
studies were carried out, respectively, with the following objectives: (i) investigate
possible associations between periodontal disease, changes in male sexual organs,
sexual performance and intrauterine development of Offspring; (ii) investigate the
possible protective effects of B-Caryophyllene on physiological, reproductive and
bone parameters bbin Wistar rats with diabetes experimentally induced with alloxan.
In the first study, periodontitis was induced in Wistar rats. After 14 days of induction
of periodontal injury, the rats were maintained for another 54 days, corresponding to
a complete cycle of spermatogenesis. After this period, rats from the periodontitis
group (GP, n = 12) and the control group (CG, n = 12) were placed to mate with
healthy females (GF, n = 48). Mating was maintained for a period of 10 days, which
corresponds to two estrous cycles of the female, and subsequently the males were
subjected to euthanasia, laparotomy, blood collection for testosterone measurement
and removal and analysis of the reproductive organs. Likewise, after 20 days of
pregnancy, the females were subjected to euthanasia, laparotomy and hysterectomy
to evaluate intrauterine development and the presence of congenital malformations in
the offspring. In the second study, male Wistar rats (n = 40) were used, divided into
four groups: the first group was the induction of diabetes by alloxan (GD), the second
was the treatment control that received 200 mg/kg of B -caryophyllene (GB-C), the
third was the induction of diabetes by alloxan that received treatment with 200 mg/kg
of B-caryophyllene (GDTB-C) and the fourth group was the control group that
received distilled water (GC). Males were kept separate from females for 54 days,
corresponding to a complete cycle of spermatogenesis. After mating, the males
underwent euthanasia, laparotomy, blood collection for testosterone measurement
and removal and analysis of reproductive organs. After 20 days of pregnancy, the
females were subjected to euthanasia, laparotomy and hysterectomy to evaluate
intrauterine development and the presence of congenital malformations in the
offspring. Statistical tests included one-way ANOVA, Kruskal-Wallis and Fisher's
exact test, with a significance level of 5%. As results in the first study, the GP showed
a reduction in body weight and an increase in the weight of organs: heart and lungs
when compared to the CG. Regarding reproductive parameters, in the GP group, a
decrease in Sertoli (GC = 23.55 + 2.41; GP = 15.57 £ 3.13, P < 0.0001) and Leydig
(GC = 25) cell counts was observed. .67 £ 3.50; GP = 19.72 + 547, P = 0.02), in
addition to a considerable decrease in testosterone dosage (GC = 681 ng/dL [422-
1009]; GP = 112 ng/dL [48-200], P = 0.0002). In the GP group, histological changes
were observed in the testicles, such as intrusion of cells from the germinal epithelium
into the lumen, presence of vacuoles in the seminiferous tubules and interstitial
spaces. There was a significant increase in morphological changes in sperm tails (P
< 0.0001). The significant effects of periodontitis on intrauterine development
included reduction in the weight of the placenta, fetus and uterus, increased number



of resorptions, as well as vascular changes in fetuses (GP = 21%, P < 0.0001; n =
268). As for the second study, the animals in the GD group showed notable weight
loss compared to the other groups. Furthermore, there was evidence of significant
morphological damage to reproductive tissues, including the testes, epididymis, and
seminal vesicle. Histological analysis revealed a marked reduction in the Johnsen
score, as well as in the number of Sertoli and Leydig cells, suggesting a deterioration
in reproductive function in this group. On the other hand, the group subjected to
treatment with (B-caryophyllene (GDTB-C) demonstrated notable protective effects.
There was a significant weight gain, improvement in reproductive performance and
preservation of the morphology of germ cells. Furthermore, bone density was
increased in the GDTR-C group. Histological analysis of the testicles revealed a
possible improvement in reproductive parameters, indicated by an increase in the
Johnsen score and the preservation of Sertoli and Leydig cells in the GDTB-C group.
Similarly, spermatozoa in the GDTB-C group exhibited progress toward normal
morphological development compared with the GD group. The pregnancy rate also
increased to 69% in the GDTR-C group, highlighting the potential beneficial effects of
B-caryophyllene on reproductive performance. Therefore, we can conclude that both
periodontitis and diabetes can have adverse effects on male reproductive
performance and offspring development. However, the treatment of diabetes with 3-
caryophyllene showed therapeutic potential, protecting against the negative effects of
the various parameters evaluated.

Key-words: Testosterone; Inflammation; Male Fertility; B-Caryophyllene; Alloxan.
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1 INTRODUGAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a saude sexual como um
componente vital do bem-estar fisico, mental e social. A OMS enfatiza a necessidade de
acdes especificas para identificar, prevenir e tratar questdes de saude sexual, reconhecendo
a importancia de abordar essa area de forma abrangente (1).

A infertilidade é definida como a incapacidade de um casal engravidar de forma
natural apés um ano de relagdes sexuais regulares sem protecédo (2) e possui incidéncia
global de 8-12% dos casais em idade reprodutiva (3). De forma relevante, a infertilidade de
origem masculina é responsavel por cerca de metade de todos os casos de infertilidade e
impacta aproximadamente um em cada 20 homens na faixa etaria considerada como
periodo reprodutivo e estende-se da puberdade até os 40 anos de idade (4).

O processo inflamatério em doengas cronicas, incluindo a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), bem como o estresse oxidativo, € considerado complexo e
multifatorial, que envolve a ativacido de vias inflamatodrias e a liberagcdo de mediadores proé-
inflamatérios que podem resultar em danos teciduais. A presenga de EROs contribui para o
estresse oxidativo, causando lesdes celulares e alteragdes nas moléculas biologicas. Esses
eventos estdo intimamente relacionados a progressao de doencas inflamatdrias crbnicas (5).
O processo de estresse oxidativo e a geracdo de EROs estdo associados a alteracdes nos
espermatozoides, afetando sua morfologia e motilidade. A presenca de EROs desencadeia
danos nos lipidios e proteinas dos espermatozoides, levando a disfungdes celulares. O
estresse oxidativo pode comprometer a integridade do DNA dos espermatozoides,
resultando em um impacto negativo na fertilidade e na performance reprodutiva (6-8).

A presenga de danos no DNA dos espermatozoides tem sido relacionada a uma
série de desfechos clinicos desfavoraveis, como infertilidade, perda gestacional recorrente,
mortalidade fetal e aumento na incidéncia de doengas genéticas (9). O estresse oxidativo
estd entre as principais causas da deterioragdo das células espermaticas (10),
representando um dos principais contribuintes para a origem da infertiidade masculina.
Esse fenbmeno compromete a integridade estrutural e funcional dos espermatozoides
(8,11,12).

Espermatozoides com alteragbes podem ter um impacto substancial nao apenas nos
resultados da concepgao, mas também na saude futura da prole. Isso pode resultar em um
aumento do risco de aborto espontaneo devido a influéncia paterna, além de uma ampla
gama de condi¢cdes genéticas predominantes na descendéncia (13). Nesse sentido,
investigar alteragdes fetais ocasionadas pelas condi¢gdes de saude do pai € fundamental
para compreender os fatores genéticos e ambientais que afetam o desenvolvimento do feto,

contribuindo para a promocgao da performance reprodutiva e prevengdo de complicagbes
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nas futuras geragoes.

1.1 PERIODONTITE

A periodontite € uma doencga inflamatéria crénica caracterizada pela progressiva e
irreversivel destruicdo do periodonto de suporte, incluindo ligamento periodontal e osso
alveolar. E uma das principais causas de perda dentéria e pode ter um impacto significativo
na saude bucal e qualidade de vida (14). Além disso, representa um fator de alto risco para
o desenvolvimento ou agravante de outras doengas, como as cardiovasculares (15),
diabetes (16), comprometimento cognitivo (17) e, consequentemente, afetando a saude
sistémica (18). A periodontite representa um grave problema de saude publica devido sua
alta prevaléncia, sendo a doenca inflamatdria crénica nao transmissivel mais comum em
seres humanos. De acordo com dados do Global Burden of Disease, estima-se que, em
2019, cerca de 1,1 bilhdo de pessoas apresentavam periodontite avan¢gada no mundo (19).

A etiologia da doenga periodontal € intrinsecamente ligada a atividade dos
microrganismos presentes na placa dentaria que desencadeiam uma seérie de respostas
imuno inflamatérias no tecido periodontal (14,20-22). Esse processo tem inicio com o
acumulo de biofilme bacteriano que desencadeiam a resposta imune inflamatéria do
hospedeiro. Essa resposta resulta na disbiose dentro do biofilme oral, o que leva a
desregulacao dos processos imunes inflamatérios (20) e, consequentemente, na destruicao
do tecido periodontal (23).

A periodontite, uma condigdo de origem multifatorial, € influenciada por elementos
genéticos e ambientais. Pesquisas visam identificar genes e polimorfismos associados,
principalmente aqueles envolvidos na producdo de citocinas (24-26). Além disso, estudos
epigenéticos mostram potencial para esclarecer a relagdo entre genética, fendtipos da
doenga periodontal e fatores ambientais (27). Os microrganismos periodontais, por meio de
seus componentes antigénicos, enzimas, toxinas e metabdlitos, tém a capacidade de invadir
e danificar diretamente os tecidos periodontais, desencadeando processos celulares e
moleculares que desempenham um papel fundamental na progressdo da periodontite
(23,28).

A liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo a interleucina-1beta (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) desempenhem um papel
significativo na progressao da periodontite (11). Estas citocinas séo liberadas em resposta a
presenca de microrganismos na placa dentaria, desencadeando respostas imunoldgicas que
podem levar a um estado inflamatério cronico no tecido periodontal. A atividade continua
dessas citocinas pode levar a degradacgéo dos tecidos de suporte dos dentes, contribuindo

para a progressao e gravidade da periodontite (12). As citocinas inflamatérias podem entrar
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na corrente sanguinea e desencadear respostas inflamatérias sistémicas (Figura 1) (29).
Além disso, bactérias provenientes das bolsas periodontais podem atingir a circulacédo
sanguinea, causando bacteremia. Esses eventos tém sido associados a condigcbes como
aterosclerose, aumentando o risco de doengas cardiovasculares entre outras doencgas
sistémicas (22,29-32).

Em geral, ha uma maior prevaléncia e progressao mais acentuada da doenca
periodontal no sexo masculino em comparacdo ao feminino (33). Os homens, em contraste
com as mulheres, exibem uma produgéo elevada de citocinas inflamatérias (34). Resultados
de modelos animais revelaram que os machos apresentam uma expressao distinta de
citocinas, resultando em um aprimoramento da resposta estimulada pelos osteoclastos
frente aos estimulos bacterianos (35).

A deterioracido das células dos tecidos moles e duros periodontais, incluindo
apoptose e disturbios na diferenciacdo das células do tecido conjuntivo periodontal,
osteoclastos e osteoblastos, sdo fatores fundamentais que contribuem para o
desenvolvimento da doenga (36,37). Desta forma, a presenga de microrganismos na placa
dentaria desencadeia respostas inflamatorias no tecido periodontal, resultando em estresse
oxidativo e dano mitocondrial, 0 que ocasiona uma producéo insuficiente de energia para as
células do tecido periodontal que, consequentemente, vao apresentar disfuncgdes celulares e
deterioracdo dos tecidos de suporte dos dentes, especialmente em pacientes com
periodontite relacionada ao diabetes (38—41).

Os mediadores inflamatérios liberados durante a periodontite podem ter efeitos
adversos sobre o sistema reprodutor, interferindo na fungao testicular e na produgao de
espermatozoides (22,30,32,42). Além disso, a bacteremia resultante da presenca de
patdbgenos periodontais na corrente sanguinea pode contribuir para uma resposta
inflamatéria sistémica, afetando indiretamente a saude reprodutiva (29,43,44). As disfuncbes
no sistema reprodutor masculino, especialmente aquelas associadas a inflamagéo crénica,
podem ter implicagdes significativas para a saude reprodutiva e, por conseguinte, para a
prole. Estudos tém investigado a possivel relagdo entre altera¢cdes na espermatogénese e
efeitos adversos na descendéncia (45,46). A inflamacao sistémica e as mudancas na
qualidade do esperma podem impactar negativamente o desenvolvimento embrionario, a
taxa de fertilizacdo e a viabilidade dos embrides, potencialmente contribuindo para

complicagdes obstétricas e comprometimento da saude neonatal (31,47—-49).
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Figura 1. Mecanismos bioldgicos presentes na periodontite relacionados a inflamacgao e doengas sistémicas
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Na periodontite, as citocinas pré-inflamatérias produzidas localmente podem ingressar na circulagéo sistémica, desencadeando uma resposta de fase
aguda no figado. Esta resposta é caracterizada por niveis elevados de proteina C reativa (PCR), fibrinogénio e amiloide A sérica, contribuindo, por sua



vez, para o desenvolvimento de aterosclerose ou inflamagéo intrauterina. Adicionalmente, a ulceragdo gengival nas bolsas periodontais proporciona a
saida e disseminacao sistémica de bactérias periodontais. Algumas dessas bactérias, como Porphyromonas gingivalis, foram identificadas em
leucécitos circulantes e em lesdes ateroscleréticas, onde podem atuar como estimulos pré-aterogénicos. Outras bactérias periodontais, como
Fusobacterium nucleatum, foram encontradas na placenta, potencialmente causando efeitos adversos na gravidez. A ingestao constante de grandes
quantidades de bactérias orais no intestino através da saliva adiciona um contexto relevante. Recentemente, foi proposto um mecanismo adicional que
liga a periodontite a inflamacéo sistémica: a ingestao de P. gingivalis pode causar alteragdes na microbiota intestinal, aumentando a permeabilidade
epitelial intestinal e desencadeando endotoxemia, que por sua vez causa inflamacgao sistémica. E importante notar que, embora esses eventos sejam
representados de forma independente, ndo sdo mutuamente exclusivos e podem ocorrer simultaneamente. Os circulos azuis no compartimento fetal-
placentario indicam invasdo bacteriana, enquanto os circulos brancos representam a disseminacdo de mediadores inflamatérios. As abreviagbes
incluem IL (interleucina) e TNF (fator de necrose tumoral). Essas complexas interagdes ressaltam a necessidade continua de pesquisa para uma
compreensao mais completa desses mecanismos.

Fonte: Adaptado de Hajishengallis (2015).
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1.2 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca inflamatéria crénica que afeta milhares de
pessoas em todo o mundo. A doenca é caracterizada por hiperglicemia, que podem levar a
complicagcbes vasculares graves, como doengas cardiovasculares, neuropatia e retinopatia
(50). A prevaléncia da doenga tem aumentado em todo mundo, tornando-se um problema de
saude publica global. De acordo com a OMS, estima-se que mais de 422 milhdes de adultos
viviam com diabetes em 2014, e esse numero deve mais que dobrar até 2030 (51). No
Brasil, a Sociedade Brasileira de Diabetes, estima que mais de 15 milhdes de pessoas
estavam vivendo com a doenga em 2019 no pais, o que representa 6,9% da populagao
nacional (52).

As complicagdes vasculares do DM estdo relacionadas a um estado cronico de
hiperglicemia e podem afetar tanto os grandes vasos sanguineos, caracterizando o que
chamamos de macroangiopatia diabética, quanto os pequenos vasos sanguineos, que se
manifesta como microangiopatia diabética. Essas anormalidades nos vasos sanguineos sao
resultado de processos como a glicagdo ndo enzimatica irreversivel de proteinas, mudancas
no equilibrio redox das células, aumento do estresse oxidativo, inflamacgao crénica, além do
desenvolvimento de disfungdo no revestimento interno dos vasos, conhecida como
disfuncao endotelial, e um estado de maior propensao a coagulagdo, denominado estado de
hipercoagulabilidade. Esses fatores contribuem para as complicacbes vasculares
associadas ao DM (53,54).

O aumento na producao de citocinas inflamatérias e moléculas de adesao celular
pode intensificar as respostas inflamatérias, resultando no agravamento das complicagoes
vasculares associadas ao DM. Além disso, certas citocinas proé-inflamatoérias, como TNF-q,
IL-1 e IL-6, desempenham um papel significativo na promog¢ao de um estado pré-coagulante
em células endoteliais lesionadas. Isso ocorre devido a capacidade dessas citocinas de
estimular a liberacdo e expressdo de moléculas pré-coagulantes, enquanto inibem a
expressao de moléculas anticoagulantes, como a trombomodulina, pelas células endoteliais
(55).

A etiologia do DM ¢é multifatorial, envolvendo fatores genéticos, ambientais e
comportamentais. A maioria dos casos de diabetes pode ser classificada em duas
categorias principais em termos de sua origem e desenvolvimento. Na primeira categoria,
conhecida como diabetes tipo 1, a causa € uma deficiéncia total na produgéo de insulina.
Individuos com maior probabilidade de desenvolver esse tipo de DM frequentemente
apresentam evidéncias de um processo autoimune nas ilhotas pancreaticas, além de

marcadores genéticos identificaveis. Na segunda categoria, mais comum, chamada de DM
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tipo 2, a causa envolve uma combinacao de resisténcia a acao da insulina e uma resposta
insuficiente de secrecao de insulina. Nessa categoria, é possivel que um nivel elevado de
glicose no sangue, suficiente para causar mudangas patoldgicas e funcionais em varios
tecidos do corpo, esteja presente por um periodo prolongado, antes que os sintomas
clinicos do DM se tornem aparentes (56).

Em pacientes com DM, a regulagdo normal dos processos metabdlicos dentro das
mitocéndrias pode ser comprometida, resultando em disfungdes mitocondriais (57,58). Além
de sua fungdo na producado de energia, as mitocdndrias desempenham um papel essencial
na geracdo EROs. Esses subprodutos quimicos possuem uma vida util muito curta e
reagem rapidamente com o DNA, proteinas e lipidios, resultando no que é conhecido como
estresse oxidativo. Os acidos graxos, em particular, sdo altamente suscetiveis a esse tipo de
dano, levando a formacéo de peroxidos lipidicos. Consequentemente, o acumulo de acidos
graxos na proximidade da matriz mitocondrial, onde os processos oxidativos ocorrem,
aumenta a probabilidade de peroxidacao lipidica, o que, por fim, pode levar a danos nas
proteinas mitocondriais e a redugéo da capacidade oxidativa (57,59).

O estresse oxidativo pode estar envolvido no desenvolvimento de anormalidades na
funcdo reprodutiva masculina associadas a DM. Em revisado de literatura (60), os autores
abordaram uma série de estudos em humanos e modelos animais examinando os efeitos do
DM na performance reprodutiva masculina. Os achados destacaram consistentemente a
presenca de danos nos espermatozoides de homens com DM, indicando uma correlagao
entre a condicdo metabdlica e a qualidade do esperma. Os estudos em animais analisados
revelaram uma série de anormalidades, incluindo alteragbes na morfologia espermatica,
comprometimento da motilidade e aumento do estresse oxidativo nas amostras de esperma
de individuos diabéticos. A presenca de diabetes em homens foi associada a um aumento
significativo na porcentagem de espermatozoides com danos ao DNA nuclear (61), uma
condigao que tem sido reconhecida por estar correlacionada com a diminuicao da fertilidade
e o0 aumento das chances de aborto espontaneo.

A patogénese do DM inclui predominantemente disfungédo das células beta, reducao
na quantidade ou sensibilidade da insulina, juntamente com o desencadeamento de
estresse oxidativo, processos inflamatérios, disfungdo mitocondrial e apoptose (62,63). A
compreensdo desses mecanismos patologicos € fundamental para desenvolver estratégias
de prevencao e tratamento mais eficazes, especialmente dada a crescente incidéncia de
diabetes em todo o mundo. Compreender a interacao entre fatores genéticos, ambientais e
comportamentais que contribuem para a manifestacdo do DM é fundamental para um
manejo mais abrangente da doenga. A pesquisa continua e a implementacdo de
abordagens holisticas sao essenciais para lidar com os desafios que o DM apresenta em

termos de saude publica e bem-estar individual.
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1.2.1.1 B-cariofileno e diabetes

O tratamento do DM é complexo e muitas vezes requer uma abordagem multifatorial.
Além dos protocolos convencionais, o0 uso de terapias complementares tem sido explorado
(63-65). O B-cariofileno, um composto presente em diversos 6leos essenciais, como no 6leo
de copaiba, demonstrou propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, o que o torna uma
possivel ferramenta terapéutica no manejo do DM. Sua capacidade de modular o sistema
endocanabinoide, reduzindo a inflamacdo e melhorando a sensibilidade a insulina, tem
despertado interesse na comunidade cientifica como um possivel agente coadjuvante no
tratamento do DM, oferecendo uma abordagem promissora e complementar para melhorar o
controle glicémico e reduzir as complicagdes associadas a doenca (66—68).

O PB-cariofileno possui efeitos atenuantes sobre a neuroinflamacdo e a morte
neuronal (69). Além disso, sua capacidade de aumentar os antioxidantes endégenos, reduzir
os radicais livres e inibir a peroxidagao lipidica sugere um potencial terapéutico no DM e
suas complicagdes, agindo em multiplas vias moleculares que desempenham papéis
cruciais na cascata inflamatéria e no estresse oxidativo intimamente relacionados ao DM e
suas complicacdes (70-72).

Os estudos mencionados resumidamente no Quadro 1 (73) indicam que o B-
cariofileno pode ser um potencial agente terapéutico para diabetes e suas complicagbes.
Além disso, demonstra efeitos protetores sobre os espermatozoides, reduzindo o estresse
oxidativo e preservando a integridade estrutural e funcional dos espermatozoides (74).
Devido as suas propriedades antioxidantes, o B-cariofileno tem sido associado a reducao
dos danos provocados pelos radicais livres nos espermatozoides e a preservagao da
integridade das mitocdndrias, contribuindo para a prevencao de alteragbes que poderiam
comprometer a performance reprodutiva (6,11).

Estudar os possiveis efeitos do B-cariofileno na protecao dos espermatozoides e do
sistema reprodutor masculino de portadores de DM é de extrema importancia, pois pode
abrir caminho para estratégias terapéuticas inovadoras no tratamento da infertilidade
masculina e para a preservacao da performance reprodutiva. Compreender os mecanismos
moleculares pelos quais ele exerce seus efeitos pode levar ao desenvolvimento de
intervencdes mais eficazes e especificas, promovendo melhorias significativas na

performance reprodutiva e qualidade de vida das populagbes afetadas.



Quadro 1. Efeitos do B-cariofileno contra complicacdes diabéticas.
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Modelos Experimentais Dose, concentracido e | Complicagoes Efeitos e mecanismos do B-cariofileno Referéncia
periodo de B-cariofileno diabéticas
Células mesangiais humanas 6,25, 12,5 e 25 uM por 1 hora | Nefropatia diabética = Inibiu a proliferagao celular, expressao de (75)
e depois células estimuladas EROs e NADPH oxidase (NOX) 2/4.
| de dl * Reduziu os niveis de TNF-a, IL-18, IL-6.
com alto teor de glicose por = Suprimiu a fibronectina e colageno IV.
24 horas * Inibiu a ativagdo de NF-kB e Nrf2.
STZ 40 mg/kg, ip na semana 1 | 10 mg/kg/60 uL, 45 dias Dor neuropatica diabética | = Reducdo da glicose no sangue e (76)
(indugio), STZ 120 mg/kg na semana aumento dos niveis de insulina.
¢ = Aliviou a dor da neuropatia diabética.
3, (reforco) para camundongos * Reduziu a substancia p e citocinas pro-
fémeas BALB/c inflamatdrias.
Tumor induzido por <células de |0, 0,15 ou 0,3% por 16 | Cancer associado ao |+ Inibiu o ganho de peso, crescimento (77)
melanoma B16F10 e metastase | semanas com DH diabetes tumoral e metastase.
linf | * Inibiu a progressao do ciclo celular,
infonoda em camundongos sobrevivéncia celular, angiogénese e
C57BL/6N com dieta rica em gordura linfangiogénese em tumores.
(60 kcal%) * Inibigdo de lipidios e secregdo de
citocinas
Células da medula éssea derivadas de | 0,1-100 uM Osteoporose associada ao | = Estimulou a mineralizagao osteoblastica. (78)
tecidos femorais de camundongo diabetes * Inibiu a adipogénese ativando PPAR e
osteoclastogénese.
* Inibiu TNF-a e NF-kB
Células tumorais colorretais CT26 | 50 uM por 48 h in vitro e 200 | Cancer colorretal | = Reduziu a superexpresséo de ART1. (79)

expostas a alto teor de glicose e
células CT26 transplantadas em DM
induzido por STZ (100 mg/kg) em

PO

camundongos por 10 dias

mg/kg, para

associado ao diabetes

* Modulou a glicélise e metabolismo
energético.

= Regulou positivamente da proteina
quinase B/ mTOR / c-Myc e expressao de
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camundongos Balb/c machos enzimas glicoliticas.
= Suprimiu a proliferagcdo e aumentou a
apoptose de células cancerigenas.

Polineuropatia simétrica distal em | Suplemento dietético | Polineuropatia diabética » Benéfico na neuropatia sensoério-motora (80)

pacientes com DM contendo B-cariofileno, mirra, simétrica distal diabética dolorosa.

, . , . = Tolerado sem efeitos colaterais.
acido carnésico

Fonte: Adaptado de Hashiesh et al. (2020). STZ, Estreptozotocina; DH, dieta hiperlipidica; DM, diabetes mellitus; EROs, espécies reativas de oxigénio; NADPH, fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida adenina; NOX, forma reduzida do fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina oxidase; PPAR, receptor ativado por proliferador de
peroxissoma; TNF-a, Fator de necrose tumoral alfa; NF-kB, fator nuclear kappa B; Nrf2, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; ART1, mono-ADP-ribosiltransferase
1; mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos); c-Myc, alvo da rapamicina em mamiferos.



28

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da periodontite e do possivel efeito protetor do B-Cariofileno

sobre o diabetes induzido sobre a reproducao de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os possiveis efeitos da periodontite sobre a espermatogénese de ratos
Wistar.

Analisar os possiveis efeitos da periodontite induzida em ratos Wistar machos sobre
o desenvolvimento intrauterino de fémeas saudaveis.

Avaliar o efeito do p-Cariofileno nos parametros reprodutivos de ratos com diabetes
induzida.

Analisar o possivel efeito protetor do tratamento com B-Cariofileno em ratos machos

diabéticos sobre a gestagao e prole.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da Experimentagao
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal - CONCEA
sob a Lei n° 11.794, de 08/10/2008, e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UEL Brasil (Parecer n. CEUA-UEL n°® 17614.2018.59 — Artigo 1 (ANEXO A)e n°
752.2019.54 - oficio n° 55/2019 e 47/2020 — Artigo 2 (ANEXO B)).

3.1 ARTIGO 1 - EFEITOS DA DOENGA PERIODONTAL NA PERFORMANCE REPRODUTIVA E NA
PROLE DE RATOS WISTAR

3.1.1 Animais

Para a realizacio deste estudo, foram utilizados 24 machos e 48 fémeas, adultos, da
espécie Rafttus norvegicus, linhagem Wistar, com aproximadamente 250 g de peso corporal,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Esses animais passaram por periodo prévio de aclimatagao no
biotério setorial do Departamento de Biologia Geral, da UEL. Os animais foram mantidos em
grupos de 5 e durante o acasalamento em grupos de 3, em gaiolas de polipropileno com
tampa de arame zincado, contendo maravalha (raspas de madeira). Durante a execucéo
deste trabalho os animais foram mantidos em regime de luminosidade controlada, ciclo de
12 horas claro/escuro, a 22 + 2 °C, com agua e ragao (Nuvilab, Nuvital, Campo Largo,

Brasil) a vontade.

3.1.2 Delineamento experimental

Os 24 ratos machos foram divididos igualmente em dois grupos sendo: o grupo
controle (sem ligadura) e o grupo periodontite (com ligadura). Apds 14 dias da indugéo de
doenga periodontal (81), os animais foram mantidos com a periodontite por 54 dias, periodo
correspondente a um ciclo da espermatogénese em ratos (82). No dia 54, os machos foram
colocados para acasalar com fémeas que nao foram submetidas a nenhum tratamento, na
propor¢cao de um macho para duas fémeas (foram utilizadas 48 fémeas) para a avaliacdo da
performance reprodutiva (83) (Figura 2). Os animais continuaram com a ligadura por mais
10 dias, correspondentes a dois ciclos estrais na fémea. Nos dias seguintes, com um
intervalo de 12 horas, as fémeas foram examinadas para a identificagdo de prenhez. Apds o
acasalamento, os machos foram submetidos a eutanasia para avaliagdo da

espermatogénese, dosagem dos niveis de testosterona e performance reprodutiva, a fim de



30

investigar possiveis associacbes entre a doenga periodontal e o sistema reprodutivo

masculino.
Grupos experimentais
o Grupo Macho Controle (GC, n = 12) animais sem ligadura. Acasalados com fémeas
saudaveis (n = 24).
e Grupo Macho Periodontite (GP, n = 12) animais com ligadura para indugdo de

doenca periodontal. Acasalados com fémeas saudaveis (n = 24).

Figura 2. Delineamento experimental — Artigo 1
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Os ratos do grupo GP (n = 12) foram anestesiados e submetidos a inducdo de periodontite com
ligadura por 14 dias e mantida por mais 54 dias que correspondem a dois ciclos da espermatogénese
antes do acasalamento e pareados por peso aos ratos do grupo controle GC (n = 12) que também
foram submetidos a anestesia. Os animais prenhes foram acompanhados por 20 dias e submetidas a
laparotomia exploratdria para analise da prole. Grupo Periodontite (GP); Grupo Controle (GC).

3.1.3 Inducédo da doencga periodontal

A inducao da periodontite foi realizada sob anestesia geral intramuscular por injegao
de uma solucdo de 16 mg/Kg de xilazina a 2 % cloridrato de sédio (Rompum-Bayer®, Sao
Paulo, SP, Brasil) e 40 mg/Kg de cetamina (Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil). Uma
ligadura de nailon (3-0, Shalon®, Goiania, GO,Brasil) foi posicionada em torno da regiao
cervical do primeiro molar mandibular de cada rato e entdo firmemente amarrado (84). A
doencga periodontal é estabelecida apds 14 dias do posicionamento da ligadura, determinada

pela destruicdo do periodonto de insergéo, formando bolsas infradsseas (81). Neste periodo,
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foi oferecida uma dieta pastosa adicional (ragdo amolecida) ao grupo com periodontite. Os
animais GC foram submetidos ao mesmo delineamento experimental do grupo tratado

exceto a instalac&o da ligadura.

3.1.4 Avaliacao da toxicidade paterna

Durante todo o periodo de indugcdo e manutencao da periodontite, foi realizado um
acompanhamento do peso corporal a cada trés dias dos ratos machos para avaliacdo da
toxicidade, além da observacgao de possiveis sinais clinicos de toxicidade, como piloerecao,
olhos avermelhados, diarreia, descoordenacdo motora e morte (APENDICE A). Apds a
eutanasia e laparotomia, o coragéo, pulmao, figado e rins foram removidos e analisados
externamente quanto a presenga de hemorragias, areas de necrose e coloragdo dos
tecidos, além de serem pesados de acordo com a metodologia descrita por Stuckhardt e
Poppe (1984) (85).

3.1.5 Identificacdo da prenhez

Apds o0 acasalamento, as fémeas foram examinadas para identificar a prenhez, com
um intervalo de 12 horas. Foi injetado 20 pL de solugao de cloreto de sédio a 9 % no canal
vaginal da fémea por meio de uma pipeta de pequeno calibre, seguida de aspiragdo. O
material coletado foi colocado em Iaminas de vidro lapidadas e, por meio de um esfregaco,
foi verificado ao microscopio de Iluz (Olympus, Toéquio, Japédo) a presenga de

espermatozoides para confirmar a prenhez.
3.1.6 Eutanasia

Ao final do experimento, todos os machos foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo, seguida da coleta de sangue para posterior dosagem de testosterona. Esse
método de eutanasia é justificado por ser compativel com a realizagdo da dosagem de
testosterona, uma vez que outros métodos, como o uso de anestésicos injetaveis ou
inalatérios, podem interferir no resultado (86). Em seguida, foi realizada a avaliagao clinica
intrabucal e, posteriormente, a analise tomografica da maxila. Os testiculos e epididimos

também foram coletados apds laparotomia.
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3.1.7 Analise da espermatogénese

Para avaliar a morfologia dos espermatozoides no epididimo, utilizou-se a
metodologia descrita por Wyrobek et al. (1983) (87). Foram coletados espermatozoides da
cauda do epididimo e 400 células por animal coradas em Giemsa foram analisadas em
microscopio de luz (Olympus, Téquio, Japao).

Os testiculos retirados foram imersos em solugao fixadora de Bouin.e posteriormente
em alcool 70%. As amostras foram entdo incluidas em parafina histolégica e seccionadas.
Dez cortes de tecido aleatérios (7 pym) dos testiculos foram submetidos a coloracdo com
hematoxilina e eosina e examinados sob um microscoépio de luz (Olympus, Toéquio, Japao),
equipado com uma camera digital (Moticam, Motic Company, Xiamen, China), em
ampliagdes de 100 e 400X. Foram avaliados 40 tubulos seminiferos por animal em 100X de
ampliagdo e a avaliagdo histologica foi classificada e pontuados conforme o escore de
Johnsen (1970) (88), em uma escala de de 1 a 10, considerando os tubulos que n&o
apresentavam epitélio seminifero com score 1 e aqueles com presenca de todas as células
da linhagem espermatogénica no epitélio, incluindo a célula de Sertoli, com escore 10.

Para avaliar o tecido intersticial, as células de Leydig foram contadas e avaliadas
pela quantidade de células por unidade de area (mm2) em 10 imagens por animal, em uma

ampliacédo de 400X.

3.1.8 Analise da testosterona plasmatica

O plasma sanguineo foi obtido por centrifugagdo a 3.000g por 15min a 4°C e
armazenado a -20°C até ser analisado por imunoensaio no Laboratério de Pesquisa em
imunologia Aplicada da Universidade Estadual de Londrina. A testosterona total presente no
plasma foi medida via quimioluminescéncia (2nd Generation Testosterone. Architect System,
Abbott, Wiesbaden, Alemanha), conforme recomendagdes do fabricante. O coeficiente de
variagao intraensaio e a sensibilidade minima do ensaio foram de 4,6% e 0,15 nmol/L (4,3

ng/dL), respectivamente.

3.1.9 Analise microtomografica da periodontite induzida

As amostras da maxila dos machos foram analisadas por microtomografia de raios-X,
no LARX (Laboratério de Analise por Raio X) da Universidade Estadual de Londrina,
objetivando avaliar a perda éssea ao redor do primeiro molar superior em comparagao com
0 grupo controle. A aquisicdo das imagens das amostras foi realizada num microtomégrafo

Skyscan modelo 1173 (Bruker, Billerica, MS, EUA). Os parametros usando para aquisigao
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das imagens foi 50 KV de tensédo e 160 pA para corrente do tudo de raios-X, com um passo
angular de rotagao de 0, 35°. A resolucao espacial usada foi de 8 ym. A reconstrugao das
imagens a partir das aquisicbes foi realizada no soffware NRecon (Micro Photonics,
Allentown, PA, EUA), na qual foi efetuada as correcdes de endurecimento de feixe, artefato
de anel e atenuacgao de ruidos. Com as imagens 2D e 3D reconstruidas, pode-se realizar as
analises de perda dssea em torno do dente de interesse. Para padronizar o volume
analisado, foi construida uma rotina de analise na aba custom processes do software CTan
(Bruker, Billerica, MS, EUA). Ap6s a obtencdo do volume de interesse (VOI), a imagem foi
binarizada utilizando o algoritmo Otsu (1979) (89) variagao proposta por Liao (2001) (90) e
realizada a analise 3D para obter volume de 0sso e espaco vazio dentro do VOI para cada

amostra.

3.1.10 Avaliacdo do desenvolvimento intrauterino e malformac¢des congénitas externas,

viscerais e esqueléticas

O conteudo intrauterino das fémeas foi avaliado quanto a presenca de reabsorcoes,
numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal e presenca de
malformacdes congénitas externas, sendo calculados os seguintes indices: taxa de
viabilidade fetal, taxa de perda pés-implantacdo, taxa de reabsor¢cdo embrionaria e indice
placentario (91).

O utero e os ovarios foram removidos e contado o numero de corpos luteos
gravidicos, com o auxilio de um microscopio estereoscopico (Motic SMZ 140, Motic Co,
Xiamen, China). A seguir os fetos foram retirados e os cornos uterinos inspecionados quanto
ao numero de implantagdes e respectivas placentas. A presenca de reabsor¢ao, numero de
fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario e malformagdes externas também foram
analisados (91).

Foram determinados a viabilidade fetal ([nUmero de fetos vivos/nimero de locais de
implantacdo] X 100), apds perda de implantagdo ([numero de locais de implantagcédo -
nuamero de fetos vivos/nimero de locais de implantagcdo] X 100), taxa de reabsorgéo
embrionaria ([numero de reabsor¢des /numero de locais de implantagdo] X 100) e indice
placentario (peso da placenta/peso do feto). A taxa de perda pré-implantagao foi calculada
pela formula [(numero de corpos luteos, numero de implantagbes) / numero de corpos
luteos] x 100. A porcentagem de perdas pés-implantagdo foi calculada pela férmula
[(nimero de implantagdes, numero de fetos vivos) / niumero de implantagdes] x 100 (91).

Os fetos foram analisados quanto a presenca de malformagdes congénitas externas
(APENDICE B e C). Cerca de metade deles foram destinados & anélise de malformacdes

viscerais, sendo fixados em solugdo de Bodian e posteriormente examinados por meio de
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cortes e microdissecgao (92). Essa avaliacao foi realizada em microscopio estereoscoépico
(Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). O restante dos fetos foi destinado a analise de
malformacdes esqueléticas (93), sendo inicialmente fixados em acetona, eviscerados,
diafanizados e corados em solugdo aquosa de hidréxido de potassio, alizarina e solugao
clareadora. Posteriormente, cada feto foi analisado em microscépio estereoscopico (Motic
SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). Foi realizada também a adequacao do peso a idade de
prenhes (APIP) (94).

3.1.11 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA), utilizando o teste t de Student para dados paramétricos e o
teste de Mann-Whitney para dados nado paramétricos. Para avaliar a normalidade dos
dados, utilizou-se o teste de D'Agostino-Pearson. Para a anadlise de dados de frequéncia,
foram empregados o teste exato de Fisher ou o teste do Qui-quadrado com correg¢édo de
Yates. As variaveis categodricas foram apresentadas em numero absoluto (n) e percentual
(%), enquanto as variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrao (DP) ou
mediana e intervalo interquartil (IQR) para dados ndo paramétricos. Considerou-se diferenca

estatisticamente significativa quando P<0,05.

3.2 ARTIGO 2 - IDENTIFICAGAO DOS POSSIVEIS EFEITOS PROTETORES DO B-CARIOFILENO SOBRE
DIABETES MELLITUS INDUZIDO POR ALOXANA EM RATOS WISTAR

3.2.1 Animais

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 40 ratos machos e 80 fémeas,
adultos, da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com aproximadamente 250 g de
peso corporal, provenientes do Biotério Central do CCB-UEL. Londrina, Parana, Brasil.
Esses animais passaram por periodo prévio de aclimatacdo no Biotério Setorial do
Departamento de Biologia Geral da UEL. Os animais foram mantidos em grupos de 5 e
durante o acasalamento em grupos de 3, em gaiolas de polipropileno com tampa de arame
zincado e maravalha (raspas de madeira). Durante o estudo, os animais foram mantidos em
regime de luminosidade controlada, ciclo de 12 horas claro/escuro e 22 + 2 °C, com agua e

racao (Nuvilab, Nuvital, Campo Largo, Brasil) a vontade.
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3.2.2 Delineamento experimental

Os 40 ratos machos foram distribuidos em quatro grupos experimentais com dez

ratos machos em cada grupo (Figura 3), sendo:

1. Grupo diabético (GD): Os animais deste grupo receberam por administragdo via
intraperitoneal, aloxana em dose unica de 120 mg/kg de peso corporal. Apds a confirmagao
do diabetes induzida, por meio da dosagem de glicemia, os animais receberam diariamente,

via gavagem, agua destilada, por um periodo de 54 dias.

2. Grupo B-cariofileno (GB-C): Os animais deste grupo receberam diariamente, via
gavagem, a dose de 200 mg/kg de B-cariofileno (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA) (70),
por um periodo de 54 dias. O volume administrado foi calculado em fungéo do peso, sendo

monitorado a cada trés dias com ajuste da dose.

3. Grupo diabético tratado com [-cariofileno (GDTB-C): Os animais receberam por
administracio via intraperitoneal, aloxana em dose Unica de 120 mg/kg de peso corporal.
Apods a confirmacdo do diabetes induzida, por meio da dosagem da glicemia, os animais
receberam diariamente, via gavagem, a dose de 200 mg/kg de B-cariofileno por um periodo
de 54 dias. O volume administrado foi calculado em funcédo do peso, sendo monitorado a

cada trés dias com ajuste da dose.

4. Grupo controle (GC): Os animais deste grupo receberam diariamente, via gavagem,

agua destilada no mesmo volume administrado no grupo tratado por um periodo de 54 dias.
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Figura 3. Delineamento experimental — Artigo 2
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Os ratos do grupo GD (n = 10) foram submetidos a inducdo de diabetes por administracdo via
intraperitoneal, aloxana em dose unica de 120 mg/kg de peso corporal. Apdés a confirmagdo do
diabetes induzida, por meio da dosagem de glicemia, os animais receberam diariamente, via
gavagem, agua destilada, por um periodo de 54 dias. Os animais do grupo GB-C (n = 10) receberam
diariamente, via gavagem, a dose de 200 mg/kg de B-cariofileno, por um periodo de 54 dias. Os
animais do grupo GDTR-C (n = 10) receberam por administragao via intraperitoneal, aloxana em dose
Unica de 120 mg/kg de peso corporal. Apds a confirmagdo do diabetes induzida, por meio da
dosagem da glicemia, os animais receberam diariamente, via gavagem, a dose de 200 mg/kg de (-
cariofileno por um periodo de 54 dias. Os animais do grupo GC (n = 10) receberam diariamente, via
gavagem, agua destilada no mesmo volume administrado no grupo tratado por um periodo de 54
dias. No dia 54, os machos foram colocados para acasalar com fémeas que nao foram submetidas a
nenhum tratamento, na propor¢cdo de um macho para duas fémeas. Apds 20 dias as fémeas foram
submetidas a laparotomia exploratéria para analise da prole.

Grupo diabético (GD); Grupo B-cariofileno (GB-C); Grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTp-
C) e Grupo controle (GC).
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3.2.3 Inducao do diabetes mellitus

O diabetes mellitus foi induzido por administragdo via intraperitoneal de aloxana
(Sigma Co., Cream Ridge, NJ, EUA) em dose unica de 120 mg/kg de peso corporal (95),
ap6s 12 horas de jejum. A glicose no sangue foi medida usando tiras reagentes do tipo
Accu-Chek Glucometer (Roche, Basiléia, Suica). Os animais foram considerados diabéticos
quando a glicemia fosse superior a 200 mg/dl (96-98).

Apés a confirmagao do diabetes induzida, os animais foram mantidos por 54 dias,
periodo correspondente a um ciclo da espermatogénese em ratos (82). Nesse dia, os
machos foram alocados para acasalar com fémeas que nado foram submetidas a nenhum
tratamento, na propor¢gdo de um macho para duas fémeas. Os animais continuaram sendo
tratados por mais dez dias, correspondentes a dois ciclos estrais da fémea. Nos dias
seguintes, com um intervalo de 12 horas, as fémeas foram examinadas para a identificagédo
de prenhez. Para a avaliagdo da performance reprodutiva foi utilizado o protocolo de
Andrade et al. (99). Apés o acasalamento, os machos foram submetidos a eutanasia para
avaliacdo da espermatogénese, dosagem dos niveis de testosterona e performance
reprodutiva. Durante o estudo houve perda de um animal em ambos os grupos GD e GDT3-

C devido a complicacbes do diabetes.
3.2.4 Analise da toxicidade paterna

Os ratos machos foram monitorados quanto ao ganho de peso a cada trés dias,
durante todo periodo experimental (64 dias). Sinais clinicos de toxicidade como piloeregao,
olhos avermelhados, diarreia, falta de coordenacdo motora e morte também foram avaliados
(APENDICE A). Apds a eutanasia e laparotomia, o coragdo, pulmao, figado e rins foram
removidos, pesados e analisados externamente quanto a presenca de hemorragias, areas
de necrose e coloracdo dos tecidos, além de serem pesados de acordo com a metodologia
descrita por Stuckhardt e Poppe (1984) (85).

3.2.5 Identificagdo da prenhez

Apés o acasalamento, as fémeas foram examinadas para identificar a prenhez com
um intervalo de 12 horas. Foi injetado 20 uL de solugao de cloreto de sédio a 9% no canal
vaginal por meio de pipeta de pequeno calibre, seguido de aspiragdo. O material coletado foi
colocado em laminas de vidro lapidadas e, por meio de um esfregaco, foi verificado ao
microscopio de luz (Olympus, Toquio, Japado) a presenga de espermatozoides para

confirmar a prenhez.
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3.2.6 Eutanasia

Ao final do experimento, todos os machos foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo, seguida da coleta de sangue para posterior dosagem de testosterona. Esse
método de eutanasia € justificado por ser compativel com a realizacao da dosagem de
testosterona, uma vez que outros métodos, como o uso de anestésicos injetaveis ou
inalatérios, podem interferir no resultado (86). Os testiculos e epididimos também foram

removidos apds laparotomia.

3.2.7 Analise da espermatogénese

Para avaliar a morfologia dos espermatozoides no epididimo, utilizou-se a metodologia
descrita por Wyrobek et al. (1983) (87). Foram coletados espermatozoides da cauda do
epididimo e 400 células por animal coradas em giemsa foram analisadas em microscépio de
luz (Olympus, Toquio, Japao).

Os testiculos retirados foram imersos em solugao fixadora de Bouin.e posteriormente
em alcool 70%. As amostras foram entdo incluidas em parafina histolégica e seccionadas.
Dez cortes de tecido aleatérios (7 pym) dos testiculos foram submetidos a coloragdo com
hematoxilina e eosina e examinados sob um microscépio de luz (Olympus, Téquio, Japao),
equipado com uma camera digital (Moticam, Motic Company, Xiamen, China), em
ampliacées de 100 e 400X. Foram avaliados 40 tubulos seminiferos por animal em 100X de
ampliagdo e a avaliagdo histologica foi classificada e pontuados conforme o escore de
Johnsen (1970) (88), em uma escala de de 1 a 10, considerando os tubulos que nao
apresentavam epitélio seminifero com score 1 e aqueles com presencga de todas as células
da linhagem espermatogénica no epitélio, incluindo a célula de Sertoli, com score 10.

Para avaliar o tecido intersticial, as células de Leydig foram contadas e avaliadas
pela quantidade de células por unidade de area (mm2) em 10 imagens por animal, em uma

ampliacao de 400X.

3.2.8 Analise da testosterona plasmatica

O plasma sanguineo foi obtido por centrifugagdo a 3.000g por 15min a 4°C e
armazenado a -20°C até ser analisado por imunoensaio no Laboratério de Pesquisa em
imunologia Aplicada da Universidade Estadual de Londrina. A testosterona total presente no
plasma foi medida via quimioluminescéncia (2nd Generation Testosterone. Architect System,
Abbott, Wiesbaden, Alemanha), conforme recomendacgdes do fabricante. O coeficiente de

variagao intraensaio e a sensibilidade minima do ensaio foram de 4,6% e 0,15 nmol/L (4,3
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ng/dL), respectivamente.

3.2.9 Avaliacado do desenvolvimento intrauterino e malformagdes congénitas externas,

viscerais e esqueléticas

O conteudo intrauterino das fémeas foi avaliado quanto a presenca de reabsorgoes,
numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal e presenca de
malformacdes congénitas externas, sendo calculados os seguintes indices: taxa de
viabilidade fetal, taxa de perda pds-implantacéo, taxa de reabsor¢do embrionaria e indice
placentario (91).

O utero e os ovarios foram removidos e contado o numero de corpos luteos
gravidicos, com o auxilio de um microscépio estereoscépico (Motic SMZ 140, Motic Co,
Xiamen, China). A seguir os fetos foram retirados e os cornos uterinos inspecionados quanto
ao numero de implantagdes e respectivas placentas. A presenca de reabsor¢ao, nimero de
fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario e malformacbes externas também foram
analisados (91).

Foram determinados a viabilidade fetal ([numero de fetos vivos/niumero de locais de
implantacao] X 100), apds perda de implantagdo ([niumero de locais de implantacédo -
numero de fetos vivos/nimero de locais de implantagdo] X 100), taxa de reabsorcao
embrionaria ([numero de reabsor¢des /numero de locais de implantacdo] X 100) e indice
placentario (peso da placenta/peso do feto). A taxa de perda pré-implantagao foi calculada
pela férmula [(nimero de corpos luteos, numero de implantagdes) / numero de corpos
lteos] x 100. A porcentagem de perdas poés-implantagdo foi calculada pela férmula
[(numero de implantagdes, numero de fetos vivos) / numero de implantagdes] x 100 (91).

Os fetos foram analisados quanto a presenca de malformagdes congénitas externas
(APENDICE B e C). Cerca de metade deles foram destinados & analise de malformagdes
viscerais, sendo fixados em solu¢cao de Bodian e posteriormente examinados por meio de
cortes e microdissecgao (92). Essa avaliagao foi realizada em microscopio estereoscopico
(Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). O restante dos fetos foi destinado a analise de
malformacdes esqueléticas (93), sendo inicialmente fixados em acetona, eviscerados,
diafanizados e corados em solugdo aquosa de hidréxido de potassio, alizarina e solugao
clareadora. Posteriormente, cada feto foi analisado em microscépio estereoscépico (Motic
SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). Foi realizada também a adequacao do peso a idade de
prenhes (APIP) (94).
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3.2.10 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Para avaliar a normalidade dos dados, utilizou-se o teste
de D'Agostino-Pearson. A Anova one-way utilizado para dados paramétricos e o teste de
Kruskal-Wallis para dados nao paramétricos. Os testes pds-hoc de Bonferroni e de Dunn
foram utilizados para os dados paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente. Para a
analise de dados de frequéncia, foram empregados o teste exato de Fisher. As variaveis
categoricas foram apresentadas em numero absoluto (n) e percentual (%), enquanto as
variaveis continuas foram expressas em meédia e desvio padrao (DP) ou mediana e intervalo
interquartil (IQR) para dados ndo paramétricos. Considerou-se diferenga estatisticamente

significativa quando P < 0,05 para todas as analises realizadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na tese estdo descritos em dois artigos que serdo submetidos
as revistas cientificas.
4.1 EFEITOS DA DOENGA PERIODONTAL NA PERFORMANCE REPRODUTIVA E NA PROLE DE RATOS

WISTAR

4.2 IDENTIFICAGAO DOS POSSIVEIS EFEITOS PROTETORES DO B-CARIOFILENO SOBRE DIABETES
MELLITUS INDUZIDO POR ALOXANA EM RATOS WISTAR
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4.1 ARTIGO 1

Efeitos da doenc¢a periodontal na performance reprodutiva e na prole de ratos Wistar
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RESUMO

A relagdo entre a doenga periodontal, a performance reprodutiva masculina e o
desenvolvimento da prole ndo estdo esclarecidos. Considerando que a doenga periodontal
promove um processo inflamatério com potencial de danificar outros tecidos, o objetivo do
presente estudo € avaliar o feito da periodontite sobre o testiculo, desempenho reprodutivo e
prole de ratos machos A periodontite foi induzida em ratos Wistar machos, por meio de
ligadura nos primeiros molares. Apdés 14 dias de inducdo da lesédo periodontal, os ratos
foram mantidos por mais 54 dias, correspondendo a um ciclo completo da
espermatogénese. Apos esse periodo, os ratos do grupo periodontia (GP, n=12) e do grupo
controle (GC, n=12) foram colocados para acasalar com fémeas saudaveis (GF, n=48). O
acasalamento foi mantido por um periodo de 10 dias, que corresponde a 2 ciclos estrais da
fémea, e posteriormente os machos foram submetidos a eutanasia, laparotomia, coleta de
sangue para dosagem de testosterona e remogdo e analise dos 6rgaos reprodutores.
Ap6s20 dias de prenhez, as fémeas foram submetidas a eutanasia, laparotomia e
histerectomia para avaliar o desenvolvimento intrauterino e a presenga de malformacoes
congénitas na prole. Dados paramétricos foram analisados pelo teste t de Student e dados
nao paramétricos pelo teste de Mann-Whitney, com significancia de 5%. Os machos com
periodontite apresentaram redug&o no peso corporal, aumento no peso dos 6rgéos: coragao
e pulmdes quando comparados ao grupo controle. Em relagdo aos parametros reprodutivos,
no grupo GP, foi observada diminuigdo na contagem das células de Sertoli (GC = 23,55 +
2,41; GP = 15,57 + 3,13, P < 0,0001) e Leydig (GC = 25,67 + 3,50; GP = 19,72+ 547, P =
0,02), além de uma consideravel diminuicdo na dosagem de testosterona (GC = 681 [422-
1009]; GP = 112 [48-200], P = 0,0002). No grupo GP, observaram-se altera¢des histologicas
como intrusdo de células do epitélio germinativo para o lumen, presenca de vacuolo nos
tubulos seminiferos e espacos intersticiais. Houve aumento significativo das alteragbes
morfoldgicas nas caudas dos espermatozoides (P < 0,0001). Os efeitos significativos da
periodontite no desenvolvimento intrauterino incluiram reducédo no peso da placenta, do feto
e do utero, aumento no numero de reabsorcdes, além de alteracbes vasculares nos fetos
(GP =21%, P < 0,0001; n = 268). Os dados obtidos mostraram que a periodontite promoveu
efeitos adversos na performance reprodutiva masculina € no desenvolvimento da prole.

Palavras-chave: Inflamacdo; Saude bucal; Estresse oxidativo; Fertilidade masculina;

Malformacoes fetais.
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INTRODUGAO

A doenca periodontal, caracterizada pela inflamagao cronica das estruturas de
suporte dos dentes, nao se limita apenas a cavidade oral, podendo ter impactos sistémicos
que afetam outros érgaos (1,2). Os mecanismos pelos quais a doenca periodontal pode
comprometer 6rgaos distantes envolvem principalmente a disseminacdo de mediadores
inflamatorios e patdgenos bacterianos. A inflamag&o cronica na cavidade oral resulta na
liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), que podem entrar na corrente sanguinea e desencadear respostas
inflamatérias sistémicas. Além disso, bactérias provenientes das bolsas periodontais podem
atingir a circulagdo sanguinea, causando bacteremia (1-4). Esses eventos tém sido
associados a condicbes como aterosclerose, aumentando o risco de doencas
cardiovasculares, e agravando condigdes inflamatérias sistémicas, como diabetes e artrite
reumatoide (4—6)

Embora a relagdo entre periodontite e o aparelho reprodutor masculino seja um
campo de pesquisa em desenvolvimento, existem evidéncias sugerindo uma possivel
associacao entre a doenga periodontal e disfungdes no sistema reprodutivo masculino (7—
10). Os mediadores inflamatdrios liberados durante a periodontite podem exercer efeitos
negativos sobre o sistema reprodutor, interferindo na funcao testicular e na producao de
espermatozoides (1,2,6,9). Além disso, a bacteremia induzida pela presenca de patégenos
periodontais na corrente sanguinea pode contribuir para a resposta inflamatéria sistémica,
impactando indiretamente a saude reprodutiva (4,8,11).

As disfungbes no sistema reprodutor masculino, especialmente aquelas associadas a
inflamacgao crénica, podem ter implicagdes para a saude reprodutiva e consequentemente
na prole. Estudos tém explorado a possivel relagdo entre alteragbes na espermatogénese e
efeitos adversos na descendéncia (12,13). A inflamacao sistémica e as mudancas na
qualidade do esperma podem afetar negativamente o desenvolvimento embrionario, a taxa
de fertilizacéo e a viabilidade dos embrides, potencialmente contribuindo para complicagbes
obstétricas e saude neonatal comprometida (5,14—16). Além disso, ha evidéncias sugerindo
que a exposicao a fatores inflamatdrios durante a produgdo de espermatozoides pode
influenciar a expressao génica em células germinativas masculinas, impactando a saude a
longo prazo da prole (12,13,16). Embora mais pesquisas sejam necessdarias para uma
compreensdo abrangente desses mecanismos e seus efeitos na prole, a interagdo entre a
saude reprodutiva masculina e os desfechos na descendéncia é uma area de crescente
interesse cientifico.

Considerando a importancia da doenga periodontal como problema de saude publica

e as possiveis implicagdes sistémicas que ela pode acarretar, € essencial investigar e
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compreender suas implicacdes em diferentes aspectos da saude, incluindo os parametros
reprodutivos masculino, bem como o desenvolvimento da prole. Esse estudo se propde a
contribuir nesse sentido, buscando esclarecer as possiveis associagdes entre a doenca
periodontal, alteracdes nos érgaos sexuais masculinos, desempenho sexual e saude da

prole.

MATERIAL E METODOS

Animais

Para a realizagao deste estudo, foram utilizados 24 machos e 48 fémeas, adultos, da
espécie Raftus norvegicus, linhagem Wistar, com aproximadamente 250 g de peso corporal,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Esses animais passaram por periodo prévio de aclimatagao no
biotério setorial do Departamento de Biologia Geral, da UEL. Os animais foram mantidos em
grupos de 5 e durante o acasalamento em grupos de 3, em gaiolas de polipropileno com
tampa de arame zincado, contendo maravalha (raspas de madeira). Durante a execucéo
deste trabalho os animais foram mantidos em regime de luminosidade controlada, ciclo de
12 horas claro/escuro, a 22 + 2 °C, com agua e ragédo (Nuvilab, Nuvital, Campo Largo,

Brasil) a vontade.

Delineamento experimental

Os 24 ratos machos foram divididos igualmente em dois grupos sendo: o grupo
controle (sem ligadura) e o grupo periodontite (com ligadura). Apds 14 dias da indugéo de
doenga periodontal (17), os animais foram mantidos com a periodontite por 54 dias, periodo
correspondente a um ciclo da espermatogénese em ratos (18). No dia 54, os machos foram
colocados para acasalar com fémeas que nao foram submetidas a nenhum tratamento, na
proporgao de um macho para duas fémeas (foram utilizadas 48 fémeas) para a avaliagao da
performance reprodutiva (19). Os animais continuaram com a ligadura por mais 10 dias,
correspondentes a dois ciclos estrais na fémea. Nos dias seguintes, com um intervalo de 12
horas, as fémeas foram examinadas para a identificacdo de prenhez. Apds o acasalamento,
os machos foram submetidos a eutanasia para avaliagao da espermatogénese, dosagem
dos niveis de testosterona e performance reprodutiva, a fim de investigar possiveis

associacdes entre a doencga periodontal e o sistema reprodutivo masculino.
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Grupos experimentais

o Grupo Macho Controle (GC, n = 12) animais sem ligadura. Acasalados com fémeas
saudaveis (n = 24).
e Grupo Macho Periodontite (GP, n = 12) animais com ligadura para indugdo de

doenca periodontal. Acasalados com fémeas saudaveis (n = 24).
Inducdo da doencga periodontal

A inducao da periodontite foi realizada sob anestesia geral intramuscular por injegao
de uma solucdo de 16 mg/Kg de xilazina a 2 % cloridrato de sédio (Rompum-Bayer®, Sao
Paulo, SP, Brasil) e 40 mg/Kg de cetamina (Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil). Uma
ligadura de ndilon (3-0, Shalon®, Goiania, GO,Brasil) foi posicionada em torno da regido
cervical do primeiro molar mandibular de cada rato e entdo firmemente amarrado (20). A
doenga periodontal € estabelecida apds 14 dias do posicionamento da ligadura, determinada
pela destruicao do periodonto de inser¢ao, formando bolsas infradsseas (17). Neste periodo,
foi oferecida uma dieta pastosa adicional (racdo amolecida em agua) ao grupo com
periodontite. Os animais GC foram submetidos ao mesmo delineamento experimental do

grupo tratado exceto a instalagao da ligadura.
Avaliacao da toxicidade paterna

Durante todo o periodo de inducdo e manutencao da periodontite, foi realizado um
acompanhamento do peso corporal a cada trés dias dos ratos machos para avaliagdo da
toxicidade, além da observagao de possiveis sinais clinicos de toxicidade, como piloerecgao,
olhos avermelhados, diarreia, descoordenacdo motora e morte (APENDICE A). Apos a
eutanasia e laparotomia, o coragéo, pulmao, figado e rins foram removidos e analisados
externamente quanto a presenga de hemorragias, areas de necrose e coloragdo dos
tecidos, além de serem pesados de acordo com a metodologia descrita por Stuckhardt e
Poppe (1984) (21).

Identificacdo da prenhez

Apds o acasalamento, as fémeas foram examinadas para identificar a prenhez, com
um intervalo de 12 horas. Foi injetado 20 pL de solugao de cloreto de sodio a 9 % no canal
vaginal da fémea por meio de uma pipeta de pequeno calibre, seguida de aspiragdo. O

material coletado foi colocado em Iaminas de vidro lapidadas e, por meio de um esfregaco,
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foi verificado ao microscopio de luz (Olympus, Toquio, Japao) a presengca de

espermatozoides para confirmar a prenhez.

Eutanasia

Ao final do experimento, todos os machos foram submetidos a eutanasia por
decapitagdo, seguida da coleta de sangue para posterior dosagem de testosterona. Esse
método de eutanasia € justificado por ser compativel com a realizacao da dosagem de
testosterona, uma vez que outros métodos, como o uso de anestésicos injetaveis ou
inalatérios, podem interferir no resultado (22). Em seguida, foi realizada a avaliagao clinica
intrabucal e, posteriormente, a analise tomografica da maxila. Os testiculos e epididimos

também foram coletados apds laparotomia.

Andlise da espermatogénese

Para avaliar a morfologia dos espermatozoides no epididimo, utilizou-se a
metodologia descrita por Wyrobek et al. (1983) (23). Foram coletados espermatozoides da
cauda do epididimo e 400 células por animal coradas em giemsa foram analisadas em
microscopio de luz (Olympus, Téquio, Japao).

Os testiculos retirados foram imersos em solugao fixadora de Bouin.e posteriormente
em alcool 70%. As amostras foram entdo incluidas em parafina histolégica e seccionadas.
Dez cortes de tecido aleatérios (7 um) dos testiculos foram submetidos a coloragédo com
hematoxilina e eosina e examinados sob um microscoépio de luz (Olympus, Toquio, Japao),
equipado com uma céamera digital (Moticam, Motic Company, Xiamen, China), em
ampliacdes de 100 e 400X. Foram avaliados 40 tubulos seminiferos por animal em 100X de
ampliagdo e a avaliagdo histologica foi classificada e pontuados conforme o escore de
Johnsen (1970) (24), em uma escala de 1 a 10, considerando os tubulos que n&o
apresentavam epitélio seminifero com score 1 e aqueles com presencga de todas as células
da linhagem espermatogénica no epitélio, incluindo a célula de Sertoli, com score 10.

Para avaliar o tecido intersticial, as células de Leydig foram contadas e avaliadas
pela quantidade de células por unidade de area (mm?) em 10 imagens por animal, em uma

ampliagdo de 400X.

Andlise da testosterona plasmatica

O plasma sanguineo foi obtido por centrifugagdo a 3.000g por 15min a 4°C e

armazenado a -20°C até ser analisado por imunoensaio no Laboratério de Pesquisa em
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imunologia Aplicada da Universidade Estadual de Londrina. A testosterona total presente no
plasma foi medida via quimioluminescéncia (2nd Generation Testosterone. Architect System,
Abbott, Wiesbaden, Alemanha), conforme recomendacgdes do fabricante. O coeficiente de
variacao intraensaio e a sensibilidade minima do ensaio foram de 4,6% e 0,15 nmol/L (4,3

ng/dL), respectivamente.

Analise microtomografica da periodontite induzida

As amostras da maxila dos machos foram analisadas por microtomografia de raios-X,
no LARX (Laboratorio de Analise por Raio X) da Universidade Estadual de Londrina,
objetivando avaliar a perda 6ssea ao redor do primeiro molar superior em comparagao com
0 grupo controle. A aquisicdo das imagens das amostras foi realizada num microtomégrafo
Skyscan modelo 1173 (Bruker, Billerica, MS, EUA). Os parametros usando para aquisigdo
das imagens foi 50 KV de tensédo e 160 pA para corrente do tudo de raios-X, com um passo
angular de rotagao de 0, 35°. A resolucao espacial usada foi de 8 ym. A reconstrugdo das
imagens a partir das aquisicbes foi realizada no soffware NRecon (Micro Photonics,
Allentown, PA, EUA), na qual foi efetuada as correcbes de endurecimento de feixe, artefato
de anel e atenuacgao de ruidos. Com as imagens 2D e 3D reconstruidas, pode-se realizar as
andlises de perda 6ssea em torno do dente de interesse. Para padronizar o volume
analisado, foi construida uma rotina de analise na aba custom processes do software CTan
(Bruker, Billerica, MS, EUA). Apés a obtencao do volume de interesse (VOI), a imagem foi
binarizada utilizando o algoritmo Otsu (1979) (25) variagéo proposta por Liao (2001) (26) e
realizada a analise 3D para obter volume de osso e espaco vazio dentro do VOI para cada

amostra.

Avaliagéo do desenvolvimento intrauterino e malformagbes congénitas externas, viscerais e

esqueléticas

O conteudo intrauterino das fémeas foi avaliado quanto a presenca de reabsorcoes,
numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal e presenca de
malformacgdes congénitas externas, sendo calculados os seguintes indices: taxa de
viabilidade fetal, taxa de perda pés-implantagdo, taxa de reabsor¢do embrionaria e indice
placentario (27).

O utero e os ovarios foram removidos e contado o numero de corpos luteos
gravidicos, com o auxilio de um microscépio estereoscépico (Motic SMZ 140, Motic Co,
Xiamen, China). A seguir os fetos foram retirados e os cornos uterinos inspecionados quanto

ao numero de implantagdes e respectivas placentas. A presenga de reabsor¢gédo, nimero de
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fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario e malformagdes externas também foram
analisados (27).

Foram determinados a viabilidade fetal ([nUmero de fetos vivos/nimero de locais de
implantacao] X 100), apds perda de implantagdo ([numero de locais de implantacédo -
numero de fetos vivos/nimero de locais de implantagdo] X 100), taxa de reabsorgéo
embrionaria ([numero de reabsor¢des /numero de locais de implantacdo] X 100) e indice
placentario (peso da placenta/peso do feto). A taxa de perda pré-implantagao foi calculada
pela formula [(numero de corpos luteos, numero de implantagbes) / numero de corpos
luteos] x 100. A porcentagem de perdas pos-implantagdo foi calculada pela férmula
[(numero de implantagdes, numero de fetos vivos) / numero de implantagdes] x 100 (27).

Os fetos foram analisados quanto a presenca de malformag¢des congénitas externas
(APENDICE B e C). Cerca de metade deles foram destinados & analise de malformacdes
viscerais, sendo fixados em solucdo de Bodian e posteriormente examinados por meio de
cortes e microdissecgdo (28). Essa avaliagéo foi realizada em microscopio estereoscopico
(Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). O restante dos fetos foi destinado a analise de
malformacdes esqueléticas (29), sendo inicialmente fixados em acetona, eviscerados,
diafanizados e corados em solugdo aquosa de hidréxido de potassio, alizarina e solugao
clareadora. Posteriormente, cada feto foi analisado em microscépio estereoscopico (Motic
SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). Foi realizada também a adequacao do peso a idade de
prenhes (APIP) (30).

Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA), utilizando o teste t de Student para dados paramétricos e o
teste de Mann-Whitney para dados n&o paramétricos. Para avaliar a normalidade dos
dados, utilizou-se o teste de D'Agostino-Pearson. Para a anadlise de dados de frequéncia,
foram empregados o teste exato de Fisher ou o teste do Qui-quadrado com correg¢édo de
Yates. As variaveis categodricas foram apresentadas em numero absoluto (n) e percentual
(%), enquanto as variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrao (DP) ou
mediana e intervalo interquartil (IQR) para dados nado paramétricos. Considerou-se diferenga

estatisticamente significativa quando P<0,05.

RESULTADOS

A analise microtomografica revelou uma maior porcentagem de porosidade ao redor

do primeiro molar no GP (26 £ 6 %), em comparacao ao GC (19 + 4 %) (Figura 5A). Além
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disso, no GP, foi observada uma distancia significativamente maior entre a jungao
amelocementaria e 0 osso alveolar (1,37 [1,12-1,90] mm), em comparagcdo com o GC (0,53

[0,41-0,64] mm), o que é caracteristico de reabsor¢ao dssea na periodontite (Figura 1B).

Figura 1. Avaliacdo 6ssea ao redor do primeiro molar de ratos do grupo controle (GC, n =
12) e periodontite (GP, n = 12).
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(A) Porosidade ao redor do primeiro molar. ***P 0,0004 Teste t de Student.
(B) Distancia entre a jungdo amelocementaria e o osso alveolar. **P 0,002 Teste de Mann-Whitney.

Foram observadas diminuigcdo de peso corporal final e do ganho de peso, além de
aumento de peso dos érgdos: coragdo e pulmdes nos animais com periodontite (GP) em
comparagao ao grupo controle (GC) (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos da periodontite em ratos machos adultos.

Parametro GC (n=12) GP (n=12) P-valor
Peso (g)? 362 + 33 301 + 26 <0,0001
Ganho de peso (g)? 108 £ 29 69 + 14 0,0005
Peso do coragéo (g)? 1,19+ 0,13 1,30 £ 0,11 0,02
Peso dos pulmdes (g)° 1,75 [1,70-2,05] 2,03 [1,86-2,27] 0,02
Peso do figado (g)? 12,64 + 1,25 11,95+ 1,75 0,28
Peso dos rins (g)? 2,56 +0,18 2,42 £ 0,26 0,16

aDados paramétricos estdo expressos em médias e desvio padrao, e foram analisados pelo teste t
de Student.

bDados ndo paramétricos estdo expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo teste
de Mann-Whitney.

Grupo controle (GC) e grupo periodontite (GP).

Em relagdo aos parametros reprodutivos, nao foram observadas alteragdes no peso
e medidas dos 6rgaos sexuais. No entanto, no GP, foi observada diminuigdo na contagem
das células de Sertoli e Leydig, além de uma consideravel diminuigdo na dosagem de
testosterona em comparagéo ao grupo GC (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos da periodontite em parametros reprodutivos de ratos machos.

Parametro Reprodutivo GC (n=12) GP (n=12) P-valor
Peso do epididimo direito (g)? 0,69 + 0,09 0,68 + 0,07 0,6
Peso do epididimo esquerdo (g)? 0,67 £ 0,08 0,70 £ 0,09 0,4
Peso do testiculo direito (g)? 1,46 £ 0,16 1,49 +£ 0,23 0,8
Peso do testiculo esquerdo (g)? 1,49+0,13 1,50 £ 0,23 0,8
Peso da vesicula seminal cheia (g)? 1,33+ 0,29 1,51 £ 0,39 0,2
Peso da vesicula seminal vazia (g)® 0,96 + 0,30 1,02 £ 0,30 0,6
Medida do testiculo direito (mm)? 2,00 £ 0,07 2,03+ 0,05 0,2
Medida do testiculo esquerdo (mm)? 2,01 £0,07 2,03 +£0,05 0,5
Escore de Johnsen? 9,78 £ 0,18 9,54 £ 0,53 0,2
Células de Sertoli (célula/mm?)? 23,55 + 2,41 15,57 + 3,13 <0,0001
Células de Leydig (célula/mm?)? 25,67 + 3,50 19,72 + 5,47 0,02
Dosagem de testosterona (ng/dL)° 681 [422-1009] 112 [48-200] 0,0002

aDados paramétricos estdo expressos em médias e desvio padrao, e foram analisados pelo teste
t de Student.

bDados ndo paramétricos estdo expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo teste
de Mann-Whitney.

Grupo controle (GC) e grupo periodontite (GP).

Na andlise histoldgica dos testiculos do GP, foram observadas intrusdo de células do
epitélio germinativo para o lumen, presenga de vacuolo nos tubulos seminiferos e nos
espacos intersticial. A presenga de vacuolo s&o alteragées compativeis com degeneragao
hidrépica, que consiste em acumulo intracelular de dgua que ocorre pela incapacidade da

célula de manter o equilibrio ibnico e a homeostasia de fluidos (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia de cortes transversais de testiculos de ratos Wistar dos grupos
controle (GC) e periodontite (GP).
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(A) GC sem alteragdes; (B) GP indicando intrusédo de células do epitélio germinativo para o lumen (*);
(C) GP com presenga de vacuolos nos tubulos seminiferos (setas) e (D) GP, observar espagos
intersticiais vacuolizados (setas). Hematoxilina-eosina, médio aumento.

Durante a avaliagdo da morfologia dos espermatozoides, constatou-se uma maior
porcentagem de alteragdes na morfologia da cauda, tais como enrolada, dobrada, em forma
de virgula e curta, nos espermatozoides pertencentes ao GP (33%), em comparagéo com o
GC (11%) (Figura 3). O teste Qui-quadrado com corre¢do de Yats apresentou resultado

significativo com P < 0,0001.
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Figura 3. Alteragdes morfoldgicas nos espermatozoides do grupo periodontite (GP).
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As alteragdes incluiram cauda enrolada (A), cauda dobrada (B), cauda em formato de
virgula (C) e cauda curta (D). Espermatozoide sem altera¢des (E). Coloracdo de Giemsa,
400X.

Foram observadas reabsor¢des, diminuicdo no peso da placenta, medida e peso dos
fetos, peso do utero, taxa de viabilidade fetal, aumento da perda pds-implantacional e da

taxa de reabsorgdes no GP que foram acasalados com femeas saudaveis em comparacao



com apenas uma das duas fémeas.
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com o GC (Tabela 3). Além disso, no grupo periodontite, um macho realizou o acasalamento

Tabela 3. Efeitos da periodontite no desenvolvimento intrauterino de descendentes de
machos com periodontite e fémeas saudaveis.

Parametro das Fémeas GC (n=24) GP (n = 23) P-valor
Peso final (g)° 330 [310-350] 315 [304-348] 0,2
Ganho de peso (g)? 95+12 90 £ 19 0,4
Numero de reabsc_Jrgoebs 0 1[0.25-1] 0,001
(contagem por animal)

Sitios de |mbplantagao 12 [11-13] 13 [11-13] 0.8
(contagem)

Peso da placenta (g)° 0,56 [0,50-0,63] 0,52 [0,47-0,64] 0,02
Medida dos fetos (cm)® 3,80 [3,70-4,00] 3,20 [3,10-3,40] <0,0001
Peso dos fetos (g)° 5,03 [3,83-5,50] 3,60 [3,30-3,97] <0,0001
Peso do utero (g)? 77,55 + 10,57 66,14 + 12,76 0,003
Taxa de viabilidade fetal (%)° 100 [100-100] 100 [92-100] 0,003
Perda pos implantacional (%)° 0 0 [0-8] 0,003
Taxa de reabsorgoes (%)° 0 0 [0-8] 0,003

aDados paramétricos estdo expressos em médias e desvio padrdo, e foram analisados pelo
teste t de Student.

bDados ndo paramétricos estdo expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo
teste de Mann-Whitney.

Grupo controle (GC), grupo periodontite (GP) e grupo de fémea sem tratamento (GF).

Taxa de reabsor¢des ([numero de reabsorgdes /numero de locais de implantagdo] X 100).

O peso fetal em relacdo a idade gestacional de fetos do GC (n = 287) e do GP (n =
268), demonstrando que 16% (43 fetos) dos fetos do GP apresentavam baixo peso para a
idade de prenhez (PIP), enquanto 83% (222 fetos) apresentavam peso adequado para a
idade de prenhez (AIP) e apenas 0,8% (2 fetos) estavam grandes para a idade de prenhez
(GIP) (Figura 4).
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Figura 4. Proporcdo (%) de recém-nascidos pequenos para a idade de prenhez (PIP),
adequados para a idade de prenhez (AIP) e grandes para a idade de prenhez (GIP) ao
término da prenhez de ratas do Grupo Controle e Periodontite.
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Classificagao dos recém nascidos

**P =0,002 ***P < 0,0001 teste Qui-quadrado.

Alteracbes vasculares foram identificadas em 21% (P < 0.0001; n = 268) dos filhotes
do GP (Figura 5), enquanto nenhuma alteracao foi observada no GC (n = 287). Nao foram

identificadas outras alteragdes viscerais ou esqueléticas nos grupos avaliados.



56

Figura 5. Alteragcbes vasculares encontradas em 56 filhotes de um total de 268 no grupo
periodontite.

(A) Grupo controle sem alteragoes.
(B) Grupo periodontite com alteragéo vascular (seta).

DISCUSSAO

A relagdo entre a saude periodontal e geral do organismo tem sido amplamente
estudada (31-33). Estudos (10,34) tém sugerido uma possivel associagédo entre a doenga
periodontal e a performance reprodutiva masculina. Descobertas em estudos com humanos
relataram correlagao positiva entre alteragdes nos espermatozoides e pacientes com doenca
periodontal (9,11,35). A partir dos resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que a
doencga periodontal apresentou efeito adverso sobre os parametros reprodutivos masculinos,
resultando em alteragdbes morfoléogicas da cauda dos espermatozoides e,
consequentemente, comprometendo a fertilidade masculina.

A possivel explicacdo para associagdo entre doenga periodontal e performance
reprodutiva masculina pode ser a liberagao de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-
18 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) durante a inflamacao
e destruicao do periodonto (36,37). Essas citocinas podem afetar diretamente os testiculos e
horménios sexuais, como a testosterona, resultando em alteracbes nos parametros
reprodutivos masculinos (10,34,38). O estudo de Reborcet et al. (39) revela uma relagao
essencial entre a quantidade de células de Sertoli, células de Leydig, células germinativas e
testosterona, a qual desempenha um papel importante no desenvolvimento e na

preservacgao dos testiculos em sua fase adulta. Embora alguns estudos tenham relacionado
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uma maior perda éssea periodontal no estagio inicial da doenga em homens a niveis
consideravelmente mais elevados de testosterona (10,40,41), este estudo especifico
identificou uma notavel reducdo nos niveis de testosterona. Essa diminuicao pode ser
atribuida possivelmente a reducdo no numero de células de Leydig.

As células de Leydig e Sertoli sdo importantes componentes dos testiculos por
serem responsaveis pela producédo e regulacdo da testosterona, um hormédnio esteroide
essencial para o desenvolvimento e funcionamento adequado do sistema reprodutor
masculino. As células de Leydig sdo responsaveis pela producdo de testosterona nos
testiculos, enquanto as células de Sertoli fornecem suporte estrutural e nutricional para a
espermatogénese e auxiliam no controle da concentragdo hormonal, incluindo a
testosterona no ambiente seminifero. (39,42—45). Estudos destacam alteragdes importantes
na qualidade do sémen de homens com doenga periodontal, como diminuicdo da
quantidade dos espermatozoides (oligospermia) e alteragdes de motilidade (9,10,46,47). No
presente estudo, foram observadas alteragdes morfolégicas nas caudas dos
espermatozoides, o que pode resultar em uma reducado na motilidade.

Prager et al (8) sugerem duas possiveis explicacbes para a diminuigdo na qualidade
do sémen em homens com periodontite. A primeira delas € a bacteremia, que pode ser
causada por infeccao local proveniente de problemas periodontais. A segunda hipétese
destaca os altos niveis de citocinas plasmaticas relacionadas a reagdes inflamatorias
periodontais. Por sua vez, Klinger et al. (11) propdem a hipétese de que a presenca de IL-6
no plasma seminal € a causa das alteragbes no sémen e, consequentemente, da
infertilidade. Essa citocina é encontrada em niveis significativamente mais elevados em
homens inférteis do que em homens férteis. Embora a inflamacao crénica possa ter efeitos
sistémicos, nao foram encontrados na literatura consultada estudos que demonstrem uma
relacao direta entre a doencga periodontal e as células de Sertoli ou de Leydig.

Durante a doenga periodontal, o processo inflamatério ativa as células do sistema
imunolégico, como neutrofilos, macréfagos e células epiteliais. Essas células produzem
espécies reativas de oxigénio (ERO) como parte da resposta de defesa do organismo
(48,49). Quando ha um desequilibrio entre a producéo de ERO e a capacidade antioxidante
do organismo, ocorre estresse oxidativo no tecido periodontal. O aumento das EROs
desempenha um papel fundamental na destruicdo do tecido periodontal durante a doenca,
sendo que, a medida que a doenca progride, observa-se um aumento significativo do
estresse oxidativo (48,50,51). O estresse oxidativo resultante da inflamagao crénica pode
levar a disfungao endotelial, afetando a circulagéo sanguinea e prejudicando a oxigenagao
adequada dos tecidos, incluindo os tecidos reprodutivos (52-54). Portanto, sugere-se que a
inflamagao associada a periodontite possa afetar a circulagdo sanguinea nos testiculos,

resultando em danos nos tecidos e, consequentemente, na degeneracdo hidrépica



58

observada no presente estudo.

Neste estudo, observamos alteracbes no peso corporal, coragdo e pulmao de
machos do grupo periodontite. Estudos anteriores sobre a doenga periodontal, também
relataram alteragbes na estrutura e fungcdo do coragao e pulmao provenientes dos danos
causados pelas citocinas inflamatérias liberadas durante a progressao da doenca (55-58).
As citocinas inflamatdrias podem causar mudancas na estrutura e funcdo do coracgao,
incluindo hipertrofia ventricular esquerda e disfungéo diastdlica (56—58). Além disso, também
sao capazes de desenvolver alteracbes na microcirculacdo e fungdo pulmonar, como
reducdo da capacidade de difusdo de oxigénio, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e respiratorias (31,33).

Pesquisas (15,16,59) sugerem que a inflamagéo cronica decorrente da doenca
periodontal em homens pode levar a alteragdes epigenéticas em seu DNA, que tém a
capacidade de serem transmitidas para a prole. Mesmo com as maes saudaveis, o presente
estudo revela alteracdes vasculares em fetos do grupo com periodontite. Alteragbes
epigenéticas nos pais podem acarretar em uma maior predisposicdo a ocorréncia de
doencas cardiovasculares na prole e, consequentemente, resultar em danos aos vasos
sanguineos, bem como progredir para aterosclerose e outras doengas cardiovasculares
graves (59,60). Embora o presente estudo nao tenha investigado as alteragbes
epigenéticas, ficou claro que investigacbes futuras nessa area podem proporcionar uma
compreensao mais profunda das suas implicacbes associadas a periodontite e seu impacto
na saude da prole.

O peso fetal foi avaliado em relacdo a idade gestacional, revelando de maneira
significativa um indice mais elevado de baixo peso entre os fetos do grupo com doenca
periodontal. A doencga periodontal tem sido associada a varios desfechos adversos na
gravidez, como fetos de menor peso (61,62), parto prematuro (14,63—65), recém-nascidos
pequenos para a idade gestacional (63) e aborto espontaneo (66).

Acredita-se que a insuficiéncia placentaria desempenhe um papel importante na
restricdo do crescimento fetal, uma vez que a placenta é a uUnica fonte de oxigénio e
nutrientes para o feto (67—70). Diversas pesquisas (71-75) destacaram uma forte correlagéo
entre 0 peso da placenta e o peso fetal, evidenciando ainda mais a importancia do papel
desempenhado pela placenta no desenvolvimento do feto. E importante salientar que neste
estudos as fémeas eram saudaveis, deste modo, a alteragcdo no peso placentario foi
provavelmente devido a periodontite paterna que promoveu alguma alteragdo no gameta
masculino. Consequentemente, interferiu no metabolismo e crescimento fetal. Com base
nos resultados obtidos para os parametros das fémeas, pode-se inferir que a indugao de
doenca periodontal em ratos machos promoveu alteragbes durante o desenvolvimento da

prole de fémeas saudaveis, como evidenciado pelo aumento no nimero de reabsorgoes,
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reducdo do peso da placenta, fetos e utero, bem como pela diminuicdo da taxa de
viabilidade fetal e aumento da perda pés-implantacional.

O estudo realizado por Soubry et al. (76), destaca a relevancia da saude paterna na
programacao epigenética fetal. A pesquisa revelou uma associagdo entre a obesidade
paterna e a hipometilagdo do gene IGF2 em recém-nascidos, indicando o potencial impacto
das condicdes de saude do pai no desenvolvimento fetal. A metilagdo do DNA é um
processo epigenético que pode influenciar a expresséo génica, afetando como os genes séo
ativados ou desativados. A hipometilacdo do gene IGF2 tem sido associada a altera¢des no
crescimento fetal e ao desenvolvimento de disturbios metabdlicos. Ao considerar os efeitos
da periodontite paterna, uma doenca inflamatoria crénica, é plausivel sugerir que a
inflamacdo sistémica resultante pode influenciar o ambiente intrauterino de maneira
semelhante, afetando negativamente o crescimento e o desenvolvimento fetal. Portanto,
compreender a influéncia das condicdes de saude paterna, como a periodontite, no contexto
da performance reprodutiva e no desenvolvimento fetal é fundamental para uma abordagem

abrangente da saude durante a gestagao.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, sugere-se que ha uma possivel relagao
entre a doenca periodontal e a performance reprodutiva masculina, incluindo alteragdes
morfologicas do espermatozoide e sua provavel contribuicdo na infertilidade masculina.
Além disso, os resultados sugerem que a inflamagéo crénica proveniente da doenca
periodontal pode ocasionar alteragbes nos machos e, desta forma, impactar no
desenvolvimento da prole de fémeas saudaveis, destacando a importancia de considerar os

efeitos sistémicos da saude bucal na performance reprodutiva e na geragao futura.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do B-cariofileno em parametros
fisioldégicos, reprodutivos e Osseos em ratos Wistar com diabetes mellitus induzido
experimentalmente com aloxana. Métodos: ratos Wistar (n = 40), divididos em quatro
grupos: o primeiro grupo foi o da inducido do diabetes por aloxana (GD), o segundo foi o
controle de tratamento que recebeu 200 mg/kg de B-cariofileno (GB-C), o terceiro foi o da
inducdo do diabetes por aloxana que recebeu tratamento com 200 mg/kg de [B-cariofileno
(GDTB-C) e o quarto grupo foi o grupo controle que recebeu agua destilada (GC). Os
machos foram mantidos separados das fémeas por 54 dias, correspondentes a um ciclo
completo da espermatogénese. Apds o acasalamento, foram realizadas andlises nos
machos e avaliagdes intrauterinas e de malformagdes congénitas nas proles das fémeas.
Testes estatisticos incluiram ANOVA one-way, Kruskal-Wallis e o teste exato de Fisher, com
um nivel de significAncia de 5%. Resultados: Os animais do grupo GD apresentaram
notavel perda de peso em comparagdo com os outros grupos (P<0,05). Além disso,
ocorreram danos morfoldgicos significativos nos tecidos reprodutivos, incluindo os testiculos,
epididimos e a vesicula seminal. A analise histologica revelou uma redugdo acentuada no
escore de Johnsen, bem como na quantidade de células de Sertoli e Leydig, sugerindo uma
deterioragdo na fung¢ao reprodutiva nesse grupo. Por outro lado, o grupo submetido ao
tratamento com B-cariofileno (GDTR-C) demonstrou efeitos protetores, com ganho de peso
significativo, melhora na performance reprodutiva e preservagao da morfologia das células
germinativas. Além disso, a densidade 6ssea foi aumentada no grupo GDTB-C. A analise
histolégica revelou uma possivel melhora nos parametros reprodutivos, indicada pelo
aumento do escore de Johnsen e da preservagao das células de Sertoli e Leydig no grupo
GDTB-C. Da mesma forma, os espermatozoides no grupo GDTB-C exibiram uma melhora
notavel na morfologia em comparagdo com o grupo GD. A taxa de prenhez também
aumentou para 69% no grupo GDTR-C, destacando os potenciais efeitos benéficos do B-
cariofileno na performance reprodutiva. Conclusao: O diabetes teve um impacto negativo
no desempenho reprodutivo de ratos machos; no entanto, observou-se que o tratamento
com B-cariofileno demonstrou um efeito protetor em diversos parametros.

Palavras-chave: Inflamacao; malformacoes fetais; Infertilidade masculina;

espermatogénese; Complicagdes do Diabetes.
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INTRODUGAO

Diabetes mellitus € um disturbio metabdlico crénico consequente de alteragcbes
genéticas e deficiéncia na produgcado ou resisténcia a insulina, podendo ocasionar uma
condicao de hiperglicemia, no qual os niveis de glicose no sangue ficam elevados (1,2).
Além de possiveis alteragbes no metabolismo de carboidratos, proteinas, lipidios, ions e
minerais, a hiperglicemia aumenta o estresse oxidativo devido ao desequilibrio entre os
antioxidantes e os radicais livres pelo efeito do aumento de oxidantes circulantes, o que
contribui para as complica¢des do diabetes (3,4).

Segundo a Federacao Internacional de Diabetes, cerca de 537 milhdes de pessoas
estavam vivendo com a doenca em 2021 e proje¢des indicam uma prevaléncia de 643
milhdes até 2030, e 783 milhdes de diabéticos até 2045 (5). Estudos vem indicando
aumento progressivo de diabetes em criangas e jovens em idade reprodutiva (6,7). Este
aumento é preocupante, uma vez que o diabetes pode afetar as funcbes reprodutivas
desses jovens, visto que a prevaléncia de pacientes diabéticos com infertilidade foi
significativamente maior do que em pacientes nao diabéticos (8).

Com o aumento da prevaléncia do diabetes mellitus e suas altas taxas de morbidade
e mortalidade, tornou-se alvo de estudos visando identificar novos tratamentos para reducao
dos danos causados por essa doenca. Os fitoterapicos sdo amplamente utilizados no
desenvolvimento de novos farmacos, pois desempenham um papel importante na
prevencao e tratamento de diversas doencas (9,10). Diferentes espécies de plantas sao
citadas na literatura como auxiliadoras no tratamento do diabetes, na qual,
aproximadamente 1200 espécies vegetais apresentam potencial atividade antidiabética.
Todavia, menos da metade dessas espécies ja teve seu efeito benéfico cientificamente
comprovado (11).

O dleo de copaiba tem como principal constituinte o B-cariofileno, extraida de plantas
do género Copaifera, proveniente da Amazodnia e comercializada mundialmente (12). O dleo
de copaiba é capaz de exercer diversos efeitos benéficos farmacoldégicos, como
propriedades antidiabéticas, hepatoprotetoras e neuroprotetoras descritos em modelos
experimentais (13,14). Seus resultados foram comparados com os efeitos da glibenclamida
em um estudo experimental com ratos diabéticos, na qual os autores observaram que a
administracdo de B-cariofileno causou uma diminui¢do significativa nos niveis de insulina,
revertendo significativamente as citocinas pré inflamatérias a niveis quase normais e,
consequentemente, diminuindo os danos causados pelo estresse oxidativo e inflamatério
(15). Outro estudo sugeriu que nao ha efeitos toxicos no desempenho reprodutivos dos ratos

saudaveis e no desenvolvimento da prole (16).
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Embora diversos beneficios do B-cariofileno, inclusive no sistema reprodutor
masculino (17,18), ja tenham sido relatados, na literatura consultada nao foram encontrados
estudos que abordem sua influéncia no sistema reprodutor e na fertilidade masculina
associados ao diabetes. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi induzir diabetes
em ratos machos e investigar possiveis efeitos protetores do (3-cariofileno no desempenho

reprodutivo desses animais, bem como examinar seus possiveis efeitos na prole.

MATERIAL E METODOS

Animais

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 40 ratos machos e 80 fémeas,
adultos, da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com aproximadamente 250 g de
peso corporal, provenientes do Biotério Central do CCB-UEL. Londrina, Parana, Brasil.
Esses animais passaram por periodo prévio de aclimatacdo no Biotério Setorial do
Departamento de Biologia Geral da UEL. Os animais foram mantidos em grupos de 5 e
durante o acasalamento em grupos de 3, em gaiolas de polipropileno com tampa de arame
zincado e maravalha (raspas de madeira). Durante o estudo, os animais foram mantidos em
regime de luminosidade controlada, ciclo de 12 horas claro/escuro e 22 + 2 °C, com agua e

racao (Nuvilab, Nuvital, Campo Largo, Brasil) a vontade.

Delineamento experimental

Os 40 ratos machos foram distribuidos em quatro grupos experimentais com dez

ratos machos em cada grupo, sendo:

1. Grupo diabético (GD): Os animais deste grupo receberam por administragdo via
intraperitoneal, aloxana em dose unica de 120 mg/kg de peso corporal. Apds a confirmagao
do diabetes induzida, por meio da dosagem de glicemia, os animais receberam diariamente,

via gavagem, agua destilada, por um periodo de 54 dias.

2. Grupo B-cariofileno (GB-C): Os animais deste grupo receberam diariamente, via
gavagem, a dose de 200 mg/kg de B-cariofileno (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA) (15),
por um periodo de 54 dias. O volume administrado foi calculado em fungéo do peso, sendo

monitorado a cada trés dias com ajuste da dose.

3. Grupo diabético tratado com [-cariofileno (GDTB-C): Os animais receberam por
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administracao via intraperitoneal, aloxana em dose unica de 120 mg/kg de peso corporal.
Apods a confirmacdo do diabetes induzida, por meio da dosagem da glicemia, os animais
receberam diariamente, via gavagem, a dose de 200 mg/kg de B-cariofileno por um periodo
de 54 dias. O volume administrado foi calculado em fungédo do peso, sendo monitorado a

cada trés dias com ajuste da dose.

4. Grupo controle (GC): Os animais deste grupo receberam diariamente, via gavagem,

agua destilada no mesmo volume administrado no grupo tratado por um periodo de 54 dias.

Inducdo do diabetes

O diabetes foi induzido por administragao via intraperitoneal de aloxana (Sigma Co.,
Cream Ridge, NJ, EUA) em dose uUnica de 120 mg/kg de peso corporal (19), apés 12 horas
de jejum. A glicose no sangue foi medida usando tiras reagentes do tipo Accu-Chek
Glucometer (Roche, Basiléia, Suiga). Os animais foram considerados diabéticos quando a
glicemia fosse superior a 200 mg/dl (20-22).

Apds a confirmagao do diabetes induzida, os animais foram mantidos por 54 dias,
periodo correspondente a um ciclo da espermatogénese em ratos (23). Nesse dia, os
machos foram alocados para acasalar com fémeas que nao foram submetidas a nenhum
tratamento, na proporcdo de um macho para duas fémeas. Os animais continuaram sendo
tratados por mais dez dias, correspondentes a dois ciclos estrais da fémea. Nos dias
seguintes, com um intervalo de 12 horas, as fémeas foram examinadas para a identificagao
de prenhez. Para a avaliacdo da performance reprodutiva foi utilizado o protocolo de
Andrade et al. (24). Apés o acasalamento, os machos foram submetidos a eutanasia para
avaliagcdo da espermatogénese, dosagem dos niveis de testosterona e performance
reprodutiva. Durante o estudo houve perda de um animal em ambos os grupos GD e GDT3-

C devido a complicacdes do diabetes.

Analise da toxicidade paterna

Os ratos machos foram monitorados quanto ao ganho de peso a cada trés dias,
durante todo periodo experimental (64 dias). Sinais clinicos de toxicidade como piloeregao,
olhos avermelhados, diarreia, falta de coordenagao motora e morte também foram avaliados
(APENDICE A). Apds a eutanasia e laparotomia, o coragdo, pulmao, figado e rins foram
removidos, pesados e analisados externamente quanto a presenca de hemorragias, areas
de necrose e coloragio dos tecidos, além de serem pesados de acordo com a metodologia
descrita por Stuckhardt e Poppe (1984) (25).
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Identificacao da prenhez

Apoés o acasalamento, as fémeas foram examinadas para identificar a prenhez com
um intervalo de 12 horas. Foi injetado 20 yL de solugéo de cloreto de sédio a 9% no canal
vaginal por meio de pipeta de pequeno calibre, seguido de aspiracdo. O material coletado foi
colocado em laminas de vidro lapidadas e, por meio de um esfregaco, foi verificado ao
microscopio de luz (Olympus, Toquio, Japdo) a presenga de espermatozoides para

confirmar a prenhez.

Eutanasia

Ao final do experimento, todos os machos foram submetidos a eutanasia por
decapitagdo, seguida da coleta de sangue para posterior dosagem de testosterona. Esse
método de eutanasia é justificado por ser compativel com a realizagdo da dosagem de
testosterona, uma vez que outros métodos, como o uso de anestésicos injetaveis ou
inalatérios, podem interferir no resultado (26). Os testiculos e epididimos também foram

removidos apds laparotomia.

Andlise da espermatogénese

Para avaliar a morfologia dos espermatozoides no epididimo, utilizou-se a
metodologia descrita por Wyrobek et al. (1983) (27). Foram coletados espermatozoides da
cauda do epididimo e 400 células por animal coradas em Giemsa foram analisadas em
microscopio de luz (Olympus, Téquio, Japao).

Os testiculos retirados foram imersos em solugéo fixadora de Bouin.e posteriormente
em alcool 70%. As amostras foram entéo incluidas em parafina histolégica e seccionadas.
Dez cortes de tecido aleatérios (7 um) dos testiculos foram submetidos a coloragédo com
hematoxilina e eosina e examinados sob um microscoépio de luz (Olympus, Toquio, Japao),
equipado com uma céamera digital (Moticam, Motic Company, Xiamen, China), em
ampliagdes de 100 e 400X. Foram avaliados 40 tubulos seminiferos por animal em 100X de
ampliagdo e a avaliagdo histologica foi classificada e pontuados conforme o escore de
Johnsen (1970) (28), em uma escala de 1 a 10, considerando os tubulos que né&o
apresentavam epitélio seminifero com score 1 e aqueles com presenga de todas as células
da linhagem espermatogénica no epitélio, incluindo a célula de Sertoli, com score 10.

Para avaliar o tecido intersticial, as células de Leydig foram contadas e avaliadas
pela quantidade de células por unidade de area (mm?) em 10 imagens por animal, em uma

ampliagao de 400X.
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Andlise da testosterona plasmatica

O plasma sanguineo foi obtido por centrifugagdo a 3.000g por 15min a 4°C e
armazenado a -20°C até ser analisado por imunoensaio no Laboratério de Pesquisa em
imunologia Aplicada da Universidade Estadual de Londrina. A testosterona total presente no
plasma foi medida via quimioluminescéncia (2nd Generation Testosterone. Architect System,
Abbott, Wiesbaden, Alemanha), conforme recomendac¢des do fabricante. O coeficiente de
variagao intraensaio e a sensibilidade minima do ensaio foram de 4,6% e 0,15 nmol/L (4,3

ng/dL), respectivamente.

Avaliacdo do desenvolvimento intrauterino e malformagdes congénitas externas, viscerais e

esqueléticas

O conteudo intrauterino das fémeas foi avaliado quanto a presenca de reabsorcoes,
numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal e presenca de
malformacdes congénitas externas, sendo calculados os seguintes indices: taxa de
viabilidade fetal, taxa de perda pos-implantacdo, taxa de reabsor¢do embrionaria e indice
placentario (29).

O utero e os ovarios foram removidos e contado o numero de corpos luteos
gravidicos, com o auxilio de um microscépio estereoscépico (Motic SMZ 140, Motic Co,
Xiamen, China). A seguir os fetos foram retirados e os cornos uterinos inspecionados quanto
ao numero de implantagdes e respectivas placentas. A presenca de reabsor¢ao, numero de
fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario e malformagdes externas também foram
analisados (29).

Foram determinados a viabilidade fetal ([numero de fetos vivos/numero de locais de
implantagao] X 100), apds perda de implantagao ([numero de locais de implantagéo -
numero de fetos vivos/numero de locais de implantagdo] X 100), taxa de reabsorgao
embrionaria ([numero de reabsor¢des /numero de locais de implantagdo] X 100) e indice
placentario (peso da placenta/peso do feto). A taxa de perda pré-implantagéo foi calculada
pela formula [(numero de corpos luteos, numero de implantagbes) / numero de corpos
luteos] x 100. A porcentagem de perdas poés-implantagdo foi calculada pela férmula
[(numero de implantagdes, numero de fetos vivos) / numero de implantagdes] x 100 (29).

Os fetos foram analisados quanto a presenca de malformagdes congénitas externas
(APENDICE B e C). Cerca de metade deles foram destinados & analise de malformacdes
viscerais, sendo fixados em solugao de Bodian e posteriormente examinados por meio de
cortes e microdissecgao (30). Essa avaliagao foi realizada em microscopio estereoscoépico

(Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). O restante dos fetos foi destinado a analise de
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malformacdes esqueléticas (31), sendo inicialmente fixados em acetona, eviscerados,
diafanizados e corados em solugdo aquosa de hidréxido de potassio, alizarina e solugao
clareadora. Posteriormente, cada feto foi analisado em microscépio estereoscopico (Motic
SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). Foi realizada também a adequacao do peso a idade de
prenhes (APIP) (32).

Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram analisados no software GraphPad Prism 5® (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Para avaliar a normalidade dos dados, utilizou-se o teste
de D'Agostino-Pearson. A Anova one-way utilizado para dados paramétricos e o teste de
Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. Os testes pds-hoc de Bonferroni e de Dunn
foram utilizados para os dados paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente. Para a
analise de dados de frequéncia, foram empregados o teste exato de Fisher. As variaveis
categoricas foram apresentadas em numero absoluto (n) e percentual (%), enquanto as
variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrdo (DP) ou mediana e intervalo
interquartil (IQR) para dados ndo paramétricos. Considerou-se diferenga estatisticamente

significativa quando P < 0,05 para todas as analises realizadas.

RESULTADOS

Foram observadas alteragbes no peso corporal final, ganho de peso, peso do
coragao e dosagem de glicemia nos ratos dos grupos GD e GDT3-C em relagdo aos grupos
GB-C e GC, conforme apresentado na Tabela 1. Em relagéo ao peso corporal, os grupos GD
e GDTB-C apesentaram baixo peso em relagdo ao grupo controle; todavia, ocorreu melhora
no grupo GDTB-C que recebeu o tratamento com B-cariofileno. Quanto ao ganho de peso,
no grupo GD todos os animais apresentaram perda de peso, enquanto no grupo GDTB-C
alguns animais apresentaram ganho de peso. Além disso, trés ratos do grupo GD ficaram

cegos.
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Tabela 1. Efeitos do tratamento com B-cariofileno (200 mg/kg) e da indugao de diabetes com aloxana (120 mg/kg) em ratos machos adultos.

Parametro GD(n=9) GB-C (n=10) GDTBR-C (n=9) GC (n=10) P-valor
Peso (g)? 197 +£21C 351+ 18A 292 +47 B 361+ 36 A < 0,0001
Ganho de peso (g)? -73+278B 104 £ 24 A 35+ 35AB 105+ 31A < 0,0001
Peso do coragéo (g)? 0,98+0,18B 1,19+ 0,16 A 0,98+ 0,07 B 1,19+ 0,14 A 0,002
Peso dos pulmdes (g)* 1,78 £ 0,26 2,18 £ 0,50 1,94 £ 0,39 1,86 + 0,33 0,2
Peso do figado (g)° 9,56 [7,49-10,59] B 11,18 [10,61-12,16] AB 9,97 [8,62-11,70] B 12,94 [11,40-13,73] A 0,003
Peso dos rins (g)° 2,75 [2,62-2,99] 2,44 [2,23-2,83] 2,47 [2,34-2,73] 2,55 [2,41-2,75] 0,1
Glicemia (mg/dL)® 515 [458-583] B 52 [49-87]1 A 454 [234-501]1 B 52 [50-90]1 A < 0,0001

aDados paramétricos estdo expressos em médias e desvio padrao, e foram analisados pelo teste ANOVA one-way.

bDados ndo paramétricos estao expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.

Letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn ou Bonferroni.
Grupo diabético (GD); Grupo B-cariofileno (GB-C); Grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTR-C) e Grupo controle (GC).
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Em relacdo aos parametros reprodutivos, foram observadas alteragdes no peso e
medidas de todos os 6rgaos sexuais internos analisados (epididimo, testiculo e vesicula
seminal) no grupo GD e possivel efeito protetor do B-cariofileno, uma vez que seus

resultados foram semelhantes aos observados nos grupos GB-C e GC (Tabela 2, Figura 1).



Tabela 2. Efeitos do tratamento com B-cariofileno (200 mg/kg) em parametros reprodutivos dos ratos machos diabéticos.

76

Parametro Reprodutivo GD (n=9) GB-C (n=10) GDTB-C (n=9) GC (n=10) P-valor
Peso do epididimo direito (g)? 0,37+0,18 B 0,71+0,10A 0,60+ 0,16 A 0,70+ 0,10A < 0,0001
Peso do epididimo esquerdo (g)° 0,45[0,19-0,53]B 0,64 [0,61-0,75]A 0,61 [0,44-0,73] A 0,67 [0,60-0,76] A 0,001
Peso do testiculo direito (g)° 0,71[0,41-1,400B  1,42[1,37-2,59]A  1,33[1,21-1,48] AB 1,46 [1,33-1,60] A 0,03
Peso do testiculo esquerdo (g)° 1,12[0,43-1,31] B 1,45[1,36-1,59] A 1,31[1,21-1,46] A 1,55 [1,36-1,60] A 0,002
Peso da vesicula seminal cheia (g)? 0,44+0,34B 1,45+ 0,23 A 0,68+0,33B 1,25+ 0,24 A < 0,0001
Peso da vesicula seminal vazia (g)? 0,36 + 0,28 B 0,98+0,21A 0,49+0,18B 0,89+0,18 A < 0,0001
Medida do testiculo direito (mm)® 1,30 [0,85-1,80]B 2,00 [2,00-2,000A  1,80[1,70-2,00] AB 2,00[1,98-2,00] A < 0,0001
Medida do testiculo esquerdo (mm)*  1,10[0,90-1,60] B 2,00 [1,95-2,05]A  1,90[1,73-1,90] AB 2,00 [2,00-2,03] A < 0,0001

aDados paramétricos estao expressos em médias e desvio padrao, e foram analisados pelo teste ANOVA one-way.
bDados n&o paramétricos estdo expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.

Letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn ou Bonferroni.
Grupo diabético (GD); Grupo B-cariofileno (GB-C); Grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTR-C) e Grupo controle (GC).
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Figura 1. Comparacao entre os oOrgdos sexuais masculinos de ratos Wistar do grupo
controle (GC); grupo diabético (GD) e grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTR-C).
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Os o6rgéos epididimo, testiculo e vesicula seminal estdo representados, respectivamente, na vertical
de cima para baixo.

Na analise histolégica dos testiculos do grupo GD, foram observadas alteragées
celulares, bem como uma extensa destruigéo dos tubulos seminiferos e espacgos intersticiais
quando comparado ao grupo GC, indicando os danos celulares e teciduais do diabetes em
testiculos (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia de cortes transversais de testiculos de ratos Wistar dos grupos
controle (GC) e diabético (GD).

Grupo GC (a) com tubulo seminifero normal e Grupo GD (b) indicando alteragdes no lumen (*) e nas
células germinativas (setas). Hematoxilina-eosina, em médio aumento.

Nao foram observados efeitos adversos no grupo GB-C quando comparado ao grupo
GC, uma vez que nao houve diferengas significativas desses grupos em relagdo aos
parametros avaliados (Tabela 3). Entretanto, foram observadas alteragbes no escore de
Johnsen, bem como contagem de células de Sertoli e Leydig no grupo GD, uma vez que
houve diminuicdo desses paramentros quando comparado ao grupo GC. Por outro lado,
houve diferenga significativa do grupo GDTB-C em relagao aos grupos GD e GC para os
paramentros escore de Johnsen e células de Sertoli, indicando que o tratamento de diabetes
utilizando [B-cariofileno apresentou efeito protetor nesses parédmetros reprodutivos. Em
relacdo as células de Leydig, o GDTB-C nao apresentou diferenga significatica quando
comparado ao GC; todavia, houve diferenga significatica para entre os grupos o GDTB-C e
GD, visto que houve aumento na contagem dessas célular. Para dosagem de testosterona,
0 grupo GD apresentou reducao significativa desse parametro em compragdo aos grupos
GB-C, GDTB-C e GC que, por sua vez, nao apresentaram diferencas significativas entre si
(Tabela 3).
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Tabela 3. Efeitos do tratamento com B-cariofileno (200 mg/kg) nos testiculos de ratos Wistar diabéticos.

Parametros GD (n=9) GB-C(n=10) GDTB-C(n=9) GC (n=10) P-valor
Escore de Johnsen® 7,50 [4,70-8,37]1 C 10,00 [10,00-10,00] A 9,27 [9,05-9,65] BC 9,80[9,70-10,00]AB < 0,0001
Células de Sertoli (unidade/mm?)*> 15,28 [10,27-17,54] B 23,70 [21,51-24,93] A 19,4 [16,61-21,16]AB 23,55 [22,21-26,60] A < 0,0001
Células de Leydig (unidade/mm?)? 17,89 + 3,88 B 27,07 £ 5,67 A 24,36 £ 2,89 A 24,92 + 3,88 A 0,002
Dosagem de testosterona (ng/dL)? 112+ 112 B 539+ 369A 347 £ 288 A 626 + 298 A 0,01

aDados paramétricos estdo expressos em médias e desvio padrao, e foram analisados pelo teste ANOVA one-way.

bDados ndo paramétricos estao expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.

Letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn ou Bonferroni.
Grupo diabético (GD); Grupo B-cariofileno (GB-C); Grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTB-C) e Grupo controle (GC).
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O diabetes aumentou significativamente as alteragbes morfolégicas dos
espermatozoides, uma vez que se constatou maior porcentagem de alteragbes na
morfologia da cauda (enrolada, dobrada, em forma de virgula e curta) nos espermatozoides
pertencentes ao grupo GD (31%) e GDTB-C (19%) em comparagao com os grupos GC (9%)
e GB-C (9%) (Figura 3). Durante a analise de espermatozoides, nenhum espermatozoide foi
identficado em dois dos ratos pertencentes ao grupo GD.

Figura 3. Porcentagem de espermatozoides anormais nos grupos diabético (GD), B-
cariofileno (GB-C); diabético tratado com B-cariofileno (GDTR-C) e controle (GC).
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* Indicam diferencgas significativas (P<0,001) pelo teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn.
GD (n = 9); GB-C (n = 10); GDTR-C (n = 9) e GC (n = 10).

Apenas 45% das fémeas do grupo GD acasalaram, enquanto no grupo GDT[-C essa
frequéncia aumentou para 69% (Tabela 4). Nao foram identificadas alterag¢des viscerais ou
esqueléticas nos fetos em nenhum dos grupos avaliados.Além disso, o grupo GD
apresentou alteragdes significativas em relagdo as medidas e ao peso dos fetos quando
comparado aos demais grupos (Tabela 5). As reabsorgdes ocorreram apenas nos grupos
diabéticos (GD e GDTR-C).
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Tabela 4. Efeitos do tratamento com B-cariofileno (200 mg/kg) na taxa de prenhez entre as fémeas saudaveis que foram acasaladas com os
machos diabéticos.

Grupo Taxa de prenhez (%)
Grupo diabético (GD) (n = 18) 45*
Grupo B-cariofileno (GB-C) (n = 20) 100
Grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTB-C) (n = 18) 69 ~*
Grupo controle (GC) (n = 20) 100

* indica diferenca significativa em nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Fisher em relagéo aos grupos GB-C e GDT-C.

Tabela 5. Efeitos do tratamento com B-cariofileno (200 mg/kg) no desenvolvimento intrauterino de descendentes de machos diabéticos e
fémeas saudaveis.

Parametro das Fémeas GD (n=8) GB-C (n = 20) GDTB-C (n=12) GC (n = 20) P-valor
Peso final (g)? 346 £ 15 346 + 24 347 £ 15 336 + 26 0,53
Ganho de peso (g)? 95+8 105+ 10 96 + 14 95+13 0,09
Reabsorgbes (contagem por animal)® 0 [0-1] 0 0 [0-0,3] 0 0,04
Sitios de implantagdo (contagem)® 13 [12-14] 12 [10-12] 11 [8-13] 12 [11-13] 0,05
Peso da placenta (g)° 0,55[0,52-0,62] A 0,54 [0,49-0,62]A  0,60[0,53-0,70] B 0,58 [0,50-0,64] AB < 0,0001
Medida dos fetos (cm)° 3,60[3,10-3,80] C 3,80[3,60-4,00]A  3,70[3,60-3,80] B 3,90[3,70-4,00lA < 0,0001
Peso dos fetos (g)° 3,78 [3,52-5,10] B 5,03 [4,29-5,28] A 5,06 [4,07-5,54] A 5,13 [4,08-5,64]A < 0,0001
Peso do utero (g)° 73,28 [73,13-85,00] 73,87 [65,36-84,11] 73,04 [45,90-75,19] 81,91[71,14-85,14] 0,24
Taxa de viabilidade fetal (%)° 100 [100-100] 100 [100-100] 100 [100-100] 100 [100-100] 0,14

aDados paramétricos estdo expressos em médias e desvio padrao, e foram analisados pelo teste ANOVA one-way.

bDados ndo paramétricos estao expressos em medianas e quartis, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.

Letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn ou Bonferroni.
Grupo diabético (GD); Grupo B-cariofileno (GB-C); Grupo diabético tratado com B-cariofileno (GDTB-C) e Grupo controle (GC).
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DISCUSSAO

No presente estudo, foram observadas alteragcdes relevantes nos parametros
reprodutivos de ratos diabéticos em comparagao aos grupos nao diabéticos e diabéticos
tratados com [-cariofileno, sugerindo possiveis efeitos protetores desse fitoterapico nas
complicacbes decorrentes do diabetes mellitus. Estudos demonstraram que o B-cariofileno
tem capacidade de reduzir a glicemia em camundongos diabéticos, bem como atenuar a
producao de citocinas pro-inflamatérias (15,33). Além disso, o tratamento com B-cariofileno
mostrou uma notavel redugao nos niveis de glicose, melhorando o estado antioxidante e
reduzindo as citocinas inflamatdrias em ratos diabéticos, ao mesmo tempo que aumentou os
niveis de insulina (15,34). Dessa forma, os resultados do presente estudo corroboram com
esses achados, evidenciando o potencial terapéutico do B-cariofileno no manejo do diabetes
mellitus e de suas complicagdes relacionadas a performance reprodutiva masculina.

Além das alteragdes visiveis e significativas nos érgaos sexuais internos, foram
observadas uma consideravel diminuicdo da capacidade reprodutiva dos ratos machos com
diabetes mellitus, uma vez que os machos do grupo GD acasalaram apenas com 45% das
fémeas saudaveis. Esses resultados podem ser correlacionados com a influéncia do
diabetes na saude sexual e reprodutiva, pois a doencga é reconhecida por ser um fator de
risco para o desenvolvimento de disfungéo erétil em homens e pode afetar negativamente a
fertiidade em mulheres (35). Além disso, estudos anteriores destacaram que o diabetes esta
associado a uma maior incidéncia de disfungéo erétil em pacientes diabéticos mais jovens
em comparagao com a populagédo nao diabética (36—40).

As alteragbes nos 6rgaos reprodutores masculinos observadas no presente estudo,
incluindo mudangas na estrutura testicular, reducdo na produgcdo e qualidade de
espermatozoides também foram observadas em outros estudos e estdo associadas,
principalmente, a hiperglicemia em decorréncia do diabetes (41,42). Durante a
hiperglicemia, ocorre o aumento de citocinas pro-inflamatdrias nos testiculos. Essa condigao
possui o potencial de resultar em inflamacéao crénica que, por sua vez, aumenta a liberagao
de espécies reativas de oxigénio e radicais livres (43,44). Um estudo realizado em ratos
revelou que o diabetes mellitus pode ter efeitos prejudiciais no desenvolvimento dos
testiculos e na motilidade dos espermatozoides, devido ao estresse oxidativo e,
consequentemente, ocasionando aumento da taxa de infertilidade masculina (20). Essa
associacgao direta entre a condicao diabética e a infertilidade em machos é reforgada pelos
dados deste estudo em ratos, uma vez que observamos alteragdes significativas nos orgaos
sexuais masculinos do grupo GD, além de alteracées nas caudas dos espermatozoides, o

que poderia resultar em reducéo de motilidade.
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As células de Leydig sdo componentes importantes dos testiculos, uma vez que sao
responsaveis, pela producdo e regulagcdo da testosterona, sendo essenciais no
desenvolvimento e funcionamento adequado do sistema reprodutor masculino (45—47). Além
disso, as células de Sertoli apresentam grande importancia na espermatogénese, pois
produzem substancias que promovem a sobrevivéncia das células germinativas e criam um
ambiente essencial para uma espermatogénese adequada (48). No presente estudo, foram
relatadas reducdes nas células de Leydig e Sertoli no grupo GD em comparagao ao grupo
GC, indicando que os efeitos negativos do diabetes mellitus afetaram a capacidade dessas
células no fornecimento de nutrientes e regulagcédo das células germinativas, comprometendo
a espermatogénese e ocasionado aumento do numero de espermatozoides com caudas
anormais, bem como na auséncia de espermatozoides nos animais mais comprometidos
pelo diabetes.

No presente estudo, o tratamento com [(-cariofileno demonstrou ter efeito protetor,
uma vez que resultou em melhorias significativas nos parametros fisicos e reprodutivos em
relacdo aos ratos diabéticos ndo tratados, incluindo o aumento no nimero de células de
Leydig, nivel de testosterona e peso de testiculos e epididimo. Esses resultados tiveram um
impacto positivo na taxa de prenhez das fémeas saudaveis, visto que aquelas que se
acasalaram com machos com diabetes e tratados com B-cariofileno apresentaram indices
de prenhez superiores quando comparadas com as fémeas que foram acasaladas com
machos do grupo diabéticos, mas sem tratamento com B-cariofileno. Um estudo realizado
em camundongos intoxicados com cadmio reforgam os resultados deste estudo, uma vez
que o tratamento utilizando B-cariofileno também evidenciou o potencial efeito protetor
desse composto no sistema reprodutor masculino por meio da sua capacidade de protecéo
contra agentes oxidantes (17).

No presente estudo, foram relatadas perdas acentuadas de peso nos ratos
diabéticos sem tratamento com B-cariofileno. Em geral, a relagdo entre perda de peso e
diabetes é complexa, uma vez que esse parametro pode variar de acordo com o tipo de
diabetes e fatores individuais. Em certos casos de diabetes tipo 1, a falta de producgao de
insulina resulta em uma incapacidade das células de absorver glicose, levando a quebra de
gorduras e proteinas como fonte alternativa de energia, resultando em perda de peso. No
diabetes tipo 2, a resisténcia a insulina pode contribuir para o ganho de peso devido ao
aumento da fome e consumo excessivo de alimentos. No entanto, em alguns individuos com
diabetes tipo 2, a descompensacao glicémica pode levar a perda de energia, fadiga e perda
de peso (49).

Embora a maioria das pesquisas sobre o impacto do diabetes na prole se concentre

nas condigcbes maternas, ha evidéncias crescentes que sugerem que o diabetes mellitus
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paterno também pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento da prole.
Alguns estudos evidenciaram que o diabetes paterno pode estar associada as alteragdes
epigenéticas no esperma, afetando a expressao génica e contribuindo para a suscetibilidade
de descendentes a disturbios metabdlicos (50,51). Neste estudo, a prole proveniente de
fémeas saudaveis acasaladas com machos do grupo GD apresentou alteragoes
significativas quanto as medidas e peso dos fetos quando comparado aos outros grupos,
indicando influéncia da condicao diabética paterna na sua descendéncia. Além disso, as

reabsorgdes ocorreram apenas nos grupos diabéticos (GD e GDTR-C).

CONCLUSAO

O presente estudo evidencia as implicagcdes do diabetes mellitus no sistema
reprodutor masculino. O tratamento de [(3-cariofileno mostrou-se promissor como um agente
protetor, melhorando os parametros fisicos e reprodutivos masculinos. Essas descobertas
enfatizam a importancia de controlar o diabetes mellitus e explorar terapias potenciais para
minimizar seus impactos na performance reprodutiva. No entanto, a relevancia clinica
desses achados deve ser considerada em conjunto com outros conhecimentos e

consideracbes médicas para uma avaliacdo completa das implicagdes do diabetes mellitus.
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5 CONCLUSOES

As alteragdes morfolégicas nos espermatozoides observadas em ratos com
periodontite induzida indicam implicagdes significativas na contagem e
funcionalidade das células reprodutivas, ressaltando a importancia da saude bucal
na performance reprodutiva masculina.

A periodontite induzida afetou o desenvolvimento intrauterino e a saude da
prole, destacando implicagdes além da saude bucal e reprodutiva masculina.

O diabetes mellitus teve efeitos adversos no desempenho reprodutivo em
ratos machos, mas a administracao de B-cariofileno mostrou potencial para atenuar
alguns desses efeitos prejudiciais, sugerindo beneficios terapéuticos na gestdo da
performance reprodutiva em individuos com diabetes.

O B-cariofileno pode desempenhar um papel importante na preservacéo da
saude oOssea em ratos com diabetes, indicando seu potencial como agente

terapéutico promissor na gestao da saude 6ssea comprometida devido a diabetes.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo destacam os efeitos negativos da periodontite na
performance reprodutiva masculina e no desenvolvimento intrauterino. A reducdo na
contagem de células reprodutivas, nos niveis hormonais e as malformag¢des congénitas na
prole indicam a necessidade de uma abordagem preventiva e terapéutica abrangente para
combater os efeitos adversos da periodontite na performance reprodutiva masculina e na
prole. Revelou a necessidade de uma abordagem abrangente para o manejo do diabetes, a
fim de reduzir os efeitos adversos na performance reprodutiva masculina e no
desenvolvimento da prole. Além disso, a identificacdo do B-cariofileno como um possivel
agente protetor sugere seu potencial como uma opgao terapéutica promissora. Essas
descobertas ressaltam a importancia de estratégias de controle do diabetes que considerem
nao apenas os efeitos metabdlicos, mas também os efeitos na reprodugdo masculina e na

saude da prole.
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Grupo: Macho:

Data da eutanasia

Projeto

Data de colocar para acasalar:

Peso inicial (Dia 1):
Inicio do tratamento:
Dose fixa:

APENDICE A
Ficha controle de tratamento de ratos Wistar

99

Tratamento:

1123|456 |7|8|9(10{11]|12|13(14(15|16|17(18(19]|20|21|22|23
24125(26|27(28|29|30(31[32|33|34|35| * [37]|38|39|40|41(42(43|44|45| **
Peso final (Dia 36 ou 46):

Peso Orgso (g) Fémeas do machos

Coracao: Fémea l Fémea 2
Pulmdes: Peso Peso Medida Peso Peso Medida
Figado: Placenta Fetos fetos Placenta Fetos fetos
Rins: ! :

Vesicula cheia:
Vesicula vazia:
Epididimo esquerdo
Epididimo direito
Testiculo esquerdo:
Testiculo direito

Medida érgdos (mm)
Testiculo direito:
Testiculo esquerdo:

Observagoes:




100

APENDICE B
Ficha de analise esquelética

ANALISE ESQUELETICA

Projeto: ABREVIACOES
Grupo: Fémea: OK: Normal NA: N&o Alinhado
Data da eutanasia: /____ | Datada andlise: / A: Ausente R: Reduzido
Numero de fetos: F: Fenda palatina O: Ondulado
I: Forma irregular D: Dividido
CRANIO FETO1 | FETO2 | FETO3 | FETO4 | FETOS | FETO6 | FETO7 | FETO8 | FETO9 | FETO 10
Frontal e nasal
Zigomatico
Parietal

Interparietal
Supraoccipital e
excoocip.
Basoccipital
Basoesfendide
Pterigdide
Bulla timpanica
corpo do hidide
Palato
Mandibula e maxila

ESQUELETO AXIAL FETO 1 FETO 2 FETO 3 FETO 4 FETO 5 FETO 6 FETO 7 FETO 8 FETO9 | FETO 10
Esterno
Vértebras (arco e centro)
Cauda (v. sacral + cauda)
Costelas

FETO1 | FETO2 | FETO3 | FETO4 | FETOS FETO6 | FETO7 | FETO8 | FETO9 | FETO 10
E D E D E D E D E D E D E D E D E D | E D

CINTURA ESCAPULAR

Clavicula

Escapula

Umero

Radio

Ulna

Metacarpos
Falanges proximais
Falanges distais

FETO1 | FETO2 | FETO3 | FETO4 | FETOS FETO6 | FETO7 | FETO8 | FETO9 | FETO 10
E D E D E D E D E D E D E D E D E D | E D

CINTURA PELVICA

ileo

isquio
Pubis
Fémur
Tibia

Fibula
Metatarsos

Falange proximais

Falanges distais




APENDICE C
Ficha de analise visceral

ANALISE VISCERAL
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Projeto: CORTES
Grupo: Fémea: 1~4: Cabeca 5: Pescogo
Data da eutanasia: / Data da analise: / 6: Pescogo 7: Abdémen

Numero de fetos:

FETO 1

FETO 2

FETO 3

FETO 4

FETO 5 FETO 6

FETO 7 FETO 8 FETO 9

FETO 10

Palato

Ouvido interno

Medula

Traguéia

Cavidade nasal

2 | Septo nasal

Palato

Bulbo olfatério

Retina

Palato

Cornea

Hemisfério cerebral

Ventriculos cerebrais

32 Ventriculo cerebral

Diencéfalo

Glandula salivar

Tiredide

5 | Medula espinhal

Esofago

Traquéia
—

Coragdo

Pulmdes

6 | Timo

Traguéia

Diafragma

Bexiga

Rins

Pelve renal

Medula renal

Ureteres

Utero

Testiculo

Epididimo

OBSERVACOES:

NUMERO DE FETOS FEMININOS

NUMERO DE FETOS MASCULINOS
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ANEXO A
Parecer Comité de Etica — Artigo 1

Universidade
Estadual de Londrine.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 182/2018 Londrina, 26 de outubro de 2018,
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Andlise do efeito toxicolégico da Doenga Periodontal
sobre as glindulas salivares de ratos machos e fémeas prenhes e avaliagio das possiveis alteragdes na
fertilidade masculina e teratogénese na prole" protocolo CEUA n® 17614.2018.59 sob a responsabilidade de
Maria José Sparga Salles, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
€ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em
26/10/2018.

O objetivo do estudo é avaliar as possiveis alteragdes causadas pela doenga periodontal induzida em
molares de ratos machos e fémeas prenhes sobre as glandulas salivares, a performance reprodutiva masculina e
as malformagdes congeénitas na prole. Grau de invasividade: GI 2

Finalidade (__)Ensino _ ( x) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/06/2019 a 30/06/2022

Espécie/ linhagem/ raca Rato (Wistar)

N° de animais 210

Peso/ Idade Adulto (250g)

Sexo 70 Machos ¢ 140 Fémeas

| Origem Biotério Central do CCB/UEL

Amostras a serem coletadas Fetos, placentas, orgdos das fémeas e machos: corago,
pulmao, figado, rins, glindulas salivares, testiculos,
epididimos e coleta de sangue.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter 0 novo protocolo & apreciagio da CEUA/UEL anteriormente  execugio das modificagdes.

Coloco-me & disposigdo, para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessdrios. Sem mais
para 0 momento, subscrevo, cordialmente.

) i
WV s"lfx/vvwn.}(w 75' Sk ™
Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues’Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Iimo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Maria José Sparga Salles
Responsavel pelo projeto

Departamento de Biologia Geral

C/C para a Chefia do Depto de Biologia Geral/CCB
C/C para a Direglo de Centro do CCB

Campas Universithrio: Redevis Coso Garcia O (PR 4451,k 300 - Foor (943) 20714000 PABX - Fae JD284440 - Coina Postal 10011 - CEP B057.970 « hasernet Mipwww, selbs
LONDRINA - PARANA . BRASIL
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Parecer Comité de Etica — Artigo 2




ANEXO C
Parecer Comité de Etica — Alteragdo do titulo

Ill_ Jll Universidade

“=8=" Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 47/2020
Londrina, 06 de maio de 2020.

Prezado(a) professor(a),

Em resposta ao pedido de alteragdo de titulo referente ao processo 752.2019.54
"Identificagio dos possiveis efeitos protetores do Oleo de Copaiba sobre Diabetes
Mellitus induzido por Aloxana em Ratos machos” sob responsabilidade de Maria José
Sparca Salles ¢ previamente aprovado pela CEUA-UEL, certificamos que o mesmo teve
parccer favoravel em reunido realizada em 05/05/2020.

O atual titulo do projeto é: “Identificagiio dos possiveis efeitos protetores do Beta-
Cariofileno sobre Diabetes Mellitus induzido por Aloxana em Ratos machos™ A
alteragdo se deve a impossibilidade de compra do 6leo de copaiba, o qual tem como principal
constituinte o P-cariofileno, extraido de plantas do género Copaifera, proveniente da
Amazonia ¢ comercializada mundialmente. Nio haverd necessidade de utilizagdo de mais
animais ou modificagdo das metodologias experimentais.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no  protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente a execugdo das modificagdes.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios.
Sem mais para 0 momento, subscrevo-me, cordialmente,

: J

Y \Vorn o \410%/\ wnddes K g"/fuwt"wvb/

Prof* Dra* Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Prof¥ br* Maria Fernanda
Rodrigues Graciano
Coordenadora da Comissdo de
Etica no Uso de Anlmais
Universidade Estadual de Londrina
ceua@uel br / (43) 3371-5454

IImo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a) Maria José Sparca Salles
Responsavel pelo projeto

Departamento de Biologia Geral /CCB

Centro de Ciéncias Bioldgicas/CCB

Campus Univensitirio: Rodoyvia Celso Garcla Cid (PR 149), km 380 - Fone (043) 714000 PABX « Fax 33252440 - Caiva Postal 10,011 - CEP MO57.970 = Internet htip:/www el hr

LONDRINA - PARANA - BRASIL
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