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RESUMO

Metformina (MET) € prescrita no manejo terapéutico do diabetes mellitus tipo 2 e diabetes
gestacional. Embora a MET atravesse a placenta sendo detectada no corddo umbilical em
concentracOes terapéuticas iguais a materna, seu uso tem sido considerado seguro durante a
gestacdo. No entanto, foi demonstrado que a exposicdo materna a MET aumenta as
concentragOes de globulinas ligadoras de hormonios sexuais em neonatos, o que influencia os
efeitos bioldgicos dos androgenos e estrogenos, resultando em fatores de risco para baixa
contagem espermatica e desenvolvimento de céancer testicular na idade adulta. Mediante a
isso, esse estudo investigou se exposicdo materna a MET interfere nos parametros
reprodutivos da prole masculina. Ratas Wistar foram tratadas com MET 293mg/kg/dia, por
gavagem, do dia gestacional (DG) 0 ao DG 21 (METG) ou do DGO ao dia lactacional (DL) 21
(METGL). Os grupos controles receberam agua por gavagem pelo mesmo periodo (CTRG e
CTRGL). O comportamento sexual da prole masculina foi afetado em ambos o0s grupos. No
grupo METGL foi observado um aumento no comprimento total dos tdbulos seminiferos nos
animais com 21 dias e uma diminuicdo na contagem espermatica nos testiculos dos animais
adultos. Esses resultados sugerem que a exposicdo a MET durante o inicio do
desenvolvimento induziu alteracdes em alguns parametros reprodutivos da prole masculina na
infancia e na vida adulta, sendo mais frequente no grupo que foi exposto durante a gestacéo e
lactacdo. No entanto, mais estudos sd0 necessarios para investigar oS mecanismos
relacionados a essas alteragdes.

Palavras-chaves:  Antidiabético. Comportamento sexual. Contagem espermatica.
Exposicdo materna.



FERREIRA, Simone Forcato. Effects of maternal exposure to Metformin on the
reproductive aspects of male offspring of rats. 2017. 59 p. Dissertation (Master’s degree in
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ABSTRACT

Metformin (MET) is prescribed in the therapeutic management of type 2 diabetes mellitus and
gestational diabetes. Although MET crosses the placenta and has been detected in the
umbilical cord at the same concentrations as in the maternal venous, it is considered a safe
drug throughout gestation. However, it was shown that maternal exposure to MET increases
sex hormone binding globulin levels in newborn, which could influence the biological effects
of androgens and estradiol, and result in risk factors for low sperm counts and development of
testicular cancer in adulthood. Therefore, this study evaluated if maternal exposure to MET
could interfere with reproductive parameters of male offspring. Wistar female rats were
treated with metformin 293mg/kg/day, by gavage from gestational day (GD) 0 to the GD 21
(METG) or GD 0 until lactation day (LD) 21 (METGL). Controls groups received water by
gavage at the same periods (CTRG and CTRGL). Sexual behavior of male offspring was
affected in both treated groups. In METGL group was observed an increase in total length of
seminiferous tubules in animals on PND 21 and a decrease in the sperm count in testis of
adult male rats. No statistical difference was observed in the others reproductive parameters
evaluated. These results suggest that the early developmental exposure to MET induced
alterations in some reproductive parameters in puppies and adulthood male offspring, being
more frequent in METGL group that was exposed during gestation and lactation. More
studies are required to investigate the mechanism related to these alterations.

Keywords: Antidiabetic drug. Sexual behavior. Sperm count. Maternal exposure.
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1. Introducéo

A Metformina (MET) é uma dimetilbiguanida recomendada como primeira linha
no tratamento de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 pela Associagdo Americana de
Diabetes (VIOLLET et al. 2012; RHEE et al. 2010). Também tem sido utilizado como
alternativa terapéutica no tratamento da resisténcia insulinica, sindrome do ovario
policistico e diabetes gestacional (GLUECK et al., 2008; VIOLLET et al., 2012).

Diabetes gestacional é a principal desordem metabolica desenvolvida na
gravidez, que de acordo com a American Diabetes Association (ADA, 2015) é definida
como “diabetes diagnosticada no segundo e terceiro trimestres da gravidez" com
prevaléncia estimada em até 28% (JIWANI et al. 2012). Apesar da insulinoterapia ser o
tratamento padrdo para o diabetes gestacional, a Sociedade Brasileira de Diabetes
(Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2009) e Federagdo Internacional de
Diabetes (International Diabetes Federation. Global Guideline on Pregnancy and
Diabetes. 2009) recomendam o uso da MET para o tratamento da diabetes gestacional,
por apresentar eficacia terapéutica semelhante a insulina (LANGER et al., 2000;
ROWAN et al., 2008; BARRET et al., 2013), além disso, tem sido uma alternativa mais
aceitavel, pela facilidade na auto administracdo e por ndo resultar em hipoglicemia ou
em ganho indesejado de peso (ROWAN et al., 2008). Dessa forma, torna-se cada vez
mais comum o uso da MET durante todo o periodo gestacional e lactacional, tanto por
mulheres que desenvolvem diabetes gestacional, quanto em mulheres diagnosticadas
com diabetes tipo 2 antes do periodo gestacional (GLUECK et al., 2008, JOHNSON et
al., 2011; MORIN-PAPUNEN et al., 2012).

O principal efeito farmacoldgico da MET € a reducdo da gliconeogénese
hepatica. No entanto, a MET também melhora o perfil glicémico, por estimular a
entrada de glicose no figado e melhorar a sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos
(DUNN e PETERS, 1995), uma vez que, induz a translocacao de transportadores GLUT
4 para a membrana celular (LEE, et al., 2012). Melhora o perfil lipidico por reduzir as
concentracdes plasmaticas de triglicerideos e acidos graxos livres (DUNN e PETERS,
1995), além disso, também tem sido utilizada no controle do ganho de peso corporal
(INZUCCHI et al., 2012; ADA, 2011), devido ao seu efeito anoréxico (KIM et al.,
2016). Em hepatdcitos e no musculo, a MET é transportada para dentro das células por
transportadores de cations organicos (OCT) e pode inibir o complexo | da cadeia

respiratoria mitocondrial e/ou ativar o sensor de energia da proteina quinase ativada por
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monofosfato de adenosina (AMPK) (RENA et al., 2012; ZHOU et al., 2001; VANDER
HEIDEN, 2011). No entanto, diferentes estudos tém demonstrado que a MET pode
atuar independentemente de AMPK (RATTAN et al., 2011; KALENDER et al., 2010),
uma vez que, esse farmaco também surtiu efeito sobre a reducdo da glicemia em
camundongos nocaute para AMPK (FORETZ et al., 2010).

Apesar da MET atravessar a membrana placentaria (KOVO et al., 2008) e j ter
sido detectada no corddo umbilical em concentragdes iguais as do sangue materno
(CHARLES et al., 2006), podendo, portanto influenciar diretamente o metabolismo
fetal (BARRET et al., 2013), a MET ¢ considerada segura inclusive no primeiro
trimestre de gestacdo (GILBERT et al., 2006) por ndo induzir teratogénese (GLUECK
et al., 2002; BOLTON et al., 2009; GUTZIN et al., 2003; BALANI et al., 2009).

Embora, em humanos, o tratamento com MET ndo esteja associado com
malformacdo fetal (GUTZIN et al., 2003), a exposicdo intrauterina a MET eleva a
concentracdo de globulina ligadora de horménios sexuais (SHBG) em neonatos
(CARLSEN e VANKY, 2010). Essa glicoproteina plasmaética liga-se a androgenos
diminuindo a concentracdo biodisponivel modulando assim seus efeitos bioldgicos
(CARLSEN e VANKY, 2010). A atividade hormonal que se inicia no periodo perinatal
promove no cérebro, em desenvolvimento, a capacidade de responsividade aos perfis
hormonais adultos, e estes permeiam a fisiologia reprodutiva e do comportamento. Uma
vez que, durante o periodo critico de desenvolvimento, além da formacdo, crescimento e
diferenciacdo do sistema reprodutivo, também ocorre a diferenciacdo sexual
hipotaldamica (LENZ e McCARTHY, 2010). Na prole masculina a diferenciacéo sexual
hipotalamica esta compreendida entre o DG 17/18 (WEISZ e WARD, 1975) até o DPN
10 (JACOBSON e GORSKI, 1981) e tem inicio com um aumento na concentracao
plasmatica de testosterona de origem testicular (BEACH, 1975). Para a diferenciacao
sexual hipotaldmica ocorrer satisfatoriamente, é necessario que a testosterona testicular
seja convertida no cérebro pela enzima aromatase em estradiol, uma vez que, é 0
estradiol que atua nos processos de masculinizagdo e defeminizacdo do hipotadlamo
masculino (NAFTOLIN et al., 1975). O processo de masculinizagdo torna o macho
capaz de apresentar comportamento sexual tipico de machos quando adulto, que em
roedores consiste em erecdo, monta, intromissdo e ejaculagio (MACLUSKY e
NAFTOLIN, 1981), enquanto que a defeminizacdo consiste no processo pelo qual a

prole masculina passa por alteracGes neuronais responsaveis por deixarem de apresentar
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comportamento sexual tipico de fémeas na idade adulta, que em roedores consistem em
comportamento de lordose (LENZ e McCARTHY, 2010). A masculinizacdo fetal pode
ser alterada por uma producdo anormal de andrdgeno ocasionada por diversos fatores,
resultando em desordens de diferenciagcdo sexual ou inversdo do fendtipo sexual. Essas
desordens podem ocasionar diminuicdo na contagem espermatica e também
desenvolvimento de cancer testicular na vida adulta (SKAKKEBAEK et al., 2001).
Corroborando desta forma, com a hipétese da origem desenvolvimentista da salde e
doenca (DOHaD), em que doencas desenvolvidas durante a vida adulta podem estar
relacionadas a dependéncia ao ambiente intrauterino adverso como a exposi¢cao materna
a drogas (WADHWA et al., 2009). Esta exposi¢cdo pode mudar permanentemente a
estrutura, funcdo e o metabolismo de Orgdos e tecidos aumentando o risco de

desenvolvimento de doencas tardias (HO et al., 2016).

Além disso, em roedores a exposicdo materna a MET induz alteracGes
reprodutivas como a diminuicdo do tamanho testicular associado a reducdo nas
populacbes de células de Leydig e Sertoli (TARTARIN et al., 2012). Em ratos, esse
farmaco diminuiu a concentracéo de estrégeno circulante pela reducdo da aromatase no
pulmdo (DEAN et al., 2016). Em humanos a exposicdo a MET reduz a expressao e
atividade da aromatase em cultura de células da musculatura lisa da artéria pulmonar
(DEAN et al., 2016), em células do estroma endometriético (ZHOU et al. 2015) e em
células da granulosa (RICE et al. 2009). A exposicdo a MET também induz
diminuicdes: na producdo de testosterona em células testiculares fetais de humanos e de
ratos (TARTARIN et al., 2012), na producdo de ester6ides, como estradiol e
progesterona em cultura de células da granulosa de bovinos (TOSCA et al., 2007) e de
ratas (TOSCA et al., 2006), e na producdo de andrégenos, estradiol e progesterona em
cultura de células tecais humanas (ATTIA et al., 2001; TOSCA et al., 2007). Além
disso, inibe a expressdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) e de receptores de FSH
(FSHR) em células da granulosa (RICE et al., 2013; MANSFIELD et al., 2003).

Uma vez que, as evidéncias disponiveis ainda sdo inadequadas para estabelecer a
segurancga de fetos expostos & MET e a luz do amplo uso deste farmaco durante a
gravidez e lactacdo, evidencia-se a necessidade de estudos adicionais que caracterizem
as possiveis alteragdes reprodutivas na prole exposta a MET durante as fases iniciais do

desenvolvimento.
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2. Objetivo
2.1. Objetivo geral

Avaliar se a exposicdo materna a MET, durante a gestacdo e lactacdo, pode

resultar em alteragdes sobre a funcdo reprodutiva na prole masculina de ratos.

2.2. Objetivos especificos

Investigar se exposi¢cdo & MET durante as fases iniciais do desenvolvimento
pode alterar na prole masculina de ratos:

» Filhotes (dia p6s natal - DPN 21): Peso corporal, peso dos testiculos,
concentracdo plasmaética de testosterona e histomorfometria do testiculo;

» Pdberes (DPN 50): Peso corporal, peso de érgdos reprodutivos (testiculos e
préstata), concentracdo plasmatica de testosterona e histomorfometria do
testiculo;

= Adultos (DPN 110): Instalacdo da puberdade (descolamento de prepucio),
comportamento sexual (copulatério e motivacdo sexual), peso corporal,
concentracdo plasmatica de testosterona, peso dos 6rgdos reprodutivos (ducto
deferente, testiculos, epididimos, prostata e vesiculas seminais), parametros
espermaticos (viabilidade, motilidade, concentracdo, morfologia e contagem) e
histomorfometria do testiculo.
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3. Material e métodos

3.1. Delineamento experimental
O diagrama abaixo (Figura 1) resume o delineamento experimental empregado

nesse trabalho.

Figura 1: Delineamento experimental da prole masculina

Periodo de tratamento das mées
-ganho de peso corporal
-consnmoderacio
-comporiamento matemo
fertilidade
f—/%
I - Peso dos orgiios reprodutivos
- Parmetros espermaticos:
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N l < | -Motilidade
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- Dosagem plasmatica de testosterona ks < testi
- Peso dos testicnlos e prostata
+| - Histomorfometria testicnlar AR
-Dosagem plasmatica de testosterona Comportamento
-Peso dos testicnlos sexual
- Histomorfometria testicnlar

Figura 1. Delineamento experimental da prole masculina. DG: dia gestacional; DL: dia
lactacional; DPN: dia pds-natal.
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3.2. Animais e tratamento

Foram utilizados ratos Wistar com 75 dias de idade, machos e fémeas,
provenientes da colénia do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), transferidos para o Biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas
do CCB, onde foram mantidos sob condi¢fes padronizadas (temperatura de 21 + 2°C,
fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) e com agua e racdo (Nuvilab®, Colombo, PR) a
vontade.

Para o acasalamento, ao final da tarde, em cada gaiola foi colocado um macho
para cada duas fémeas. Na manhé do dia seguinte, o macho foi retirado da gaiola das
fémeas e foram coletadas células da mucosa vaginal através de hastes flexiveis de
algoddo embebido em salina e posterior foi feito um esfregaco. A prenhez foi
considerada positiva quando observado, ao microscopio Optico, a presenca de células
caracteristicas da fase estro e espermatozoides nas ldminas do esfregaco, esse dia foi
considerado como dia gestacional (DG) 0. As fémeas prenhes (n=10-11/grupo) foram
alocadas em gaiolas individuais e distribuidas para compor 0s seguintes grupos
experimentais e obtencédo dos filhotes:

Grupo controle gestacional (CTRG): ratas tratadas com &gua, por gavage, do DG

0 até o dia DG 21 (nascimento da prole).

Grupo metformina gestacional (METG): ratas tratadas com MET (293
mg/Kg/dia), por gavage do DG 0 até dia DG 21.

Grupo controle gestacional lactacional (CTRGL): ratas tratadas com agua, por

gavage do DG 0 até o dia lactacional (DL) 21 (dia do desmame da ninhada).
Grupo metformina gestacional lactacional: ratas tratadas com MET (293
mg/Kg/dia), por gavage do DG 0 até o dia DL 21.

Os periodos de exposicdo a MET justificam-se pela necessidade de mimetizar o
periodo de tratamento em mulheres com diabetes gestacional, ou seja, durante a

gestacdo, podendo se estender no periodo lactacional.

Os comprimidos de MET (Glifage®-MERCK) foram triturados e dissolvidos em
agua e o tratamento foi realizado uma vez ao dia, como descrito anteriormente,
obedecendo sempre a mesma rotina quanto aos horarios de administracdo (10:00-
11:00). Foi realizado o acompanhamento do peso corporal a cada trés dias para ajuste

do volume de administragdo, bem como para avaliacéo de toxicidade do farmaco.
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A dose de MET recomendada para gestantes é de 500 mg/dia (diretrizes e EYAL
et al., 2010) o que equivale a 7,14 mg/kg/dia. Realizando ajuste dosimétrico utilizando a
escala BW3/4 (EPA, 2006) e considerando o peso de um humano de 70 kg e o de um
roedor com 250 g, obtemos o valor de 29,26 mg/kg/dia. No entanto, considerando que
0s animais sdo mais resistentes, a escolha da dose foi de 293 mg/kg/dia, uma vez que
adotou-se o fator 10 (variacdo intraespécie) e considerou-se a proximidade com outro
estudo na literatura (300 mg/kg/dia) (TARTARIN et al., 2012).

O dia do nascimento dos filhotes foi denominado DPN 0. No DPN 1 os filhotes
foram contados, pesados, e o0 sexo foi determinado. No DPN 4, as ninhadas foram
reduzidas para 10 animais, para se evitar que filhotes pertencentes a ninhadas maiores
recebessem menor quantidade de MET que filhotes de ninhadas menores. Os filhotes
excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. O desmame dos filhotes
ocorreu no DPN 21. Para a avaliacdo de cada parametro, foi utilizado somente um
filhote macho de cada ninhada evitando assim o efeito ninhada (homogeneidade
genética ou variabilidade materna). Portanto, a ninhada foi a unidade experimental. Os
demais filhotes foram utilizados em outros estudos.

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
para Uso de Animais (CEUA 6996.2015.02).

3.3. Avaliagéo de toxicidade materna

Os animais foram monitorados diariamente quanto ao bem-estar geral, e quanto
a sinais gerais de toxicidade como lacrimacao, piloerecdo, padrdo respiratério anormal e
tremores. O ganho de peso corporal e o0 consumo de ragdo foram registrados nos DG 0,
7,14e2lenosDL 1, 4,7, 14 21.

Além disso, o ganho real de peso corporal durante a gestacdo foi estimado
subtraindo o peso no DL 1 (primeiro dia ap6s o parto) do peso do DG 0 (dia do
diagndstico de prenhez), Assim como o ganho de peso durante a lactagéo foi estimado
subtraindo o peso no DL 21 (Gltimo dia lactacional) do peso do DL 1. Excluindo

portanto a influéncia do tamanho da ninhada do ganho de peso das maes.
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3.3.1. Avaliacédo do Comportamento Materno

Para verificar se o tratamento com MET poderia alterar o cuidado com a prole
foi avaliado o comportamento materno, que foi conduzido do DPN 1 ao DPN 10,
seguindo metodologia descrita em Champagne et al. (2003) e adaptado por Reis et al.
(2014). Foram realizadas 4 sessdes de observacdo diaria, que ocorreram em horarios
regulares, sendo 3 periodos durante a fase de luz (10:00, 13:00 e 16:00) e um periodo
durante a fase de escuro (19:00). As observagOes iniciou-se no tempo zero, e as
observacOes posteriores foram realizadas a cada 3 minutos, resultando em 25
observacdes (72 min.) por periodo e totalizando 100 observac6es da mée por dia, o que
equivale a 100% das observacdes. Em uma tabela foram pontuados os seguintes
comportamentos: mae fora do ninho, construcdo do ninho, limpeza dos filhotes,
amamentacdo e recuperacdo dos filhotes. Somaram-se as observacgdes totais por dia e

cada parametro foi revertido em porcentagem de observacao.

3.3.2. Andlise de fertilidade

Apb6s o desmame dos filhotes no DL 21, as fémeas foram decapitadas e
colocadas em decubito dorsal e, em seguida, foi feita uma incisdo longitudinal na parede
abdominal para visualizagdo dos cornos uterinos. Apos a retirada dos cornos uterinos,
foram determinados os numeros de implantacfes uterinas (Figura 2A). Adicionalmente,
os ovarios foram isolados (Figura 2B) e os corpos luteos separados e contados (Figura
2C) (n=10-11/grupo).

Figura 2. Ovarios e utero de rata com pontos de implantagdo no dia lactacional 21 (A). Ovarios
(B) e corpos luteos (C).
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A partir da contagem das implantacdes e dos corpos luteos foram determinados
0S seguintes parametros:

* Taxa de implantacdo = [(n° de implantacdes/ n° de corpos luteos) x100].

* Taxa de perda pré-implantacdo = [(n° de corpos luteos — n° de implantagdes/n°®
de corpos lateos) x 100].

* Taxa de perda pos-implantacdo = [(n° de corpos luteos — n° de fetos vivos)/ n°
de implantacgdes) x 100].

* Taxa de Viabilidade Fetal = [(n° de filhotes vivos/n® de pontos de implantacgao)
x 100].

3.4. Avaliacéo da toxicidade reprodutiva na prole masculina
3.4.1. Ganho de peso corporal

Foi realizado o acompanhamento do peso corporal da prole masculina nos DPN
1, 4,7, 14 e 21 e semanalmente até o dia da eutanasia, durante o tratamento das méaes
foram observados também na prole os sinais gerais de toxicidade descritos

anteriormente (item 3.3).

3.4.2. Distancia anogenital

Nos DPN 1 e 21 foi determinado a distancia anogenital (DAG, distancia do anus
ao tubérculo genital) média da ninhada dos descendentes. A DAG foi normalizada
através da sua divisdo pela raiz cubica do peso corporal (GALLAVAN et al., 1999).

Além disso, no DPN 21, um animal de cada ninhada (n=10/grupo) foi submetido
a eutanasia por decapitacdo. O sangue foi coletado para determinacdo da concentracao
plasmatica de testosterona conforme metodologia descrita no item 3.6. “Concentracdo
plasmatica de testosterona”. Apos a coleta de sangue os animais foram colocados em
declbito dorsal e, em seguida, submetidos a laparotomia para visualizacdo dos
testiculos, que foram removidos, dissecados e pesados empregando-se balanca analitica.
O testiculo direito foi armazenado em Bouin e submetido a analise histologica conforme

metodologia descrita no item 3.9. “Pardmetros histomorfométricos do testiculo”.
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3.4.3. Determinacéo de instalacio da puberdade

A partir do DPN 40, os animais foram examinados diariamente até se verificar a
completa separacdo prepucial, considerado com um indicador do inicio da maturidade
sexual, ocasido em que os animais foram novamente pesados e tiveram a DAG medida
(n=09-11/grupo).

No DPN 50, um animal de cada ninhada (n=08-11/grupo) foi submetido a
eutandsia por decapitacdo. O sangue foi coletado para determinagdo da concentracao
plasmatica de testosterona conforme metodologia descrita no item 3.6. “Concentra¢ao
plasmatica de testosterona”. Apos a coleta de sangue os animais foram colocados em
decubito dorsal e, em seguida, submetidos a laparotomia para visualizacdo dos 6rgaos
reprodutores (testiculos e prostata), que foram removidos, dissecados e pesados
empregando-se balanga analitica. Apo6s, o testiculo direito foi armazenado em Bouin e
foi submetido a analise histolégica conforme metodologia descrita no item 3.9.

“Parametros histomorfométricos do testiculo”.

3.5. Avaliagdo do comportamento sexual

3.5.1. Avaliacédo do comportamento copulatério

Quinze dias antes das analises comportamentais (DPN 75), os animais (n=09-
11/grupo) foram transferidos para o biotério com ciclo de luz claro/escuro de 12x12
horas invertido, que possui controle de luminosidade, ruido e temperatura, para a
perfeita adaptacdo das funces fisioldgicas. Os testes comportamentais foram filmados e
analisados por um experimentador localizado fora do biotério de ciclo de luz invertida.
Os testes foram realizados sempre 4h apds o inicio da fase escura e foram capturados
por camera conectada a um monitor em sala adjacente. A partir do DPN 90, cada macho
foi inicialmente colocado na gaiola de observacdo (caixa transparente) e ap6s 10 min. de
aclimatacdo na gaiola, uma fémea em estro natural foi introduzida na mesma caixa.
Durante 30 min., as laténcias e frequéncias para intromissdo e ejaculagdo foram
observadas como descrito em Gerardin et al. (2006). Caso o macho ndo apresentasse
comportamento dentro de 10 min., a avaliagdo era interrompida e repetida no dia
seguinte. Machos que falharam na segunda avaliacdo foram considerados sexualmente

inativos.
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3.5.2. Teste de Motivagéao sexual

Apos andlise do comportamento copulatério, os machos foram submetidos ao
teste de motivacdo sexual. Neste teste, foi utilizada uma arena retangular de 50 x 50 x
100 cm (altura x largura x comprimento) apresentando duas aberturas que se
comunicavam com duas arenas menores, ambas com 25 cm?. As arenas pequenas 30
diagonalmente opostas uma a outra e a comunica¢do com a arena principal é fechada
com uma tela de arame (Figura 3). Para o teste, foi colocada uma fémea em estro natural
(zona de incentivo da fémea) em uma das arenas pequenas, e na outra, um macho
sexualmente ativo (zona de incentivo do macho). O piso da arena principal possuia duas
areas delimitadas com 25 cm? (zonas) na frente de cada abertura das arenas menores.
Estas &reas foram chamadas de zona de incentivo da fémea e zona de incentivo do
macho. O macho experimental foi posicionado no centro da arena principal e observado
durante 20 min. O nimero de visitas e 0 tempo total gasto visitando cada zona de
incentivo foram registrados, e calculado o escore de preferéncia ([tempo de
permanéncia na zona de fémea / tempo total gasto em ambas as zonas de incentivo] x
100) (AGMO, 2003).

S| |5

e

Figura 3. Representacdo esquematica da vista superior da arena do teste de motivagédo sexual. F
e M representam as zonas de incentivo da fémea e do macho, respectivamente.
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3.6. Concentracdo plasmatica de testosterona

Imediatamente apos a decapitacdo, amostras de sangue dos animais no DPN 21,
DPN 50 e DPN 110 foram coletadas em tubos de ensaio heparinizados, sempre no
mesmo horario. Apoés a coleta, as amostras foram centrifugadas (2500 rpm por 20 min a
4°C) e o plasma congelado a -20°C para posterior analise. A concentracao plasmatica de
testosterona foi obtida por imunoensaio de microparticulas por quimiluminescéncia
(ARCHITECT® 2nd Generation Testosterone), o qual o coeficiente de variagdo intra-
ensaio e sensibilidade foram 4,6% e 0,15nmol/L respectivamente.

3.7. Retirada dos érgaos reprodutivos

Para reposicdo dos estoques espermaticos, a retirada dos 6rgdos reprodutivos
aconteceu no DPN 110, 20 dias apds o teste de comportamento sexual; Para isso, um
animal de cada ninhada (n=09-11/grupo) foi pesado e submetido a eutanasia por
decapitacdo. O sangue foi coletado para determinagdo da concentracdo plasmaética de
testosterona conforme metodologia descrita no item 3.6. “Concentragao plasmatica de
testosterona”. Apos a coleta de sangue os animais foram colocados em decubito dorsal
e, em seguida, submetidos a laparotomia para visualizagdo dos érgdo reprodutores. O
ducto deferente direito foi imediatamente removido e utilizado para analise da
viabilidade (3.8.1), motilidade (3.8.2) e concentracdo espermatica (3.8.3). O ducto
deferente esquerdo foi retirado para posterior analise da morfologia dos
espermatozoides (3.8.4). Além disso, os 6rgdos da reproducdo (testiculos, epididimos,
vesiculas seminais e préstata ventral) foram removidos e dissecados. Apds secagem em
papel de filtro, foram determinados o0s respectivos pesos Umidos, empregando-se
balanca analitica. O testiculo e o epididimo esquerdo foram congelados para posterior
contagem espermatica (3.8.5) o testiculo direito foi preparado para andlise dos
pardmetros histomorfométricos do testiculo (3.9).

3.8. Parametros espermaticos
3.8.1. Viabilidade espermatica

Para analise da viabilidade espermaética foi realizada a técnica de coloragdo com
eosina-nigrosina (BJORNDAHL, SODERLUND e KVIST, 2003), em que 50 ul de

meio GV HEPES (Ingamed, Brasil) com espermatozoides foram misturados com
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eosina-nigrosina e diretamente examinados, foram avaliados 100 espermatozoides por

animal e classificados em viaveis e ndo viaveis.

3.8.2. Motilidade espermatica

A andlise da motilidade espermatica foi realizada de acordo com Perobelli et al.
(2010) e Favareto et al. (2011). Os espermatozoides foram obtidos do ducto deferente
direito e diluidos em 1ml de meio GV HEPES (Ingamed, Brasil) pré-aquecido a 34°C.
Uma aliquota de 10pl foi colocada em cdmara de Makler (Sefi-Medical, Haifa, Israel) e
analisados em fase de contraste do microscopio Optico (100X) (OSM-223287,
Olympus). Foram avaliados 100 espermatozoides por animal e classificados em moveis
e imoveis (PEROBELLI et al., 2010).

3.8.3. Concentracado espermatica

Apos a analise do padrdo de motilidade, verificou-se a concentracéo espermatica
estimada em milhGes por mililitro. Utilizou-se uma camara de Makler (Sefi-Medical,
Haifa, Israel) com microscopia de fase, com um aumento de 100X, com o auxilio de
contador de células. A camara de Makler possui uma profundidade de 0,01 mm e uma
marcacio graduada de 100 quadrados (4rea total de 1 mm?) cada um com 0,1 mm x 0,1
mm. O volume compreendido na area de 10 quadrados apds a coloca¢do da laminula é
de 0,001 mm°®. Foram contados os espermatozoides presentes em 10 quadrados
(marcacdo da prdpria cAmara) escolhidos aleatoriamente, em quatro campos diferentes,
e realizada a média (PIFFER et al., 2009).

3.8.4. Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia dos espermatozoides foi realizada de acordo com
Fernandes et al. (2007). O ducto deferente esquerdo dos animais (n=09-11/grupo) foi
seccionado nas extremidades anterior e posterior e lavado internamente com o auxilio
de agulha e seringa contendo 1,0 ml de formol-salina (10%). O conteudo foi colhido em
um tubo e mantido sob refrigeracéo para posterior anélise. Para analise, o contetdo foi
depositado em lamina histolégica, coberto com laminula e apds 90 min. de secagem
foram analisados 200 espermatozoides por animal em fase de contraste do microscopio

(400x). Anormalidades morfologicas foram classificadas em duas categorias gerais:
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anormalidades de cabeca (sem curvatura caracteristica ou forma isolada, ou seja, sem
cauda anexada) e anormalidades de cauda (quebrada ou isolada, isto é, sem cabeca
anexada).

3.8.5. Contagem espermatica

O testiculo esquerdo decapsulado e o epididimo esquerdo (n=09-11/grupo), dos
diferentes grupos experimentais, foram removidos e estocados a -20° C para posterior

determinacdo da concentracdo de células germinativas.

Ndmero de espermatides maduras no testiculo e calculo da producéo diaria de
espermatozoides: Para a realizacdo da contagem das espermétides no testiculo,
procedeu-se o descongelamento dos testiculos dos ratos dos diferentes grupos
experimentais seguido de homogeneizacdo do material, sequndo método descrito por
Robb et al. (1978) e adaptado por Fernandes et al. (2007). Apds o descongelamento do
testiculo decapsulado, o parénquima testicular pesado foi colocado em um tubo de
ensaio com tampa, onde foram adicionados 5ml de solucdo contendo NaCl (0,9%),
Triton-X (0,05%) e Thimerosal (0,01%). Em seguida, este tubo foi tampado e pesado
novamente para célculo da primeira diluicdo. A amostra foi homogeneizada com a
utilizacdo de um homogeneizador em velocidade maxima por 2 minutos. Apds nova
diluicdo na proporcdo 1:10 na solucdo de Triton-X (100ul do homogeneizado + 900ul
de solucédo), uma aliquota foi transferida por meio de uma pipeta Pasteur para a camara
de Neubauer (Figura 4), onde as espermatides resistentes a homogeneizacdo foram
contadas (2 camaras por animal, 5 campos por camara). Para calcular a producéo
espermatica diaria, o nimero de espermatides no testiculo foi dividido por 6,1, que é o
n° de dias em que essas espermatides maduras (estagio 19 da espermiogénese) estao
presentes no epitélio seminifero. Para facilitar a visualizacdo, os dados obtidos (nUmero
de espermatides) sdo apresentados em 10° (em milhdes) por testiculo e em nimero de
espermatides X 10° por grama (g) de testiculo.



27

1 wm

Figura 4. Camara de Neubauer utilizada para contagem espermatica. A esquerda, foto do
modelo utilizado. A direita, representacdo esquematica da vista superior, através do microscopio
de uma das camaras do aparelho.

Namero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo: Os epididimos
esquerdos foram inicialmente divididos nas unidades: cabeca/corpo e cauda. As porcoes
epididiméarias foram separadas logo apds a coleta e congeladas a -20° C até a
homogeneizacdo e contagem dos espermatozoides de acordo com 0 mesmo
procedimento descrito para o item anterior com a diferenca que, antes da
homogeneizacdo, as pecas foram cortadas em pequenos pedagos com tesoura bem
afiada. Este material foi diluido em 1ml da mistura contendo Triton- X para cada 100mg
de cauda e 1ml dessa mistura para cada 200mg de cabeca/corpo. O tecido epididimario
foi entdo homogeneizado, diluido 20 vezes e contado em camaras de Neubauer. O
tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo foi calculado dividindo-se o
namero de espermatozoides na cabega/corpo ou cauda do epididimo, pelo valor obtido
na producdo diaria de espermatozoides de cada animal (ROBB et al., 1978). Para
facilitar a visualizacdo, o nimero de espermatozoides no epididimo € apresentado em

x10° espermatozoides por 6rgéo e em x10° espermatozoides por grama de 6rgao.

3.9. Parametros histomorfométricos do testiculo

O testiculo direito foi dissecado, pesado e fixado em solu¢do de Bouin por 24
horas e depois foi estocado em etanol 70%. Posteriormente foi cortado em fragmentos
de tecido, desidratado em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e
incluidos em paraplast. Foram feitos cortes com 7um de espessura, corados com
hematoxilina e eosina.

A composi¢do dos dados volumétricos do parénquima testicular foi obtida
usando contagem de pontos utilizado uma grade de 100 pontos na ocular em aumento
final de 100x. Um total de 10 campos escolhidos aleatoriamente (1000 pontos) foram

pontuados para cada animal. O volume de cada componente do parénquima testicular,
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expresso em pl, foi estimado a partir do conhecimento do porcentual ocupado pelos
mesmos no testiculo e do conhecimento do volume do parénquima testicular. Para obter
uma medicdo mais precisa do volume do parénquima testicular, subtraiu-se do peso
bruto do testiculo pelo peso da tunica albuginea (~6,5%). O peso do testiculo foi
considerado igual ao seu volume, uma vez que, a densidade do testiculo € quase 1,0
(~1,03-,04) (FRANCA e GODINHO, 2003).

O didmetro tubular médio por animal foi obtido pela mensuragdo ao acaso de 15
seccOes transversais de tubulo seminifero por animal escolhidos de forma aleatéria com
perfis redondos ou arredondados. As medicdes foram realizadas a partir de imagens
obtidas com uma camera (Moticam 5, Motic) acoplada ao microscépio Optico,
utilizando o software Images Plus 2.0 (Motic), com aumento final de 100x. O
comprimento total dos tbulos seminiferos (CTTS), expresso em metros (10°) por
testiculo foi calculada a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos e da medicdo do didmetro tubular obtido para cada animal, de acordo com a
sequinte formula: CTTS=VTS/zR?, em que VTS = volume total de tdbulos seminiferos;
nR2 = éarea da seccdo transversal dos tubulos seminiferos (R = diametro tubular/2)
(ATTAL e COURQT, 1963; DORST e SAJONSKI, 1974).

3.10. Andlise estatistica

Inicialmente, uma andlise exploratéria foi conduzida para avaliar a distribuicdo
normal (teste de Kolmogorov-Smirnov/ Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias
(teste de Levene) para cada variavel. Para os dados que apresentaram distribuicao
normal e homogeneidade de varidncia, foram conduzidas andlises paramétricas e
apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Na auséncia de distribuicdo
normal e/ou homogeneidade de variancia, as variaveis foram transformadas a fim de
atingir os critérios para a analise paramétrica, os dados que ainda ndo apresentaram
normalidade e homogeneidade foram submetidos aos testes ndo-paramétricos,
apresentados como mediana (1° e 3° quartil). As diferencas foram consideradas
significativas quando p <0,05.

Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:

-ANOVA para medidas repetidas (RMANOVA): ingesta de ragdo materna,

comportamento materno e ganho de peso corporal dos filhotes.
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-Test-t de Student: ganho de peso corporal das fémeas, teste de fertilidade das
fémeas, numero de filhotes por ninhada, peso corporal ao nascer dos filhotes, DAG, dia
do descolamento do prepucio, comportamento sexual copulatério, teste de motivacao
sexual, peso corporal final no DPN 21 e DPN 110, concentracdo plasmatica de
testosterona no DPN 50 e DPN 110, peso de ¢rgdos reprodutivos, viabilidade,
concentracdo, morfologia e contagem espermaética e pardmetros histomorfométricos do
testiculo.

-Mann-Whitney: concentracdo plasmatica de testosterona no DPN 21, peso
corporal final no DPN 50, e motilidade espermatica.

-Teste de Fisher: comportamento sexual copulatorio.

O tratamento estatistico dos dados foi operacionalizado pelo software SPSS
(IBM, SPSS statistics 19) e software Prism 6 (Graph Pad Software, Inc., San Diego,
CA).
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4. Resultados
4.1. Toxicidade geral materna
4.1.1. Ganho de peso corporal

A variacao do ganho de peso corporal materno durante a gestacdo (DL1-DGO) e
durante a lactagdo (DL21-DL1) e ingestdo alimentar materna estéo presentes nas figuras
5 e 6 respectivamente. Como indicado por test-t de Student durante a gestacédo houve
diminuicdo no ganho de peso corporal das maes de ambos 0s grupos tratados com MET
(CTRG: 33,21 + 2,84, n = 10, METG: 23,93 + 3,00*, n = 11) [t(19)=2,23; p=0,038] e
(CTRGL: 34,04 + 3,50, n = 10, METGL: 23,86 + 3,20*, n = 10) [t(18)=2,15; p=0,046]
com relacdo ao seu grupo controle. No entanto, durante o periodo lactacional ndo foi

observada diferenca estatistica no ganho de peso das ratas.
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Ganho de peso corporal das méaes tratadas com MET e controle durante a

gestacao (A) e lactacéo (B).
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Figura 5. Ganho de peso corporal materno na gestacéo (A) (DL1-DGO) e lactacdo (B) (DL21-
DL1). Dados apresentados como média £+ EPM n=10-11/grupo *p<0,05 (test-t de Student).
Grupos tratados com MET (METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle
(CTRG e CTRGL). CTRG: grupo controle gestacional tratado com agua do dia gestacional
(DG) 0 ao DG21; METG: grupo MET gestacional tratado com MET 293 mg/kg/dia DGO ao
DG21; CTRGL: grupo controle gestacional lactacional tratado com agua do DGO ao dia
lactacional (DL) 21; METGL.: grupo MET gestacional lactacional tratado com 293 mg/kg/dia
do DGO ao DL21.
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Como indicada por RMANOVA ndo houve diferenca estatistica com relacdo a
ingestdo alimentar durante os periodos gestacional e lactacional das mées tratadas com
MET com relacdo a seu grupo controle. Além disso, durante o periodo de exposi¢do a
MET ndo foram observados os sinais gerais de toxicidade como lacrimacao, piloerecdo,

padrdo respiratdrio anormal e tremores nas ratas.

Consumo de ragdo durante os periodos gestacional e lactacional das maes

tratadas durante a gestacdo (A) e durante a gestacao e lactacéo (B).
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Figura 6. Consumo de racdo durante o periodo gestacional e lactacional das médes tratadas
durante a gestacdo (A) e durante a gestacdo e lactacdo (B). Dados apresentados como média +
EPM n=10-11/grupo (RMANOVA, p>0,05). Grupos tratados com MET (METG e METGL)
comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). CTRG: controle gestacional,
METG: MET gestacional; CTRGL.: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional
lactacional; DG: dia gestacional; DL.: dia lactacional.
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4.1.2. Avaliagdo do Comportamento Materno

Os parametros do comportamento materno foram analisados por RMANOVA
tendo dia de lactacdo, horério e grupo experimental como variaveis entre sujeitos. Como
esperado os diversos parametros do comportamento materno que foram analisados
(amamentacao, tempo fora do ninho, tempo gasto na limpeza dos filhotes, construgdo do
ninho e recuperacdo dos filhotes) sofreram mudancas de acordo com o dia da lactacgéo,
(DL1-10) bem como, com o horario de observagdo (10:00, 13:00, 16:00 e 19:00). No
entanto, o tratamento com MET ndo induziu alteragdo significativa nestes parametros
com relacao ao seu respectivo grupo controle.

Como ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados com MET e seu
grupo controle, e com o objetivo de facilitar a visualizacdo desse dado, as observagoes
foram somadas entre os 4 horéarios (10:00, 13:00, 16:00 e 19:00) e dias de avaliacao

(DL1-10) e estao apresentados na figura 7.
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Comportamento materno do DL 1 ao DL 10 das mdes tratadas durante a

gestacao (A) e durante a gestacao e lactacéo (B).

A
amamentacdo forado ninho  construindoninho  limpezados recuperacdo dos
filhotes filhotes
Hctrg Mmetg
B
amamentacao forado ninho  construindoninhe  limpezados  recuperagao dos

Hctrgl EWmetgl

filhotes

filhotes

Figura 7. Porcentagem de observagdes pontuadas durante o comportamento materno do DL 1
ao 10 (n=10-11/grupo) das maes tratadas durante a gestacdo (A) e durante a gestacdo e lactacio
(B). Valores estdo expressos em porcentagem, p>0,05, RMANOVA. Grupos tratados com MET
(METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). CTRG:
controle gestacional; METG: MET gestacional; CTRGL: controle gestacional lactacional;

METGL: MET gestacional lactacional.
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4.1.3. Andlise de fertilidade

Como indicado pelo teste-t de Student, houve reducao significativa no nimero
de filhotes por ninhada tanto das ratas tratadas durante a gestacdo (CTRG: 12,50 + 0,34,
n = 10, METG: 10,91 £ 0,46*, n = 11) [t (19) = 2,75; p = 0,013], quanto nas ratas
tratadas durante a gestacéo e lactacdo (CTRGL: 12,70 + 0,62 , n =10, METGL.: 10,90 £
0,57*,n=10) [t (18) = 2,15; p = 0,045].

No entanto, o teste-t de Student ndo indicou alteragBes significativas nos
parametros da analise de fertilidade como as taxas de: implantacdo, perda pré-
implantacdo, perda pés-implantacdo e viabilidade fetal entre 0s grupos experimentais
(tabela 1).

Tabela 1. Teste de fertilidade das ratas dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG[10] METG[11] CTRGL[10] METGL [10]

Taxa de implantagdo 95,44 2,31 03,23+ 1,47 94,90 + 2,43 92,10 + 2,48

Taxa de perda pre- 4,56 +2.31 6,77 + 1,47 5,10 + 2,43 7,90 + 2,48

implantacéo
Taxadeperdapos- o) .99 1073+280  9,16+411  0,88+194
implantacéo
fTe"’t‘;‘I"" deviabilidade o5 191222 8927+280  90,84+4,11  90,12+1,94

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média +
EPM, p>0,05 n=10-11/grupo, test-t de Student . Grupos tratados com MET (METG e
METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). CTRG: controle
gestacional; METG: MET gestacional; CTRGL.: controle gestacional lactacional; METGL.:
MET gestacional lactacional.

4.2. Parametros analisados na prole masculina
4.2.1. Peso corporal ao nascer

Como indicado pelo teste-t de Student, ndo houve efeito da exposi¢cdo & MET no
peso corporal médio da ninhada (g) ao nascer do grupo exposto durante a gestagdo
(CTRG: 6,11 £ 0,14, n = 10, METG: 6,38 + 0,16, n = 11) [t (19) = 1,26; p = 0,23] ou no
grupo exposto durante a gestagéo e lactagédo (CTRGL: 6,15 = 0,17 , n = 10, METGL:
6,44 + 0,20, n = 10) [t (18) = 1,12; p = 0,28] com relacdo ao seu grupo controle. Além
disso, durante o periodo de exposicdo a MET ndo foram observados nos filhotes os
sinais gerais de toxicidade como lacrimac&o, piloere¢do, padréo respiratorio anormal e

tremores.
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4.2.2. Ganho de peso corporal

Como indicado pela RMANOVA o tratamento das mdes com MET néo
influenciou o ganho de peso dos filhotes machos durante o periodo lactacional (DPN 1
ao DPN 21).

Ganho de peso corporal da prole masculina do nascimento até o desmame.

Animais expostos durante a gestagédo (A) e durante a gestacao e lactacéo (B).

A 5.
5 401 ©- CTRG
o - METG
w
®  30-
S
o  20-
=
&
T 10+
u T T L L L
\ > A I N
N S
F & & & &
dias
B s0-
S 40 8- CTRGL
o y 8 METGL
@ 30-
o
o  20-
=
G
S 104
u L L L T T
N 'b‘ A Ix
S & S N 0
& & & OQ“ OQ"‘

Figura 8. Ganho de peso corporal médio da prole masculina durante o periodo lactacional (do
DPN 1 até DPN 21). Animais expostos a MET durante gestacdo (A) e durante a gestacdo e
lactagdo (B). Valores expressos em média + EPM, p>0,05 n=10-11/grupo (RMANOVA).
Grupos tratados com MET (METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle
(CTRG e CTRGL). CTRG: controle gestacional; METG: MET gestacional; CTRGL: controle
gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional; DPN: dia p6s natal.

4.2.3. Distancia anogenital

O test-t de Student mostrou que o tratamento das maes com MET néo induziu

1/3

alteracdo na DAG (mm/g~*) média da ninhada masculina exposta durante a gesta¢do no
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DPN 1 (G) (CTRG: 1,60 + 0,31, n = 10; METG: 1,65 + 0,26, n = 11) [t(19)=1,27;
p=0,22] e expostos durante gestacdo e lactacdo (GL) (CTRGL: 1,69+ 0,38, n = 10;
METGL: 1,67 £ 0,38, n = 10) [t(18)=0,42; p=0,68]. Assim como, também nao afetou a
DAG no DPN 21 (G) (CTRG: 3,03+ 0,77, n = 10; METG: 3,12 £ 0,78, n = 11)
[t(19)=0,79; p=0,44] e (GL) (CTRGL: 3,05+ 0,76, n = 10; METGL: 2,95 + 0,10, n = 10)
[t(18)=0,76; p=0,45].

4.2.4. Peso corporal, peso testicular e concentracéo plasmatica de testosterona no DPN
21

Como indicado pelo test-t de Student, a exposicdo a MET durante o
desenvolvimento ndo induziu alteraces no peso corporal, assim como ndo promoveu
alterac6es no peso Umido dos testiculos dos animais no DPN 21 (tabela 2) em relagdo ao
seu respectivo grupo controle. Também ndo foi encontrada diferenca estatistica na
concentracdo plasmatica de testosterona dos animais expostos a MET durante a

gestacdo (Mann-Whitney), ou durante a gestagéo e lactacdo (test-t de Student).

Tabela 2. Peso corporal, peso testicular e concentracao plasmatica de testosterona

de ratos no DPN 21 dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG[10] METG [10] CTRGL [10] METGL [10]
Peso corporal (g) 36,27 £ 1,47 39,00 £ 1,29 36,68 = 1,49 35,39 £1,24
Testiculos (g) 0,15+0,01 0,17+£0,01 0,16 £0,01 0,16 £ 0,01
Concentragdo 13,42 (7,05-73,83) 26,55 (15,50-56,59) 35,21 +10,09 17,06 + 4,16
plasmatica de [8] [9] [8] [8]

testosterona (ng/dl)

Numeros entre colchetes indicam o ndmero de animais/grupo. Valores expressos em média +
EPM (test-t de Student), e mediana (1° e 3° quartil) na concentragdo plasmatica de testosterona
(Mann-Whitney) p>0,05. Grupos tratados com MET (METG e METGL) comparado com seu
respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). CTRG: controle gestacional; METG: MET
gestacional; CTRGL.: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.

4.2.5. Parametros histomorfométricos do testiculo no DPN 21

Os volumes dos componentes do parénquima testicular da prole masculina no
DPN 21 estdo apresentados na tabela 3. O teste-t de Student indicou um aumento
significativo no comprimento total dos tdbulos seminiferos dos animais do grupo
METGL [t(11)=2,62; p=0,024] em rela¢do ao seu grupo controle. Ndo foi observada

diferenca estatistica nos demais pardmetros histomorfométricos como os volumes:
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testicular, do tecido intersticial, dos tubulos seminiferos ou no didmetro dos tubulos

seminiferos entre os animais dos diferentes grupos experimentais no DPN 21 (p>0,05).

Tabela 3. Parametros histomorfométricos do parénquima testicular de ratos no DPN

21 dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG[7] METG[7] CTRGL[6] METGL[7]

Volume testicular (pl) 7129+391 7854+ 3,78 66,13+7,02 75,19+ 4,65

Volume do  tecido  3024+260  32,96+261  29,03+4,42  27,84+277
intersticial (pl)

Volume dos tdbulos  4104+1,76 ~ 4558+1,96  37,11+3,64  47,36+354
seminiferos (ul)

Diametro dos tlbulos g562+278 90,00+ 3,14 91,09 +1,65 86,27 + 3,05
seminiferos (um)

Comprimento total dos 7254054 7,33+ 0,64 5,72 + 0,55 8,19 + 0,73*
tbulos seminiferos (m)

Valores expressos em média £+ EPM (test-t de Student), *p<0,05. Grupos tratados com MET
(METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). Numeros
entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional; METG: MET
gestacional; CTRGL.: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.

4.2.6. Determinacdo de instalacdo da puberdade

O tratamento das mdes com MET ndo induziu alteracdo no dia do descolamento
do prepucio, assim como, também ndo foram observadas diferencgas significativas no
peso corporal ou na DAG relativa no dia em que ocorreu o total descolamento do
preplcio dos animais dos grupos expostos a MET com relacdo ao seu respectivo grupo

controle (tabela 4).

Tabela 4. Descolamento prepucial de ratos dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG [9] METG [11] CTRGL [10] METGL [10]
Peso corporal(g) no 185,17+ 4,14  18532+4,60 192,66 £ 7,45 197,45 + 6,77
dia em que ocorreu a

separacdo prepucial

DPN em que ocorreua  47,33+0,99 45,00 £ 0,79 47,09 £1,22 47,30 = 1,00
separacao prepucial

DAG relativa no dia 4,18 £0,11 4,17 +£0,11 4,18 £ 0,11 4,09+0,11
em que ocorreu a

separacao prepucial

NUmeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média +
EPM (test-t de Student), p>0,05. Grupos tratados com MET (METG e METGL) comparado
com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). CTRG: controle gestacional; METG:
MET gestacional; CTRGL: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional
lactacional. DPN: dia pds-natal; DAG: distancia anogenital.
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4.2.7. Peso corporal, peso testicular e da prostata e concentracdo plasmatica de

testosterona no DPN 50

Os dados do peso corporal, do peso Uumido dos testiculos e da prostata e a
concentracdo plasmatica de testosterona dos animais que foram submetidos a eutanasia
no DPN 50 estdo representados na tabela 5. A exposicdo a MET ndo induziu alteracfes

significativas nesses parametros.

Tabela 5. Peso corporal, peso umido dos testiculos e préstata e concentracéo
plasmatica de testosterona de ratos no DPN 50 dos diferentes grupos

experimentais.

Parametros CTRG[9] METG [11] CTRGL [10] METGL [10]
Peso corporal () 207,98 +6,80 220,91+£8,39 213,7(153,3-  205,2 (197,4-
234,4) 216,5)
Testiculos (g) 2,06+ 0,09 2,16 + 0,09 1,87 +0,17 2,12 + 0,05
Prostata () 0,12+0,01 0,13+0,01 0,12 0,01 0,11+£0,01
Concentragdo 323,06 £81,91 187,37+41,08 130,93+ 34,16 219,11 + 39,69
plasmaética de [8] [8] [7] [7]

testosterona (ng/dl)

Valores expressos em média + EPM (test-t de Student), e mediana (1° - 3° quartil) no peso
corporal final (Mann-Whitney) p>0,05. Grupos tratados com MET (METG e METGL)
comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). Numeros entre colchetes
indicam o nimero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional; METG: MET gestacional;
CTRGL: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.

4.2.8. Parametros histomorfométricos do testiculo no DPN 50

Os volumes dos componentes do parénquima testicular da prole masculina dos
animais no DPN 50 estdo apresentados na tabela 6. O teste-t de Student ndo indicou
diferenca estatistica nos parametros histomorfométricos do parénquima testicular como
os volumes: testicular, do tecido intersticial e dos tabulos seminiferos, assim como no
didmetro dos tabulos seminiferos e comprimento total dos tubulos seminiferos desses

animais (p>0,05).
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Tabela 6. Parametros histomorfométricos do parénquima testicular da prole

masculina no DPN 50 dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG[7] METG[7] CTRGL[7] METGL [8]
Volume testicular (ml) 1,01 +£0,04 1,00 £ 0,06 0,84+0,11 0,98 + 0,02
Volume do  tecido  ,36+0,03 0,29 +0,03 0,27 + 0,04 0,32 0,02
intersticial (ml)

Volume dos —tdbulos 64+ 0,03 0,71 +0,04 0,57 +0,08 0,63 + 0,04

seminiferos (ml)

Diametro dos tlbulos 22058+6,72  23519+7,45  216,55+9,69  221,95+7,17
seminiferos (um)

Comprimento total dos  17,06+1,03 16,60+ 1,19 1495+1,92 16,36+ 1,24
tubulos seminiferos (m)

Valores expressos em média £ EPM (test-t de Student), p>0,05. Grupos tratados com MET (METG
e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). Numeros entre
colchetes indicam o numero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional; METG: MET
gestacional; CTRGL.: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional

4.2.9. Comportamento sexual
4.2.9.1.Comportamento copulatorio

Os resultados da avaliacdo do comportamento copulatorio estdo representados
na tabela 7. Como indicado pelo test-t de Student nos ratos do grupo METG houve
reducdo significativa na laténcia em segundos para a primeira intromisséo [t(18)=2,10;
p=0,05] e aumento no ndmero de intromissdes até a primeira ejaculacdo [t(18)=2,21,
p=0,04]. No entanto, nos ratos do grupo METGL o test-t de Student revelou aumento
significativo na laténcia para a primeira ejaculacéo [t(17)=2,15; p=0,046] e na laténcia
para a primeira intromissao pos-ejaculatoria [t(17)=2,14; p=0,047]. Dois machos do
grupo CTRGL foram considerados sexualmente inativos. N&do houve diferenca
significativa na porcentagem de animais que ndo apresentaram comportamento
copulatério em nenhum dos periodos de avaliacdo (teste de Fisher, p > 0,05). Nao foi
observada diferenca estatistica nos outros parametros de comportamento sexual (tabela
7).
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Tabela 7. Comportamento copulatério dos animais com DPN 90 dos diferentes

grupos experimentais.

Grupos Laténcia para N° de Laténcia para 1* Laténcia para 12 N° de N° de
1% intromissdo intromissdes ejaculagdo (S) intromissdo pds- intromissdes ejaculagbes
(s) até 1@ ejaculacao (s) pos-
ejaculacédo ejaculacéo

CTRG[9] 237,00+7252 16,33+1,93 815,67 + 108,07 1108,67+ 11524 21,22+1,04 2,44+0,24
METG [11] 89,00 + 24,16* 24,73 + 3,04* 925,18 £ 97,00 1084,36 + 133,52 19,27 +2,52 1,82 +0,23
CTRGL [9] 81,56+2953 27,44+547 514,56 +152,66 730,44 +204,29 13,89+4,17 1,67+0,44
METGL [10] 218,20 + 67,83 22,80 + 3,48 890,00 £ 92,63* 1199,80 + 98,04* 18,80+2,40 2,20+ 0,29

Valores expressos em média =+ EPM (test-t de Student), *p<0,05 Grupos tratados com MET (METG e
METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). Numero entre colchetes
indicam o nimero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional; METG: MET gestacional; CTRGL.:

controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.
4.2.9.2. Motivacao sexual

Como indicado pelo test-t de Student ndo foi observada diferenca estatistica nos
parametros analisados no teste de motivacdo sexual (tempo gasto na zona do macho e na
zona da fémea, numero de visitas na zona do macho e na zona da fémea e escore de
preferéncia) de ratos expostos a MET durante o desenvolvimento em relacdo ao seu
respectivo grupo controle (tabela 8).

Tabela 8. Motivacao sexual dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG [9] METG [11] CTRGL[11] METGL [10]
Tempo na zona do 209,56 £ 30,58 250,55+28,30 285,64 +30,89 287,00+ 21,06
macho (s)
Tempo na zona da 692,33+5484 691,45+4859 64255+42,74 655,50 +41,01
fémea (s)

N° de visitas na zona 17,44+1,48 17,27 £ 2,27 18,45 + 0,58 19,30+ 0,91
do macho
N° de visitas na zona 22,22+ 1,82 19,36 + 1,56 22,45+ 1,10 20,80 + 1,00
da fémea
Escore de preferéncia 76,14 + 3,61 72,64 + 3,66 68,82 + 3,56 69,10 + 2,63

Valores expressos em média + EPM (test-t de Student), p>0,05. Grupos tratados com MET
(METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). NUmeros
entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional; METG: MET
gestacional; CTRGL: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.
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4.2.10. Peso corporal, peso de 6rgaos reprodutivos e concentracdo plasmética de
testosterona no DPN 110

O peso corporal, o peso Umido dos Orgdos reprodutivos e a concentracdo
plasmatica de testosterona de ratos no DPN 110 estdo representados na tabela 9. A
exposicdo a MET ndo induziu alteracdes significativas nesses parametros (test-t de
Student, p > 0,05).

Tabela 9. Peso corporal, peso umido dos dérgdos reprodutivos e concentracgdo
plasmatica de testosterona dos animais no DPN 110 dos diferentes grupos

experimentais.

CTRG[9] METG[11] CTRGL[11] METGL[10]

Peso corporal (g) 429,40 +10,07 438,62+ 10,69 41572+1051 420,04 + 15,46

Testiculos (g) 3,04 £ 0,09 3,13 +0,05 3,09 £ 0,06 3,09 £ 0,05
Ducto deferente 132,77 £37,60 170,36 +71,09 191,51+91,01 102,05 + 2,89
(mg)

Epididimo(direito) 0,57 £0,02 0,59 £ 0,02 0,57 £0,01 0,57 +0,01
(9)

Prostata (g) 0,43 +0,04 0,46 £ 0,03 0,44 +0,05 0,48 + 0,03
Vesiculas seminais 1,42 +£0,10 1,37 £ 0,06 1,47 £0,10 1,48 £+0,11
(9)

Concentragdo 359,00 £ 61,58 343,57 +62,87 392,99+63,13 323,27 + 60,33
plasmatica de [8] [7] [8] [7]

testosterona (ng/dl)

Valores expressos em média + EPM (test-t de Student), p>0,05. Grupos tratados com MET
(METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL).
Numeros entre colchetes indicam o ndmero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional;
METG: MET gestacional; CTRGL: controle gestacional lactacional; METGL: MET
gestacional lactacional.

4.2.11. Parametros espermaticos

Os parametros de contagem espermatica estdo representados na tabela 10. A
exposi¢do a MET induziu no testiculo do grupo METGL, diminui¢do significativa no
nimero de espermatides (10°) [t(19)=2,09; p=0,05], no nimero de espermatides por
grama de 6rgdo (10%g) [t(19)=2,83; p=0,01], assim como, na producdo espermatica
diéria testicular [t(19)=2,09; p=0,05]. Nao foram observadas diferencas estatisticas nos
outros parametros de contagem espermatica no grupo METGL. Nos ratos expostos a
MET apenas durante a gestacdo (METG), ndo foi observada diferenca estatistica em
nenhum dos parametros de contagem espermatica (teste-t de Student, p > 0.05).
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Tabela 10. Contagem espermatica dos animais adultos dos diferentes grupos

experimentais.

Parametros

CTRG[9]

METG [11]

CTRGL[11]

METGL[10]

N° de espermaétides
(10%/testiculo )

N° de espermaétides
(10%gltesticulo)
Producdo diéria
espermatica

N° de espermatozoides
x 10° cabega + corpo do
epididimo

N° de espermatozoides
x10%/g/cabeca+ corpo
do epididimo

N° de espermatozoides x
10%/cauda do epididimo
N° de espermatozoides x
10%/g/cauda do
epididimo

Tempo de transito
espermatico na
cabega/corpo do
epididimo (dias)

Tempo de transito
espermatico na cauda
(dias)

125,72 + 13,08

97,07 £ 9,97

20,61 +2,14

128,34 + 11,50

411,72 + 36,64

175,81+ 15,34

722,44 + 50,01

6,79 +£1,08

9,39 +£1,53

124,70 + 15,17

96,60 + 11,74

20,44 + 2,49

145,86 + 19,31

517,74 £ 95,12

185,19 + 23,68

736,86 + 91,21

7,64 +£1,08

10,84 +£1,82

139,47 + 10,92

106,99 + 7,10

22,86 +£1,79

134,15+ 11,77

440,99 + 30,73

207,48 + 14,35

846,35 + 55,93

5,91+0,30

9,68 +1,10

113,04 + 5,56*

84,68 + 2,63*

18,53 £ 0,91*

112,96 + 6,27

372,83+ 16,34

175,01 +£7,21

731,12 + 40,39

6,17 £ 0,39

9,74 +0,80

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média +
EPM (test-t de Student), *p<0,05. Grupos tratados com MET (METG e METGL) comparado
com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). CTRG: controle gestacional; METG:
MET gestacional; CTRGL: controle gestacional lactacional, METGL: MET gestacional

lactacional.

Os dados dos demais parametros espermaticos (morfologia, viabilidade,

motilidade e concentracdo) dos animais adultos estdo representados na tabela 11. A

exposicdo a MET ndo induziu alteracGes significativas nesses parametros.
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Tabela 11. Morfologia, motilidade, viabilidade e concentracdo espermatica dos

animais no DPN 110 dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG[9] METG [11] CTRGL[11] METGL [10]
Anormalidades

17,70 + 1,37 13,77+ 1,84 13,36 + 1,66 15,29+ 1,64
de cabeca (%)
Anormalidades

2,90+0,70 3,50+0,70 2,81+0,58 2,76 +£0,71
de cauda (%)

Espermatozoides  7256+472  64,64+6,07 70,21 (51,00-81,00) 71,50 (62,75-82,50)
moveis (%)

Espermatozoides 6800+ 5,25 58,97 + 6,28 57,80 + 7,45 63,60 + 4,14
viaveis (%)
Concentragdo 26,08+554 20,77+ 4,10 20,43 % 2,62 21,70+ 3,85

espermatica (%)

Numeros entre colchetes indicam o ndmero de animais/grupo. Valores expressos em média +
EPM (test-t de Student) e mediana (1° - 3° quartil) na motilidade espermatica (Mann-Whitney)
p>0,05. Grupos tratados com MET (METG e METGL) comparado com seu respectivo grupo
controle (CTRG e CTRGL). CTRG: controle gestacional; METG: MET gestacional; CTRGL.:

controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.

4.2.12. Parametros histomorfométricos do testiculo no DPN 110

Os parametros histomorfométricos do testiculo da prole masculina dos animais
que foram submetidos a eutandsia no DPN 110 estdo apresentados na tabela 12. O teste-
t de Student ndo indicou diferenca estatistica entre os animais expostos a MET com

relacdo ao seu respectivo grupo controle (p>0,05).

Tabela 12. Parametros histomorfométricos do parénquima testicular de ratos no

DPN 110 dos diferentes grupos experimentais.

Parametros CTRG[8] METG[10] CTRGL[9] METGL [10]
Volume testicular (ml) 1,41 +0,04 1,45+ 0,03 1,43 +0,03 1,43 £ 0,02
Volume do tecido 5,50 + 0,44 5,51 + 0,36 5,62 + 0,31 5,21 +0,27
intersticial (ml)

Volume dos tdbulos 8,62 0,41 8,96 0,38 8,63 0,43 9,14 + 0,24
seminiferos (ml)

Diametro dos tdbulos 26367+529 26648+566  26183+837  276,27+6,25

seminiferos (pum)

Comprimento total dos  158,17+7,11  162,76+9,93  16245+954 154,19 +6,91
tubulos seminiferos (m)

Valores expressos em média = EPM (test-t de Student), p>0,05. Grupos tratados com MET (METG
e METGL) comparado com seu respectivo grupo controle (CTRG e CTRGL). Numeros entre
colchetes indicam o numero de animais/grupo. CTRG: controle gestacional; METG: MET
gestacional; CTRGL.: controle gestacional lactacional; METGL: MET gestacional lactacional.
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5. Discussao

O presente estudo investigou os efeitos da exposi¢cdo materna a MET durante a
gestacéo e lactacdo no desenvolvimento reprodutivo da prole masculina. Houve redugéo
no ganho de peso corporal durante a gestagdo em ambos os grupos METG e METGL. A
MET tem sido comumente utilizada em pacientes obesos com diabetes ndo apenas para
o controle glicémico, mas também para o controle do peso corporal (KIM et al., 2016).
Como ja descrito na literatura o efeito anorexigeno da MET resulta de mecanismos
multifatoriais que atuam no hipotalamo (MALIN e KASHYAP, 2014). Sabe-se que a
MET pode atravessar a barreira hematoencefélica, uma vez que, ratos diabéticos
apresentaram concentracfes elevadas da droga no fluido cerebroespinhal, podendo

afetar diretamente o comportamento alimentar (LV et al, 2012).

Entretanto a ingesta alimentar nesse periodo nédo foi alterada, bem como o ganho
de peso corporal e a ingesta alimentar durante a lactacdo. 1sso pode ser explicado pelo
aumento da demanda energética durante os periodos gestacional e lactacional (FLINT et
al., 2005). Apesar de o numero de filhotes ter sido significativamente menor por
ninhada, em ambos o0s grupos expostos 8 MET (METG e METGL), a exposicdao a MET
ndo teve efeito no peso da ninhada ao nascer, assim como no ganho de peso corporal da
prole durante a lactacdo. Isso sugere que o tratamento com MET, nessa dose, ndo
causou toxicidade nas maes ou em seus filhotes. Além disso, ndo foi observado nenhum
dos sinais caracteristicos de toxicidade como: lacrimacdo, piloerecdo, padrdo
respiratorio anormal e tremores nas maes ou na prole, assim como, ndo houve alteracoes
significativas nos parametros de fertilidade e do comportamento materno analisados nas

maes.

Os dados obtidos mostraram que a DAG (considerado um marcador de acgéo
androgénica fetal) medida no DPN 1 e 21 ndo foi afetada pela exposi¢do a MET, assim
como, ndo alterou o dia em que ocorreu a total separacdo prepucial (indicador de
maturidade sexual). Estes resultados sugerem que a concentracdo plasmaética de
testosterona nesses momentos ndo foi afetada drasticamente pela exposi¢do a MET, uma
vez que, tanto a DAG quanto a instalacdo da puberdade s&o andrégenos dependentes
(CLARK et al., 1990).

No grupo METGL foi verificado um aumento no comprimento total dos tubulos

seminiferos dos animais no DPN 21, em relacéo ao seu grupo controle. Em mamiferos o
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desenvolvimento do sistema reprodutor se inicia durante a gestacdo, periodo em que
inicialmente ocorre a migracdo das células germinativas e estas promovem a
morfogénese das gbnadas, das estruturas do trato reprodutivo e da genitalia externa. Os
tecidos reprodutores em crescimento sao influenciados por diferentes tipos de moléculas
como fatores de crescimento, fatores transcripcionais, e hormonios esteroides (HO et
al., 2016). No trabalho de Tartarin et al. (2012) foi demonstrado que a exposi¢do
materna a MET levou a diminui¢do: no volume testicular no DG 16.5 e no DPN 1e no
didametro dos tubulos seminiferos no DPN 1, no entanto, o comprimento total dos
tubulos seminiferos ndo foi investigado. No presente estudo, a exposi¢cdo materna a
MET, durante toda a gestacdo e lactacdo, ndo alterou o didmetro dos tubulos
seminiferos, assim como o peso testicular. Baseando-se nos resultados obtidos, sugere-
se que a MET possa ter comprometido a concentracdo de FSH, uma vez que, este
farmaco é capaz de inibir a expressdo (RICE et al., 2013) e a atividade do FSH em
células da granulosa (RICE et al., 2013; MANSFIELD et al., 2003), sabe-se que o FSH
possui um efeito especifico no crescimento longitudinal dos tlbulos seminiferos em
ratos pré-puberes (LEIDL et al., 1976). Uma vez que, ratos tratados com FSH do DPN
1-16 apresentaram um aumento no comprimento longitudinal dos tbulos seminiferos
sem apresentar alteracbes no diametro ou concentracdo de andrégenos, corroborando
com nossos resultados (LEIDL et al., 1976). Entretanto, mais estudos sdo necessarios
para confirmar ou excluir essa hipotese, como a dosagem plasmatica de FSH. No
entanto, ndo foi possivel realizar essa investigacdo no DPN 21, uma vez que o objetivo
principal era avaliar a concentracdo plasmatica de testosterona e o baixo volume

plasmatico ndo permitiu uma segunda investigacdo hormonal.

A exposicdo a MET ndo alterou as concentragfes de testosterona da prole no
DPN 21. Dado da literatura mostra que a exposicdo materna a MET até o DG 16.5 reduz
a concentracdo plasmatica de testosterona na prole no DG 16.5, no entanto, sem
alteracdo no DPN 1 (TARTARIN et al. 2012). Embora no presente estudo néo
observamos diferenca estatistica, houve reducdo na concentragdo plasmatica de
testosterona nos animais expostos & MET durante toda a gestacdo e lactacdo,
diferentemente dos animais expostos somente durante a gestagdo. Desta forma, os
resultados do presente estudo, somados aos da literatura (TARTARIN et al. 2012),
sugerem que a reducdo plasmatica de testosterona induzida pela MET néo tenha efeito
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em longo prazo, visto que, no nosso trabalho, esse resultado nao foi observado durante a

puberdade e vida adulta.

No presente estudo, a MET levou a alteragbes no comportamento sexual de
ambos 0s grupos expostos, observados pela significativa reducdo na laténcia para a
primeira intromissdo e pelo aumento no ndmero de intromissdes até a primeira
ejaculacdo nos animais METG. No entanto, nos animais METGL houve aumento
significativo na laténcia para a primeira ejaculacdo e na laténcia para a primeira
intromissdo poOs ejaculatéria. Durante o periodo critico de diferenciacdo sexual
hipotaldamica se forma uma ampla janela de suscetibilidade a perturbacdo por fatores
ambientais (HO et al., 2016). De modo que, os resultados obtidos sugerem que as
alteracdes no comportamento sexual possam ser devido ao comprometimento na
diferenciacdo sexual hipotaldmica, que pode ter ocorrido por dois mecanismos: a
primeira hipotese é devido ao aumento nas SHBG. De fato, Carlsen e Vanky (2010),
observaram aumento nas concentracdes de SHBG em neonatos expostos a MET durante
a gestacdo. O aumento das SHBG pode resultar em baixos indices de androgénios livres
impedindo que a concentracdo adequada de testosterona entre no sistema nervoso
central, ndo promovendo, portanto uma adequada diferenciacdo sexual hipotalamica. A
segunda hipdtese sugere que a MET possa atuar como inibidor da aromatase, pois dados
da literatura mostram que em ratos, esse farmaco diminuiu a concentracdo de estrogeno
circulante pela diminuicdo da concentracdo dessa enzima no pulmdo (DEAN et al.,
2016). Ja em humanos a MET diminui a expressao e atividade da aromatase em células
da musculatura lisa da artéria pulmonar (DEAN et al., 2016), em células do estroma
endometridtico (ZHOU et al. 2015) e em células da granulosa (RICE et al. 2009). Sabe-
se que a atividade anormal da aromatase em neonatos bloqueia o efeito masculinizante
dos andrégenos (BAKKER et al., 1993a; BAKKER et al., 2002) e pode prejudicar
aspectos maltiplos do comportamento copulatério como a laténcia para a intromissao e
ejaculacdo (BAKKER et al., 2004).

Como ja demonstrado, a concentragdo plasmatica de testosterona dos animais do
grupo METGL no DPN 21 (idade em que ainda estavam sendo expostos a MET através
da lactacdo), apesar de ndo significativa foi menor do que nos animais do seu grupo
controle. Sabe-se que em ratos, durante o periodo perinatal, a manutencdo de
concentragdes plasmaticas de testosterona adequada na prole masculina ¢é

fundamentalmente importante para um desenvolvimento reprodutivo satisfatorio, que
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inclui as diferencas fisioldgicas, comportamentais e neuroanatdémicas entre 0S sexos
(GOY e MAC EWEN, 1980). Vale ressaltar que o padrdo secretdrio de testosterona
testicular fetal normal atingem picos que incluem aumentos substancialmente abruptos
(CORBIER et al., 1983; ROFFI et al., 1987). O primeiro pico na concentracdo de
testosterona fetal ocorre no DG 18, sendo este necessario para a expressao posterior e
manutencdo do comportamento sexual masculino (HERNANDEZ-ARTEAGA et al.,
2016). Entre 0 e 2 horas ap0s 0 nascimento a concentragdo plasmatica de testosterona
aumenta cerca de 400% (CORBIER et al., 1992), podendo ficar bem préximo ou até
mesmo exceder o encontrado em machos adultos (MOTELICA-HEINO, 1988;
CORBIER et al., 1992). Apds esse periodo, a atividade secretora dos testiculos diminui,
de modo que, nas proximas 4 horas subsequentes a sua concentracdo € apenas
ligeiramente superior ao da prole feminina (CORBIER et al., 1992). Dessa forma
sugere-se que a MET tenha induzido flutuacBes na concentracdo de testosterona
plasmatica capazes de alterar ou interferir na amplitude dos picos de testosterona
necessarios para um desenvolvimento reprodutivo normal dentro dos padrdes da
espécie. No entanto, oscilagdes hormonais ndo sdo possiveis de serem detectadas em
uma amostra Unica de sangue. Essa hipotese baseia-se no fato de que apesar do tempo
de exposicdo a MET ter sido diferente, ambos 0s grupos expostos apresentaram
alteragbes no comportamento sexual, sem que houvesse o0 comprometimento de
parametros reprodutivos androgenos dependentes. Além disso, as demais alteracbes
foram observadas apenas nos animais do grupo METGL, cuja exposicdo a MET
abrangeu todo o periodo de diferenciacdo sexual hipotalamica. No entanto, mais estudos
sd0 necessarios para verificar essas alteracdes, como por exemplo, a dosagem
plasmatica de SHBG e investigacdo da expressdo e atividade da aromatase no SNC.
Apesar da exposicdo a MET ndo ter alterado o peso corporal ou 0 peso dos
6rgdos reprodutivos da prole masculina, no testiculo houve diminuicdo no nimero de
espermatides, no nimero de espermétides por grama de testiculo, e na producao
espermatica diaria do grupo METGL. Sugere-se que 0 comprometimento na contagem
espermatica testicular possa estar relacionado a possivel alteracdo na concentracéo
plasmatica de FSH, uma vez que, dados na literatura mostram que a MET ¢é capaz de
induzir a diminuigédo da secre¢do de hormonio luteinizante (LH) e FSH em cultura de
células hipofisarias de ratos pela reducdo do hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (TOSCA et al., 2011) e sabe-se que em ratos recém-nascidos, a concentracao

adequada de FSH desempenha um papel importante na produgdo espermaética
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(FRANCA et al., 2000). Isso acontece, porque de acordo com Franca et al.(2000), a
proliferacdo das células de Sertoli ocorre de maneira restrita ao periodo perinatal, visto
que, em ratos essa proliferacdo cessa completamente no DPN 20 e estas suportam um
numero limitado de células germinativas primordiais, de modo que, o nimero de células
de Sertoli estabelecido no periodo perinatal determina o nimero de espermatozoides
produzidos em animais sexualmente maduros. Vale ressaltar que, os principais picos na
secrecdo de FSH ocorrem entre os dias DG 17.5-21.5, DPN 1-5 e DPN 35 e que 0 pico
na expressdo de FSHR ocorre no DPN 15 (WALKER e CHENG, 2005) e portanto,
apenas 0s animais do grupo METGL estavam sendo expostos a MET durante dois dos
principais periodos secretérios do FSH e durante a expressdo méxima de FSHR, ao
contrario dos animais do grupo METG que estavam sendo expostos apenas no primeiro

pico de FSH. No entanto, mais estudos s@o necessarios para investigar essa relacao.

Sabe-se ainda, que a exposicdo intrauterina a MET diminui as populacdes de
células de Leydig e Sertoli no DG 16.5 e DPN 1 (TARTARIN et al., 2012), no entanto,
no presente estudo, ndo foi realizada a contagem diferenciada dessas células, sugerindo
a necessidade efetiva dessa investigacdo, uma vez que, a auséncia de dados na literatura

restringe a discussao.
6. Concluséo

O presente estudo revelou que a exposi¢do a MET durante periodos criticos de
desenvolvimento, como a gestacdo e a lactacdo, teve um impacto nos parametros
reprodutivos da prole masculina durante a infancia e vida adulta. Como observado por
um aumento do comprimento total dos tGbulos seminiferos dos animais do grupo
METGL no DPN 21, e por uma diminuicdo na contagem espermatica nos animais
adultos do grupo METGL e nas alteragcbes no comportamento sexual em ambos 0s
grupos expostos a MET. Esses resultados sugerem que as alteracfes reprodutivas
induzidas pela MET estdo relacionadas com o tempo de exposicdo. Considerando que
os animais do grupo METGL, cuja exposicdo abrangeu todo o periodo critico de
diferenciacéo sexual hipotalamica apresentaram mais alteracGes reprodutivas do que 0s
animais do grupo METG. Uma vez que o tratamento das mulheres durante a gestagéo e
lactacdo com MET é cada vez mais comum e que a baixa contagem espermaética que
representa fator de risco para a infertilidade masculina tem aumentado ao longo dos
anos, sdo necessarios mais estudos para investigar por quais mecanismos a MET causa

essas alteragoes.
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Apéndice A- Resumo grafico das alteracdes reprodutivas induzidas na prole masculina
pela exposicdo materna a MET.
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Anexo A- Aprovacao da Comissao de ética no uso de animais

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 138/2015 Londrina, 03 de Julho de 2015.

Prezada Pesquisadora,

A CEUA/UEL reunida em 19 de Maio de 2015 avaliou o projeto de pesquisa
intitulado  “Influéncia da exposicdo materna a metformina sobre paradmetros
reprodutivos, metabdlicos e cardiovasculares na prole de ratos”, registrado sob o
processo CEUA n°6996.2015.02, pesquisa do Centro de Ciéncias Bioldgicas, desenvolvido
sob sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos metodoldgicos solicitados, o projeto
estd aprovado para execugdo entendendo-se que os principios éticos postulados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentag@o Animal estéo respeitados.

Serao utilizados 100 ratos Wistar (40 machos e 60 fémeas), com 75 dias de
idade e provenientes do Biotério Central da UEL, e a partir do cruzamento de parte destes,
espera-se obter aproximadamente 400 filhotes. O projeto tem como objetivo avaliar em ratos
e ratas expostos a metformina durante a gestagdo e a amamentagcdo os parametros
reprodutivos e comportamentais, o fenétipo metabdlico, a pressdo arterial e frequéncia
cardiaca, responsividade da aorta e a produgdo de espécies reativas de oxigénio na aorta.
Para tanto, sera colocado um macho e duas fémeas em cada gaiola para o acasalamento e
a prenhe sera determinada quando observados espermatozoides e a fase estro a partir da
realizagdo do esfregago vaginal. A partir da determinagdo da prenhe, as ratas seréo
alocadas em gaiolas individuais e divididas em grupos experimentais para tratamento com
metformina e dgua em doses e tempos varidveis de acordo com o grupo experimental. As
proles também ser&o divididas em grupos de acordo com o tratamento que suas respectivas
geragbes parentais receberam para avaliagéo da toxicidade materna, toxicidade reprodutiva
na prole feminina e masculina e pardmetros metabdlicos e cardiovasculares. Os animais
serdo eutanasiados com tiopental (40 mg/kg, i.p.) e serad realizada taracotomia para
remogao do sangue por pungéo cardiaca e das porgdes toracica e abdominal da aorta, que
serdo separadas, dissecadas e seccionadas em dois anéis transversais. Os protocolos
experimentais estdo aprovados com previsdo para execugdo em 36 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente a execugao das modificagdes.
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5 @ 7% , .
L(/’:{MC& 6. Z/d?Z( Yl
Prof. Dr. Waldic«z Aparecidtgjerri Junior
Coordenador da CEUA/UEL
lima. Sra. X
Profa. Dra. Graziela Scalianti Ceravolo
Coordenadora do Projeto
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Com copia para Sra. Edilamar dos Anjos (Chefe da DCA/PROPPG), Luiz Carlos Juliani
(Diretor do Biotério Central da UEL), Chefe do Departamento de Ciéncias Fisiologicas e
Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biol6gicas.

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABN - Fax 33284440 - Caixa Postal 10011 - CEP 86057.970 — lnternet http://www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL

59





