T
&

f SECRETARIA
DE
POS-GRADUAGAO
Le
Mo
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA
Fabiola Choqueta de Tolédo
“Restricio protéica in utero: desenvolvimento sexual e
histofisiologia do sistema reprodutivo de ratos machos”
Este exemplar corresponde 4 redacao final Dissertagio apresentada ao Instituto de
da tese defendida pelo(a) candidato {(a} Biologia para obtengdo do Titulo de
Q’,‘% C&JL%S&(‘\ % SX—J‘: Mestre em Biologia Celular e Estrutural,
= B i o na area de Biologia Celular.
f@&x
a aprovada pele Comissao Jdulgadora. | /

Orientadora: Profa. Dra. Wilma e Grava Kempinas

Campinas, 2010



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Tolédo, Fabiola Choqueta de

T575r Restricao protéica in utero: desenvolvimento sexual e
histofisiologia do sistema reprodutivo de ratos machos /
Fabiola Choqueta de Tolédo. — Campinas, SP: [s.n.], 2010.

Orientadora: Wilma de Grava Kempinas.
Dissertac&o (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Dieta com restricdo de proteinas. 2. Rato. 3.
Reproducéo animal. 4. Puberdade. 5. Espermatozoides.
|. Kempinas, Wilma De Grava. |l. Universidade Estadual
de Campinas. Instituto de Biologia. [lI. Titulo.

Titulo em inglés: In utero protein restriction: sexual development and histophysiology of the rat
male reproductive tract.

Palavras-chave em inglés: Protein-restricted diet; Rats; Animal reproduction; Puberty;
Spermatozoa.

Area de concentracgdo: Biologia Celular.

Titulagao: Mestre em Biologia Celular e Estrutural.

Banca examinadora: Wilma De Grava Kempinas, Arielle Cristina Arena, Sérgio Luis Felisbino.
Data da defesa: 26/02/2010.

Programa de Pés-Graduagao: Biclogia Celular e Estrutural.



Campinas, 26 de fevereiro de 2010.

BANCA EXAMINADORA /
NS /\/\ JL\H

Assinatra

Profa. Dra. Wilma De Grava Kempinas (Orientadora)

| 5 A \
Profa. Dra. Arielle Cristina Arena /’és{\‘é J&L‘;\;"f’\; b

Assinatura

L2207 P

Assinatura

Prof. Dr. Sérgio Luis Felisbino A/’/‘C //0{/7 /ﬁ

Profa. Dra. Estela Sasso Cerri

Assinatura

Profa. Dra. Raquel Fantin Domeniconi

Assinatura

il



“O valor das coisas ndo estd no tempo em que elas duram, mas na intensidade
com que acontecem. Por isso existem momentos inesqueciveis,
coisas inexplicdveis e pessoas incompardveis”.

Fernando Pessoa

iv



Dedicatéria

Este trabalho é dedicado...

Aos meus pais Jodo e Tereza e d minha irmd Alessandra que sempre apoiaram e torceram por mim,

incondicionalmente. Sem o amor e o apoio deles nenhuma conquista da minha vida seria possivel.

Ao meu grande amor, André, por ser meu porto sequro e meu estimulo para crescer em todos os momentos desta e
de outras caminhadas. Obrigada por todo companherismo, compreensdo, respeito, paciéncia e amor sem o qual

ndo poderia ser totalmente feliz. Amo vocé.



Agradecimentos

A Deus por ter permitido que o meu caminfio cruzasse com o caminho de tantas pessoas maravilkiosas. Foram
tantos os momentos de satisfacdo e alegria que as dificuldades encontradas parecem tdo insignificantes.

Obrigada Pai.

A minha grande orientadora Wilma De Grava Kempinas, pela oportunidade, confianca, incentivo e amizade
durante todos estes anos. Obrigada pelas broncas, elogios, forca, preocupagoes, e, principalmente pelos valiosos

ensinamentos que contribuiram para minha formagdo pessoal e profissional. Serei eternamente grata.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPES®P), pelo apoio financeiro, fundamental

para a realizagdo deste trabalho.

Ao curso de Pos-Graduacdo em Biologia Celular e Estrutural da Unicamp, pela oportunidade concedida para a

realizagdo do mestrado.

A Lilian A. S. Panagio, sectretdria da pés-graduagio em Biologia Celular e Estrutural, IB, Unicamp, por estar

sempre pronta a nos ajudar.

Ao Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Jilio de

Mesquita Filho” — UNESP, Botucatu pela oportunidade oferecida para realizacdo deste experimento.

Aos funciondrios do Departamento de Morfologia, IB, UNESP de Botucatu pela colaboragdo.

Ao técnico do Laboratdrio de Embriologia, José Eduardo, por sempre estar pronto a ajudar.

A Dra Janete Aparecida Anselmo Franci e ao Dr. Ruither de Oliveira Gomes Carolino do Departamento de

Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de Ododontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo

Paulo — US®P, pela colaboragdo nas andlises hormonais.

vi



Aos técnicos do Laboratorio Experimental da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu pelo auxilio na

produgdo das ragdes.

Aos professores Edson Rosa Pimentel, Jodo Ernesto de Carvalho, Shirlei Maria Recco-Pimentel, Mary Anne

Heidi Dolder por terem feito parte de minha banca de qualificacdo, me ajudando a crescer profissionalmente.

Aos professores Luis Fernando Barbisan, Marcelo Fibio Gouveia Nogueira e Arielle Cristina Arena pela

avaliagdo prévia deste trabalho, colaborando para o enriquecimento do mesmo.
A professora ®atricia Aline Boer pela colaboragdo na execugdo deste projeto.

Aos animais utilizados por terem cedido suas vidas para realizagdo deste estudo, e que esses resultados sejam
suficientemente solidos para mostrar a importdncia da nutrigdo materna sobre o desenvolvimento do sistema

reprodutivo dos descendentes.
A minka mde, meu pai e minha irmd que com todo esforco sempre me ajudaram a vencer os desafios.

A toda minha familia, cunhados, sogros, tios, tias, primos e primas que mesmo com toda distincia sempre

fizeram parte da minha vida.

Aos amigos do laboratorio Reprotox Ana Silvia, Ana Luisa, Daniela, Carlinha, Denise, Fernanda, Luis, Nilson,

Thais, pela colaboragdo e principalmente pelos momentos maravilhosos que passamos juntos. Agradeco a

Flavinha pela amizade e por todos os momentos compartilhados durante o desenvolvimento deste projeto. Em

especial, agradeco as minhas grandes e eternas amigas do laboratério Ana Paula, Carla, Juliana, Glaura e

Marina pela amizade, alegria, forca, carinho e ensinamentos. Vocés fazem parte desta vitoria. Levarei no
coragdo um pedacinho de cada uma. Amo vocés!

“Cada um que passa em nossa vida, passa sozinho, pois cada pessoa é

tinica e nenhuma substitui a outra. Cada um que passa em nossa vida, passa

sozinho, mas quando parte, nunca vai sé nem nos deixa a sos. Leva um pouco

de nds, deixa um pouco de si mesmo”.

( Kalil Gibran )

vii



SUMARIO

RESUINO ..cuueeniiiiiiiiiitiiniinnniniecstisniessisssecssssssstsssssssessssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssass 01
ADSETACE aueenniiiiiiiiiisiisitisiniitiestissanissessstesssisssssssssssssessssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassass 03
1. INEEOAUCAO «eveeevrrressnrcssnresssnicsssnscssssessssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnssss 05
2. ODJELIVO ceeeerericssencssssncssnnesssnscssssssssssesssssssssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssss 17
3. CAPILULO cecuveierrrcsraicsnnnssncssansssnessasssssessasssssessassssssssassssssssasssssessassssssssassssssssasssssessassssssssasssssssses 17

AT 1 auveireriiiniinnnncsssnnissssnscsssnesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnas 18

AT 2 aeecvvricinicnsnncssssnnssssnessssnssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassssnas 45
4. ConcluSOes FiNAIS ...ccceeeieeivseininisniiseiisninsniissnnisnnsssnisssncssssssncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassass 79
5. Referéncias da INtrodUGAOD ........cocuiecreissancsseisssnsssenssssessasssssossssssssossassssssssassssssssassssssssassssssse 80

viii



RESUMO

Nos dltimos anos vem aumentando o reconhecimento mundial sobre a relevincia da
nutricdo como pilar basico para o desenvolvimento econdmico e social. Em paises em
desenvolvimento como o Brasil, por exemplo, a desnutricdo € um problema sdcio-econdmico
causado pela ma alimentacdo e pela baixa renda. O nascimento de criangas com baixo peso &
reconhecido como um importante problema de saide publica, com efeitos devastadores no
desenvolvimento, na sobrevivéncia e na saide humana. Milhares de criangas t&ém seu crescimento
retardado pela ma nutricdo, no entanto poucos trabalhos relacionam a desnutricdo protéica
materna e o desenvolvimento do sistema reprodutor. Dessa forma, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar o impacto da desnutricdo protéica in utero sobre parametros morfofuncionais do
trato reprodutivo masculino em diferentes fases do desenvolvimento sexual: pré-puberal,
peripuberal e adulta, assim como sobre a instalacdo da puberdade em filhotes fémeas, utilizando
o rato como modelo experimental. Para tanto, foram obtidas ratas prenhes e divididas em dois
grupos experimentais: grupo que recebeu ragdo padrio (n=12, grupo RP, 17% de proteina) e
grupo que recebeu racdo hipoprotéica (n=16, grupo RH, 6% de proteina) durante toda a prenhez.
Durante a lactagc@o os dois grupos experimentais receberam racao padrao. No 20° dia gestacional,
10 ratas (grupo RP n=4, grupo RH n=6) foram sacrificadas procedendo-se em seguida a
laparotomia para avaliacdo da performance reprodutiva das progenitoras. As demais ratas prenhes
(grupo RP n=8, grupo RH, n=10) foram mantidas para permitir o nascimento € amamentacao dos
filhotes. A restricdo protéica provocou redugcdo do peso placentdrio, aumento do consumo de
racdo das progenitoras durante o inicio da gestacdo e reducdo deste consumo no final da gestagcdao
e inicio da lactacdo. No entanto, esta variagdo no consumo de racdo ndo foi suficiente para

compensar o efeito da dieta hipoprotéica sobre o organismo materno e fetal, uma vez que o ganho



de peso das progenitoras durante a gestacdo e o peso dos filhotes nas diferentes fases do
desenvolvimento apresentaram redugdo significativa. Os filhotes fémeas do grupo RH tiveram
aumento da distancia anogenital, sugerindo um processo de masculiniza¢do do fenétipo feminino.
Nos filhotes de ambos os sexos a restricdo protéica in utero provocou atraso no inicio da
puberdade. Nos filhotes machos a restri¢do protéica provocou reducdo do peso testicular na fase
pré-puberal e no adulto provocou danos em alguns parametros morfofuncionais do sistema
reprodutivo reduzindo o peso do ducto deferente, o nimero de células de Sertoli, a motilidade
espermadtica, a producdo didria de espermatozdides e a reserva espermdtica na cauda do
epididimo. Os niveis séricos de testosterona foram reduzidos em 27% quando comparado ao
grupo RP. Por outro lado, a incidéncia de espermatozédides com anormalidades morfoldgicas e
retencdo de gota citoplasmatica aumentou. Assim, conclui-se que a restri¢cdo protéica in utero,
nestas condi¢des experimentais, provocou restricio de crescimento, comprometeu o
desenvolvimento sexual, atrasando o inicio da puberdade e provocando danos espermaticos no

adulto.



ABSTRACT

In the past few years the worldwide recognition of the relevance of nutrition as a basis for
social and economic development has been growing. In developing countries such as Brazil
undernutrition is a socioeconomic problem caused by poor nutrition and low income. The birth of
children with low birth weight is considered an important public health problem, with devastating
effects on human development, survival and health. Although millions of children have their
growth retarded due to poor nutrition, few works relate maternal proteic undernutrition to the
development of the reproductive system. Thus, the objective of the present work was to evaluate
the impact of in utero proteic undernutrition on morphofunctional endpoints in the male
reproductive tract during the following phases of sexual development: prepubertal, peripubertal
and adult, as well as on the installation of puberty in the female pups, utilizing the rat as the
experimental model. For this, pregnant female rats were obtained and divided into two
experimental groups: one treated with standard chow (SC, n=12, 17% protein) and the other
treated with hypoproteic chow (HC, n=16, 6% protein) throughout gestation. During the lactation
period the two groups received standard chow. On the 20™ gestational day 10 rats (SC n=4, HC
n=6) were sacrificed and laparotomy was performed to evaluate maternal reproductive
performance. The remaining pregnant rats (SC n=8, HC n=10) were left to deliver and nurse the
offspring. The proteic restriction provoked reduction in the placental weight, increase in the
maternal chow consumption at the beginning of pregnancy and reduction at the end of pregnancy
and beginning of lactation. However, this variation in the chow consumption was not sufficient to
compensate for the hypoproteic effect on the maternal and fetal organisms, since the maternal

weight gain over gestation and the weight of the pups in the different phases of the development



were significantly reduced. The anogenital distance increased in the female pups of the HC group
suggesting a process of masculinization of the female phenotype. In both sexes the in utero
proteic restriction delayed pubertal installation. In the male offspring the proteic restriction
caused reduction in the testicular weight at prepuberty and, at adulthood, damage to some of the
morphofunctional endpoints of the reproductive system by reducing: the vas deferens weight,
number of Sertoli cells, sperm motility, daily sperm production and sperm reserves in the
epididymal cauda. Serum testosterone levels were lowered by 27% compared to the SC group.
On the other hand, the incidence of sperm cells with morphological abnormalities and retention
of the cytoplasmatic droplet increased. It was concluded that the proteic restriction in utero, in
these experimental conditions, restricted growth, compromised the sexual development by

delaying the beginning of puberty and leaded to damage in adulthood.



1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da morfologia e fisiologia do sistema reprodutor masculino do rato

No rato, o periodo critico de desenvolvimento e diferenciacdo sexual do sistema
reprodutor vai do 12° dia de gestacao até o final da lactagdo (Sommer et al., 1996; Peterson et al.,
1997; Mclntyre et al., 2003).

O sistema reprodutor masculino do rato, assim como na maioria dos mamiferos, €
composto por testiculos (gonadas), epididimos, ductos deferentes, glandulas sexuais e 6rgdo
copulador.

Cada testiculo pode ser, funcionalmente e anatomicamente, dividido em duas partes:
tecido intersticial e tdbulos seminiferos, responsiveis pela esteroidogénese e pela
espermatogénese, respectivamente (Rodrigues & Favaretto, 1999). Os tibulos seminiferos sao
constituidos pelo tecido peritubular e epitélio seminifero composto pelas células de Sertoli e
células germinativas (espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides, em animais adultos). A
espermatogénese € um processo elaborado pelo qual células-tronco espermatogoniais tornam-se
células haploides altamente diferenciadas, os espermatozéides (Clermont, 1972). O tecido
intersticial fica entre os tibulos seminiferos e possui vasos sanguineos e linféticos, nervos e as
células intersticiais ou de Leydig responsdveis pela producdo de andrégenos, principalmente
testosterona a qual posteriormente pode ser convertida em uma variedade de outros esterdides
(Russell et al., 1990). A funcdo testicular é regulada por uma série de relacdes entre o

hipotalamo, a hipofise, os hormonios testiculares e 0 compartimento germinativo (Sokol, 1997).

Nos mamiferos em geral, incluindo o rato, os epididimos sdo divididos anatomicamente

em trés regides conhecidas como cabeca (com o segmento proximal), corpo e cauda (Reid &



Cleland, 1957). Estas por¢des sdo subdivididas histologicamente em zonas que sdo designadas de
acordo com a altura do epitélio e a distribui¢ao e quantidade dos tipos celulares. Seu epitélio
pseudoestratificado ciliado possui seis tipos celulares: basais, principais, estreitas, halos, claras e
apicais (Hermo & Robaire, 2002). J4 se sabe que em todas as espécies que estao sendo estudadas
€ necessdrio que o espermatozdide passe pela regido proximal do epididimo para que ocorra o
processo de maturacdo espermadtica (capacidade para motilidade, reconhecimento e penetragao
pela zona peldcida do odcito) (Jones, 1999). Ha evidéncias de que este processo de maturagao
ocorra pela acdo de proteinas do epididimo produzidas e secretadas sob controle de andrégenos
(Orgebin-Crist & Jahad, 1978).

A vesicula seminal consiste de um ducto tnico muito dilatado e enovelado. Este ducto é
revestido por um epitélio pseudo-estratificado pregueado, constituido por células epiteliais
secretoras e células basais. A camada muscular lisa que reveste o 6rgdo € constituida por duas
laminas: uma interna, de fibras circulares, e outra externa, de fibras longitudinais. A luz é
ocupada pelo produto de secrecdo, de aspecto hialino (Hayward et al., 1996a; 1996b).

A prostata é formada por um conjunto de glandulas tubuloalveolares ramificadas, cujos
ductos desembocam na uretra prostatica. O epitélio € colunar simples formado por células
secretoras, basais e neuroenddcrinas. Ela € envolta por uma cdpsula fibroeldstica rica em musculo
liso, que envia septos para o interior da glandula. No homem, este 6rgao ¢ compacto (alobular)
apresentando trés zonas: central, periférica e de transi¢cdo. No rato, a prostata é dividida em
quatro pares de 16bulos definidos como prostata anterior, dorsal, ventral e lateral (Roy-Burman et
al., 2004).

Os produtos de secrecdo da vesicula seminal e prdstata contribuem para a nutricdo e

suporte dos espermatozdides fora do trato genital masculino. As fungdes destas glandulas sdo



dependentes de estimulo androgénico como a testosterona, que atua diretamente nos 6rgaos
sexuais acessorios masculinos (Mann, 1974).

Os hormonios desempenham um papel vital para o inicio e a manuten¢do da fungdo
reprodutiva masculina (Meeker et al., 2007). O GnRH liberado pelo hipotdlamo age na hipéfise
estimulando a liberagdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) e do hormdnio luteinizante
(LH). O FSH sustenta a espermatogénese dentro dos tibulos seminiferos e estimula a formacao
dos receptores de gonadotrofinas no testiculo, enquanto o LH estimula as células intersticiais a
produzir e secretar testosterona. A testosterona € necessdria para o inicio da espermatogénese na
puberdade, para sua manuten¢do na maturidade e para sua restauragdo em caso de supressao
(Sharpe, 1994). O desenvolvimento pds-natal do sistema reprodutor masculino requer sinais
hormonais do eixo hipotalamico-hipofisdrio, uma subseqiiente resposta testicular e um feedback
do testiculo sobre o eixo para modular a liberacdo de gonadotrofina (Marty et al., 2003).

Os testiculos, epididimos e as glandulas sexuais acessérias sdo o6rgdos andrégeno-
dependentes e qualquer fator que atue desordenando a interagcdo coordenada do eixo hipotdlamo —

hipéfise — gbnada pode levar a anormalidades reprodutivas (Sokol, 1997).

1.2 Puberdade no rato

A puberdade é um periodo importante do desenvolvimento sexual, pois ocorre uma
cascata de processos que levam a maturagdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-gdnadas, tornando o
individuo capaz de iniciar o ciclo reprodutivo da espécie. Durante a puberdade ocorrem
mudancas no perfil hormonal, na sintese e secrecdo de esterdides em resposta ao aumento da
pulsatilidade do GnRH e ao aumento da sintese e secrecdo de LH e FSH. Esse conjunto de

alteracdoes fornece ambiente adequado para que se inicie e se estabeleca o processo da



espermatogénese, levando a producdo do gameta masculino (Ojeda & Urbanski, 1994). Assim,
qualquer alteracdo nos eventos caracteristicos desse periodo pode acarretar sérios prejuizos para a
reproducgdo do individuo. Ainda segundo esses autores, 0s mecanismos que governam o inicio da
puberdade no rato sao melhor compreendidos nas fémeas do que nos machos. Nas fémeas a idade
da abertura vaginal e ocorréncia do primeiro estro sdo indicativos do inicio da puberdade que
ocorre aproximadamente aos 35 dias de idade (US EPA, 1996, Crain et al, 2008). Flutuacdes nos
niveis de estrogeno e progesterona durante o ciclo estral, exercem profundo efeito na proliferacao
do epitélio e citodiferenciacdo dos 6rgdos do sistema reprodutor feminino (Boutin & Cunha,

1997) influenciando o crescimento, a fun¢ao e a diferenciacao destes 6rgaos.

A puberdade do rato macho tem inicio por volta dos 50 dias de idade (Robb et al., 1978).
No periodo compreendido entre 75 dias (maxima producdo de espermatozdides) e 100 dias de
idade (concentragdo maxima de espermatozdides estocados na cauda do epididimo), considera-se
que os animais atingem a plena maturidade sexual (Robb et al., 1978, Zanato et al., 1994).
Segundo Clegg (1960) e Ojeda et al. (1980) o desenvolvimento sexual pos-natal no rato macho se
divide em 4 fases: (1) neonatal, do dia pds-natal (DPN) 1-7; (2) infantil, do DPN 8-21; (3)

juvenil, do DPN 22-35; (4) peripuberal, do DPN 36-55 ou 60.

1.3 Desnutricao infantil

A desnutri¢do € definida como um estado patoldgico de diferentes graus de intensidade e
variadas manifestacdes clinicas. Pode ser causada por ma-alimentagdo ou por baixa ingestdo de
alimento. Caréncias de um ou mais elementos essenciais e de alto valor bioldgico tais como

proteinas, lipideos, aciicares ou minerais levam a desnutricdo causada por mad-alimentagdo



(Escoda, 2002). Esse tipo de desnutricdo pode advir de questdes culturais, ambientais, politicas,
econOmicas, sociais, éticas e morais, e é diferente da desnutricio alimentar (denominada de
desnutri¢do protéico-calérica) onde ha falta de quase todos os nutrientes essenciais devido a baixa
ingestdo de alimento. Esta tltima pode ser encontrada em todas as partes do mundo e em todas as
idades do individuo, sendo mais comum em criangas pobres de paises em desenvolvimento
(Sousa & Miranda Neto, 2007).

Contudo, independentemente da forma clinica de desnutricdo encontrada, a defici€ncia
protéica estd normalmente presente e ocorre porque um individuo com deficiéncia caldrica utiliza
as proteinas como fonte de energia para suas células. Esses elementos - as proteinas - sdo
essenciais para a manutencdo do individuo uma vez que atuam como elementos estruturais,
componentes de hormonios, anticorpos e enzimas. Desta forma, a ingestdo satisfatéria de
aminodcidos, cuja quantidade ideal € adquirida através da alimentacdo, é importante para uma
sintese protéica adequada (Lajolo & Tirapegui, 2000).

Nas ultimas décadas vem crescendo o interesse pelo estado nutricional dos individuos por
parte dos lideres governamentais, uma vez que o indice de desnutricdo de uma populacao reflete
seu estado de desenvolvimento econdmico e social. Atualmente, também existe uma ampla gama
de estudos nutricionais capazes de indicar a “dieta ideal” para cada faixa etdria ou até mesmo
para cada individuo de acordo com suas condi¢cdes de saude. Entretanto, no Brasil e em todo
mundo, o nimero de desnutridos € expressivo, apesar de nog¢des bdsicas de nutricio serem
oferecidas desde a pré-escola (Monteiro, 2003).

Neste interim, segundo Monteiro (2003) as criangas por serem mais vulneraveis sao um
bom indicativo da situagdo nutricional de uma regido ou de um pais. Entre os fatores que

contribuem para a desnutricio em criancas, também conhecida como desnutricdo infantil,



destacam-se as suas necessidades relativamente maiores de energia e de proteinas em relacao aos
demais membros da familia (Monte, 2000).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) ao longo de
quase 30 anos (1974-2003), o Brasil registrou uma diminui¢do na taxa de desnutri¢do alimentar
concomitante com um aumento na taxa da populacdo com sobrepeso e obesidade em ambos os
sexos. No entanto, a desnutri¢do ainda possui uma prevaléncia em torno de 4,6% na faixa etaria
da populagdo usualmente mais vulneravel a deficiéncias nutricionais (menores de 5 anos) (IBGE,
2008).

Apesar do direito incondiciondvel de todo ser humano ndo padecer de fome ou
desnutri¢do ter sido sucessivamente reafirmado em conferéncias dos paises membros das Nagdes
Unidas e pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a desnutri¢do infantil continua sendo um
dos problemas mais importantes de satide publica do mundo atual devido a sua magnitude e
consequéncias desastrosas para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia das criangas.

No Brasil a situacdo nutricional dos menores de 5 anos melhorou nos ultimos anos. Entre
1975 e 1989, a prevaléncia da desnutri¢ao foi reduzida em cerca de 60%, representando mais de 1
milhdo de criangas (Monteiro, 2003). No entanto, o problema ndo estd totalmente controlado,
uma vez que ainda existe um percentual, embora ndao muito alto, de criangas desnutridas graves
que se concentram nas regides mais pobres do pais, ou seja, as regides Norte e Nordeste, onde o
indice pode chegar a 11%. Atualmente, a forma mais comum de desnutri¢ao infantil € a cronica, a
qual é expressa pelo déficit de crescimento (IBGE, 2008).

Segundo a OMS, a classificac¢do do estado nutricional utiliza como indicadores o peso por
idade, altura por idade e peso por altura, uma vez que a desnutricdo afeta o desenvolvimento

fisico da crianga podendo levar a reducdo do seu peso e altura (WHO, 1995; Onis & Blossner,
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2003). De modo geral o crescimento é um processo dindmico e continuo que ocorre desde a
concepcdo, sendo expresso pelo aumento do tamanho corporal. Este constitui um dos melhores
indicadores de saude da crianga, refletindo as suas condi¢des de vida no passado e no presente
(Ministério da Sadde, 2002).

Sabe-se que todo ser humano nasce com um potencial genético de crescimento que podera
ou nao ser alcangado, dependendo das condi¢des de vida a que esteja exposto desde a concepgao
até a idade adulta. Portanto, o crescimento estd influenciado por fatores intrinsecos (genéticos) e
extrinsecos (ambientais) dentre os quais se destacam a alimentagdo, saide, higiene, habitagcao e
cuidados gerais com a crianca (Wolansky, 1970; Karlberg et al., 1994, WHO, 1995). O
crescimento também € influenciado pela evolug¢do do desenvolvimento intra-uterino, traduzido
pelo peso ao nascer.

A OMS define como baixo peso ao nascimento o recém nascido com peso inferior a
2500g, independente da idade gestacional (WHO, 2008). A condi¢do de nascer com peso inferior
a 2500 gramas constitui um expressivo fator de risco para retardo de crescimento, doencas
infecciosas, infecgdes respiratdrias e atraso no desenvolvimento (Lira et al., 1996; Eickmann et
al., 2002).

Milhares de criancas no mundo tém seu crescimento retardado pela nutricao inadequada.
A OMS estima que mais de 20 milhdes de criancas nascam com baixo peso a cada ano, cerca de
150 milhdes de criangas menores de 5 anos tém baixo peso para sua idade e 182 milhdes (32,5%)
tem baixa estatura (Monte, 2000).

Um estudo recente estima que cerca de 53% da mortalidade perinatal € atribuida ao baixo
peso (Onis et al., 2004). A desnutricdo € a segunda causa de morte mais frequente em menores de

5 anos em paises em desenvolvimento. Cerca de 20 a 30% das criancas gravemente desnutridas
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vao a 6bito durante o tratamento em servigos de saide (Schofield & Asworth, 1996). Luz et al.
(1998) estudando a magnitude do problema do recém nascido brasileiro de baixo peso ao nascer,
afirmam que o estado de saide ao nascimento é o fator determinante para a sobrevivéncia e

qualidade de vida da crianca.

1.4 Programacao fetal

Entende-se por programagdo a modificacio permanente na estrutura, fisiologia ou
metabolismo de um o6rgdo, devido a estimulos ou agravos durante um periodo critico do
desenvolvimento (Lucas, 1994; Law, 2001). O conceito de “programacao fetal” relaciona-se a um
inadequado crescimento intra-uterino e sugere que o feto pode ser programado durante o
desenvolvimento pré-natal para desenvolver doengas na idade adulta (Langley-Evans et al., 1998;
Edwards et al., 2001). Este novo paradigma também sugere que a suscetibilidade a doencas é
resultado da influéncia da nutricio e da exposicdo ambiental a agentes tOxicos € ao estresse
durante o periodo fetal e neonatal (Heindel, 2007).

Nos ultimos anos, um conjunto crescente de evidéncias tem sustentado a idéia de que
distdrbios ocorridos em periodos criticos do desenvolvimento fetal podem determinar altera¢des
permanentes ou de longo prazo na fisiologia ou morfologia de um determinado 6rgdo (Ashton,
2000). Vérios sdo os achados que relacionam o ambiente gestacional com efeitos tardios na
composi¢do corporal dos individuos, evidenciando a fase gestacional como um periodo critico
para a génese de doencas. Um dos mais importantes tipos de programacdo consiste naquele
induzido pela nutri¢do no inicio da vida, sendo o baixo peso ao nascer um marcador de nutri¢do

fetal deficiente (Lucas et al., 1999).
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Os processos fisiologicos que ocorrem durante o periodo gestacional, tais como aumento
do volume sanguineo, aumento tecidual, crescimento da placenta e do feto, requerem um maior
aporte de nutrientes como proteinas, vitaminas e sais minerais. Deste modo, uma nutricao
adequada durante a gestacdo permite que o feto desenvolva um potencial de crescimento ideal,
resultando no nascimento de individuos sauddveis e com tamanho adequado (Martin-Gronert &
Ozanne, 2006).

Contudo, a incapacidade de suprir a quantidade adequada de nutrientes para satisfazer a
demanda fetal pode levar a subnutricdo precoce da progénie. Desta forma, o desenvolvimento e o
crescimento nos periodos intra e pds-uterino sdo dependentes dos ambientes nutricional,
hormonal e metabdlico provido pela mae (Desai & Hales, 1997). Sabe-se que o aporte suficente
de proteina € essencial para a manutencdo e sucesso da gestacdo (Dietary Reference Intake, 1990)
além de ser essencial para o crescimento fetal (Satish, 2000). A desnutricao protéica pode ocorrer
principalmente durante a gestagdo, lactac@o e nos dois primeiros anos de vida (Desai et al., 1980).

Tem sido relatado que criangas com baixo peso ao nascimento apresentam maior
probabilidade de baixo desenvolvimento cognitivo e de danos neuroldgicos, além de menor
resisténcia a doencas. Na idade adulta, essas criangas poderdo apresentar maiores riscos de
desenvolver doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, diabetes, dislipidemias bem como
complicagdes renais. (Barker et al., 1989; Law et al., 1991; Williams et al., 1992; Vanpee et al.,
1992).

Assim, varios estudos disponiveis na literatura cientifica associam a restri¢do alimentar ou
protéica materna, durante diferentes intervalos da gestacdo e da lactacdo com seus efeitos sobre a
prole. Restri¢cdes nutricionais maternas antes ou durante a gestacdo t€m sido associadas a uma

maior frequéncia de partos prematuros, retardo de crescimento intra-uterino € baixo peso ao
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nascimento (Kouba et al., 2005). De acordo com a literatura especializada, a restricdo protéica
materna, sozinha ou combinada com uma restricao energética durante a gestagao, resulta em um
decréscimo consistente do crescimento fetal em muitas espécies de mamiferos.

Zambrano et al. (2006) relataram que a restricao protéica (10%) durante a gestagdo e/ou
lactagdo promove mudancgas metabdlicas e fisioldgicas, de maneira sexo dependente, variando
também com o momento da exposicdo. Melo & Cury (1988) mostraram baixos niveis séricos de
acidos graxos, baixo teor de gordura e de proteina na carcaca das ratas gestantes que receberam
dieta hipoprotéica (6% de proteina), concluindo que esta dieta provavelmente afeta o suprimento
de nutrientes circulantes e ocasiona o baixo peso apresentado pelos filhotes ao nascimento. Para
Langley-Evans (2008) a restricdo protéica em ratas durante a gestagcao resulta em perturbacdes no
desenvolvimento fetal, além de disfuncdes metabdlicas e fisioldgicas. Malandro et al. (1996)
propuseram que a nutricdo materna tem efeitos regulatérios no fornecimento de nutriente para o
feto.

Desai et al. (1996) afirmaram que a privagdo materna a proteina ndo afeta apenas o
crescimento corpéreo dos filhotes, mas também causa uma mudanca na sua composi¢cdo
corporea, afetando os Orgdos de maneira seletiva. Esses autores também afirmaram que a
recuperagdo do peso dos 6rgaos na vida pds-natal ndo significa necessariamente uma recuperagao
morfo-funcional no mesmo.

Segundo Holemans et al. (2003), o feto e o neonato tém capacidade de se adaptarem ao
meio perinatal. Essas adaptagdes do metabolismo fetal ao meio intra-uterino alterado tém
consequéncias para a progénie, e podem persistir até a vida adulta e até a geracdo seguinte. Tal

fendmeno j4 havia sido proposto por Barker (1997) para fetos humanos.
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Neste contexto, alguns pesquisadores mostraram que a restricdo protéica em ratas
gestantes e/ou lactantes pode levar a alteragdes metabodlicas e fisiolégicas na prole, as quais
podem ser permanentes mesmo que o animal tenha livre acesso a racdo normoprotéica apds o
desmame (Ramos et al.,2000; Zambrano et al., 2005; Bieswal et al., 2006; Zambrano et al.,

2006).

1.5 Desnutricao e sistema reprodutor

A maioria dos estudos relacionados aos efeitos da desnutricdo fetal sobre o
desenvolvimento da prole s@o realizados para a investigacao do sistema cardiovascular (Langley
& Jackson, 1994; Hoet & Hanson, 1999; Torrens et al., 2003; Sherman & Langley-Evans, 2000).
Assim, sdo escassos os estudos que correlacionam os efeitos da desnutricio materna com o
desenvolvimento do sistema reprodutor.

A importancia dos fatores pré-natais e neonatais, particularmente o estado nutricional,
sobre a programacdo da funcdo reprodutiva, s6 foi reconhecida nas ultimas décadas (Gunn et
al.,1972; Gunn, 1977; Allden, 1979; Zambrano et al., 2005; Guzman et al., 2006). Atualmente
alguns autores tém se preocupado em verificar os efeitos tardios da restricao de nutrientes durante
a prenhez e lactacdo, sobre o desenvolvimento sexual e fungdes reprodutivas da prole na vida
adulta (Rhind ef al., 2001; Rae et al., 2002; Zambrano et al., 2005).

H4 muito tem sido relatado que o estado nutricional é um fator importante para o
desenvolvimento das fun¢des reprodutivas e inicio da puberdade (Ronnekleiv et al., 1978; Frisch,
1980; Engelbregt et al., 2000, Leonhardt et al., 2003). Pesquisas t€ém demonstrado uma relacdo

entre o retardo do crescimento intra-uterino provocado por restricdo alimentar materna e o
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desenvolvimento puberal de machos e fémeas, indicando mudancas no inicio e progressdo da
puberdade (Engelbregt et al., 2000; Zambrano et al., 2005; Guzman et al., 2006).

Contudo, a relacdo entre o retardo do crescimento intra-uterino € 0s mecanismos que
controlam o inicio da puberdade nado estd totalmente compreendida. Observou-se que uma
restricdo nutricional severa, mediada por mecanismos placentdrios, pode afetar o
desenvolvimento do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal no feto, desfavorecendo e atrasando o
inicio da puberdade (Da Silva et al., 2001).

Zambrano et al. (2005) e Guzman et al. (2006), estudando o efeito da restri¢do protéica
materna em diferentes periodos (gestacdo e/ou lactagdo) sobre o sistema reprodutivo da prole
masculina e feminina respectivamente, mostraram alteracdes no desenvolvimento tais como
aumento da distdncia anogenital nos filhotes machos e fémeas e atraso na instalacdo da
puberdade em ambos os sexos.

Camundongos adultos submetidos a restricdo alimentar de 30% por até 8 semanas
apresentaram reducio de 42% na concentracdo de testosterona sérica, reducdo de 27% na massa
testicular e um aumento na taxa de apoptose que pode ser responsdvel pela regressdo testicular
ocorrida em resposta a restricdao alimentar (Youn et al., 2000).

A nutricdo € conhecida por acarretar uma variedade de efeitos no sistema enddcrino
(Moura et al., 1997, Rocha de Melo & Guedes 1997; Passos et al., 2000, Teixeira et al., 2002).
Alteragdes nos niveis de corticosterona, testosterona, estradiol e LH, foram relatadas tanto nas
maes quanto na progénie submetidas a restricao alimentar (Zambrano et al., 2005; Teixeira et al.,
2007). Outros autores relataram reducdo no peso testicular da progénie de ratas submetidas a
restricdo alimentar ou protéica durante a gestacdo e aumento na expressdo de receptores de

andrégeno no 6rgao (Mota et al., 2001; Teixeira et al., 2007). Genovese et al. (2009)
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encontraram uma diminuicdo no nimero de células de Sertoli em animais adultos que sofreram
desnutri¢do alimentar durante a vida fetal e pré-puberal.

Diante do exposto, o tema do presente estudo, além de atual, tem grande importancia
aplicada, pois a preocupacdo com os hédbitos alimentares e a saide reprodutiva, responsavel pela
manutencdo das espécies, é crescente. Desta forma, estudos sobre desnutricio materna e suas
consequéncias sobre a prole, fazem-se necessarios, ndo somente em relacdo a problemas
cardiovasculares, diabetes e hipertensdo, como também nos possiveis efeitos sobre o

desenvolvimento reprodutivo.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o impacto da desnutri¢do protéica in utero
sobre parametros morfofuncionais do trato reprodutivo masculino em diferentes fases do
desenvolvimento sexual: pré-puberal, peripuberal e adulta, assim como sobre a instalacdo da

puberdade em filhotes fémeas, utilizando o rato como modelo experimental.

3. CAPITULO

Este trabalho deu origem aos artigos “Efeitos da restricdo protéica in utero sobre a
performance reprodutiva materna € o desenvolvimento sexual inicial da prole de ratos” que
deverd ser submetido para o periddico “The Journal of Nutritional Biochemistry” e “Restricdo
protéica in utero causa retardo de crescimento e altera parametros espermaticos em ratos” que
deverd ser submetido para o periddico “The Journal of Physiology”, depois de versados para o

inglés.
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RESUMO

O estado nutricional materno desempenha um importante papel no crescimento e
desenvolvimento pds-natal dos filhotes. O objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis
efeitos da restricdo protéica in utero sobre a performance reprodutiva das progenitoras e
desenvolvimento sexual inicial da prole. Ratas Wistar prenhes foram divididas em dois grupos
experimentais: grupo tratado com racdo padrao (RP, n=8, 17% proteina) e grupo tratado com
racdo hipoprotéica (RH, n=10, 6% proteina) durante toda a gestacdo. Os resultados mostraram
que a restricao protéica provocou uma reducio significativa no peso das placentas e no ganho de
peso das progenitoras durante a gestagcao, além de reduzir o peso corpdreo dos filhotes no periodo
po6s-natal. Na prole masculina a restricao protéica in utero atrasou a idade da descida testicular e
separacdo prepucial e, na prole feminina atrasou a idade da abertura vaginal e primeiro estro. O
retardo na idade de instalacdo dos sinais fisicos externos do inicio da puberdade sugere que o
periodo do desenvolvimento intra-uterino € critico para o inicio e progressao da puberdade em
machos e fémeas. Além disso, o aumento da distancia anogenital dos filhotes fémeas do grupo
RH indicam que a restricdo protéica in utero pode induzir um processo de masculinizacdo na
prole feminina. Desta forma, nestas condi¢des experimentais, a restricdo protéica in utero

comprometeu o desenvolvimento sexual inicial de ambos os sexos.

INTRODUCAO
O desenvolvimento e o crescimento nos periodos intra e pds-uterino sao dependentes do

ambiente nutricional, hormonal e metabdlico provido pela mae durante a gestacdo e lactagdo [1].

20



Os processos fisiologicos que ocorrem durante o periodo gestacional, tais como aumento
do volume sanguineo, aumento tecidual, crescimento da placenta e do feto, requerem um maior
aporte de nutrientes (proteinas, vitaminas, sais minerais etc.). Sabe-se que o aporte de proteina é

essencial para a manutencao e sucesso da prenhez [2].

Uma nutri¢do adequada durante a gestacdo permite que o feto desenvolva um potencial de
crescimento, resultando no nascimento de filhotes sauddveis e com tamanho adequado [3]. De
acordo com a literatura, a restricdo protéica materna, sozinha ou combinada com restricao
energética durante a gestacao, resulta em decréscimo consistente do crescimento fetal em muitas
espécies. A énfase sobre o peso ao nascimento reflete sua importancia na mortalidade,

morbidade e performance fisica e mental do recém-nascido [2].

H4 uma associac@o entre o retardo do crescimento intra-uterino € o aparecimento de
doencas na vida adulta e isto conduz a hipétese de uma origem fetal para as doencas, sugerindo
que fatores ambientais adversos, tais como desnutri¢do protéica in utero, atuem na programacgao e
no desenvolvimento do tecido fetal, o que produzird disfun¢des e doengas posteriormente [1,4].
Estudos epidemioldgicos sugerem que recém-nascidos com baixo peso apresentam alta
susceptibilidade a doencas como diabetes tipo 2, hipertensdo e doencas cardiovasculares na vida
adulta [5]. Sdo escassos os estudos que correlacionam o baixo peso ao nascimento € o

desenvolvimento do sistema reprodutor [6,7].

O estado nutricional € um fator importante para o desenvolvimento das fungdes
reprodutivas e inicio da puberdade [8-11]. A puberdade é um periodo de ripidas alteracdes

enddcrinas e morfoldgicas que marca a transi¢do entre o estado juvenil e o adulto [12]. Na fémea

a idade da abertura vaginal e ocorréncia do primeiro estro sdo indicativos do inicio da puberdade
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que ocorre aproximadamente aos 35 dias de idade [13,14]. Flutuagdes nos niveis de estrégeno e
progesterona durante o ciclo estral, exercem profundo efeito na proliferacio do epitélio e
citodiferenciacdo dos 6rgdos do sistema reprodutor feminino [15] influenciando o crescimento, a
funcdo e a diferenciacdo destes 6rgaos. No rato macho, a puberdade tem inicio por volta dos 50
dias de idade [16]. No periodo compreendido entre 75 dias (mdxima produgdo de
espermatozdides) e 100 dias de idade (concentracio maxima de espermatozdides estocados na

cauda do epididimo), considera-se que os animais atingem a plena maturidade sexual [16,17].

Atualmente, autores tém se preocupado em verificar os efeitos tardios da restricdo de
nutrientes durante a prenhez e lactagdo, no desenvolvimento sexual e fungdes reprodutivas da
prole na vida adulta [6,18,19]. Por um longo tempo tem sido hipotetizado que o peso corpéreo
tem papel central na regulacdo da puberdade [6,7,10]. Contudo, a literatura é controversa e a
relacdo entre o retardo do crescimento intra-uterino e instalagdo da puberdade em ratos ndo é bem

compreendida.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos da restricao
protéica in utero sobre a performance reprodutiva das progenitoras e o desenvolvimento sexual

inicial da prole feminina e masculina de ratos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Ratos machos adultos (n =15, 90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e fémeas
adultas (n = 28, 60 dias de idade, pesando aproximadamente 200g) da linhagem Wistar,

provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de
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Botucatu/SP foram mantidos no Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de
Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP, em gaiolas de polipropileno
(40x30x15 cm), com substrato de maravalha, em condi¢des controladas de temperatura (média de
23°C), luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e acesso livre a 4gua e comida.
Acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se duas
fémeas na caixa do macho. Ao final do pareamento foi colhido o esfregaco vaginal das ratas e o
dia zero de prenhez (DGO) foi determinado pela presenca de cabecas de espermatozdides nos
esfregacos vaginais de fémeas em estro. As ratas prenhes foram divididas em dois grupos
experimentais: um grupo que foi tratado com rac@o padrao (grupo RP, n=12, 17% proteina) e o
outro que foi tratado com ragao hipoprotéica (grupo RH, n=16, 6% proteina) durante toda a
prenhez (DGO ao DG21) [20]. Durante o periodo lactacional as ratas pertencentes aos dois grupos
experimentais receberam racdo convencional de biotério. Os filhotes apds a lactacdo também
receberam &agua e racdo convencional a vontade. As ragdes hipoprotéica e padrdo, cujas
composi¢oes encontram-se descritas na Tabela 1, foram preparadas no Laboratério Experimental
da Faculdade de Medicina da Unesp, Campus de Botucatu-SP. As dietas sdo isocaldricas e
normossddicas (0,20%).
Os procedimentos experimentais estdio de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foram aprovados pela Comissio de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de

Biociéncias de Botucatu (protocolo n° 10/08-CEEA).
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Performance reprodutiva das progenitoras

Desde o DGO até o final da lactagdo (dia pds-natal 21 - DPN21) as progenitoras foram
pesadas em dias alternados para permitir a avaliacdo do ganho de peso corpdéreo. O consumo de

racdo foi medido em dias alternados com o objetivo de monitorar o consumo médio didrio.

Um grupo de 10 ratas (grupo RP, n=4 e grupo RH n=6) foram sacrificadas no DG20,
procedendo-se em seguida a laparotomia para avaliacdo dos pardmetros reprodutivos das
progenitoras: peso final das progenitoras, nimero de corpos liteos, implantes, reabsor¢des, peso
do utero com fetos, peso da placenta, nimero de filhotes, peso dos fetos e posterior determinacao
do potencial de fertilidade: sitios de implanta¢do/ corpos liteos x 100; taxa de perdas pré-
implantacdo: n°® corpos liteos — n° de implantagdes/ n® de corpos liteos x 100; taxa de perdas pos-
implantacdes: n° de implantacdes — n°® de fetos vivos/ n® de implantagdes x 100.

As demais ratas prenhes (grupo RP, n=8 e grupo RH, n=10) foram mantidas para permitir o

nascimento e amamentagao dos filhotes.

Coleta e analise dos testiculos fetais dos machos

Foram retirados os testiculos de fetos machos (grupo RP, n=4 e grupo RH n=5), fixados em
Karnovsky (2,5% glutaraldeido, 8% de paraformoldeido), processados para inclusdo em resina e
obtencdo de cortes histologicos com 5 wm de espessura corados com hematoxilina e eosina. A
avaliacdo estereoldgica foi realizada segundo método de Weibel [21], na qual se utiliza um
sistema teste de linhas e pontos em um graticulado com 120 pontos e 60 linhas, obtendo-se a

proporc¢do relativa do compartimento intersticial e do cordao testicular. Com o auxilio de um
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fotomicroscopio de luz Leica®, no aumento de 400X foram analisados 10 campos por animal, em

ensaio cego.

Analises dos filhotes

No DPNI os filhotes foram pesados e com auxilio de um paquimetro foi feita a medida da
distancia anogenital (DAG - distancia entre o anus e o tubérculo genital) absoluta e relativa [22].
Posteriormente, as ninhadas foram reduzidas para 10 filhotes, visando manter um ndmero
semelhante de machos e fémeas. No DPN13 foi registrada a presenca de aréolas/ mamilos,
baseada na presenca ou auséncia do mamilo ou de uma descoloracdo da pele na regido toricica

[22].

Sinais fisicos externos do desenvolvimento sexual

Determinou-se, nos filhotes do sexo masculino, o dia em que ocorreu a descida testicular
através da palpacdo didria da bolsa escrotal, a partir do DPN15. A separacdo prepucial,
indicativo do inicio da puberdade, foi investigada a partir DPN30, através da retracdo manual do
prepucio [23].

Determinou-se, nos filhotes do sexo feminino, o dia em que ocorreu a abertura vaginal
completa, indicativo da instalacdo da puberdade, a partir do DPN30. Apds a ocorréncia da
abertura vaginal foram colhidos lavados vaginais para investigar a idade do primeiro estro,
caracterizado pela predominancia de células epiteliais cornificadas. Para tanto, sempre no mesmo
hordrio, uma ponteira contendo 10uL de solugdo fisioldgica (NaCl, 0,9%) acoplada a um

pipetador automatico foi superficialmente introduzida na vagina das ratas, e o liquido transferido
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e logo depois aspirado [24]. Em seguida os lavados vaginais foram analisados com o auxilio de

um microscopio de contraste de fase Leica®, no aumento 200x.

ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagdo dos resultados entre os grupos experimentais foi utilizado, dependendo
da natureza da distribui¢do dos dados, os testes t de Student ou o teste de Mann-Whitney. As

diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.

RESULTADOS

As progenitoras do grupo RH apresentaram evolucdo de peso corporal semelhante as ratas
do grupo RP durante a gestacdo (dados ndo mostrados). Em relacido a porcentagem de ganho de
peso durante o periodo gestacional as progenitoras do grupo RH apresentaram uma redugdo

estatisticamente significativa (Figura 1).

Durante toda a lactacdo as progenitoras do grupo RH apresentaram peso corporal menor do

que as ratas do grupo RP, estatisticamente significativo no 1°, 7° e 13° dia lactacional (Tabela 2).

Durante a gestacdo as progenitoras do grupo RH, quando comparadas ao grupo RP,
apresentaram um aumento estatisticamente significativo no consumo de racdo do 3° ao 11° dia de
prenhez (Figura 2A). Contrariamente, na lactagdo o consumo de racdo das progenitoras do grupo
RH foi menor durante todo periodo e estatisticamente significativo do 5° ao 11° dia lactacional

(Figura 2B).

26



Em relagdo a performance reprodutiva, foi verificado que a restri¢do protéica durante a
gestacdo provocou uma reducdo estatisticamente significativa no peso da placenta das
progenitoras. Os demais parametros analisados nao apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (Tabela 3).

O peso corpéreo médio no DPN1 e durante a lactagdo foi significativamente menor nos

filhotes das ninhadas pertencentes ao grupo RH, quando comparados com o grupo RP (Figura 3).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na distancia anogenital (mm) absoluta e
relativa entre os filhotes machos dos dois grupos experimentais (Tabela 4). No entanto, nas
fémeas do grupo RH houve um aumento estatisticamente significativo desse parametro quando

comparado ao grupo RP (Tabela 4).

Em relac@o a porcentagem de filhotes machos e fémeas que apresentavam aréolas/mamilos
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (dados ndo

mostrados).

A restricdo protéica in utero atrasou a idade da descida testicular e da separacdo prepucial
da prole masculina, quando comparada aos animais cujas maes receberam racdo padrao (Figura
4). Da mesma forma, na prole feminina a restri¢ao protéica in utero atrasou a idade da abertura

vaginal e do primeiro estro (Figura 5).

A andlise estereoldgica dos testiculos fetais ndo revelou alteracdes no compartimento
intersticial e no corddo testicular que pudessem ser atribuidas a restricdo protéica in utero (dados

ndo mostrados).
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DISCUSSAO

De acordo com Widdowson & McCance [25] dietas marginalmente deficientes em algum
nutriente podem levar a estimulo de consumo, a fim de aumentar a disponibilidade deste nutriente
limitante. O aumento do consumo de racdo durante as duas primeiras semanas de gestacdo
encontrado em nosso estudo corrobora com este postulado. Este dado também estd de acordo com
Desai et al. [26] cujas maes que foram submetidas a dieta hipoprotéica (80g proteina/kg)
apresentaram um aumento do consumo de ragdo nas duas primeiras semanas de gestacdo. No
entanto, observou-se que o aumento do consumo de ragdo e conseqiiente aumento do consumo de
proteina ndo foram suficientes para compensar o efeito da dieta hipoprotéica sobre o organismo
materno e fetal, uma vez que, no presente estudo, o ganho de peso das progenitoras durante a

gestacdo e o peso dos filhotes no DPN1 apresentaram uma reducao significativa no grupo RH.

Sabe-se que se o conteido de proteina na dieta € reduzido a niveis extremamente baixos,
ocorre um aumento na mobiliza¢do de proteina corporal (proteina endégena) na busca de atender
as exigéncias nutricionais para a manutencdo do animal [27]. Estudos com animais indicam que
dietas deficientes em proteinas causam reducdo do ganho de peso e aumento dos niveis de
histamina cerebral que tem efeito sobre o consumo alimentar. O aumento nos niveis de histamina
provoca redu¢@o no consumo alimentar e esta pode ser a causa da redu¢d@o no consumo de ragao
das ratas do grupo racdo hipoprotéica observada no final da gestacdo [27,28]. J4 durante o
periodo lactacional, a redu¢cdo no consumo observada nestas mesmas ratas pode estar relacionada
tanto a estes fatores quanto a uma queda do estimulo inicial a0 consumo, uma vez que durante
este periodo as progenitoras do grupo racdo hipoprotéica passaram a receber a dieta padrao com

nivel protéico adequado.
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No presente estudo, a redugdo observada no peso da placenta das progenitoras mantidas
com dieta hipoprotéica corrobora com dados da literatura. Malandro et al. [29] utilizando dieta
hipoprotéica (5%) encontraram reducdo no peso da placenta e nos niveis de aminodcidos
materno-fetal, sugerindo que a restri¢do protéica materna promove uma reducdo na transferéncia
de nutrientes para os fetos. Fernandez-Twinn et al. [30] também observaram uma reducdo

significativa no peso da placenta de ratas submetidas a restricao protéica (8 %) durante a gestacao.

O papel da placenta € essencial para o crescimento sauddvel do feto e estd tornando-se claro
que as atividades da placenta sdo moduladas pelos sinais originados do feto [31]. A troca de
nutrientes entre a placenta e o feto envolve trés principais mecanismos: transferéncia direta de
nutrientes do plasma materno para o plasma fetal; metabolismo placental e consumo de
nutrientes; metabolismo placental de nutrientes da carcaca para formas alternativas de substrato

[32].

Segundo Rutland et al. [33], redu¢do no peso placentdrio e baixo peso ao nascer sao
indicadores de retardo de crescimento intra-uterino. Nossos resultados mostraram que a restri¢ao
protéica in utero provocou uma reducdo significativa no peso dos filhotes no DPN1. Por outro
lado, o peso dos fetos no DG20, embora menor, ndo foi estatisticamente significativo.
Contrariamente, Fernandez-Twinn et al. [30] observaram uma reducdo no peso dos fetos no
DG18 e DG21 de maes submetidas a dieta hipoprotéica (8%). Desta forma, pode-se sugerir que
em nosso trabalho a dieta hipoprotéica materna provocou uma restricdo de crescimento intra-

uterino mais pronunciada ao final da gestacao.

A distancia anogenital e o nimero de aréolas/mamilos, sdo parametros androgeno-

dependentes importantes, pois permitem a andlise de alteracdes na diferenciacdo do sistema
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reprodutor [13,34-36]. Zambrano et al. [6], estudando filhotes machos de progenitoras
submetidas a restri¢cao protéica durante a gestacdo encontrou aumento da distancia anogenital. No
presente estudo a restricao protéica in utero nao provocou alteragdes neste marcador externo de
diferenciac@o sexual ao nascimento, assim como nao alterou a regressao de aréolas/mamilos nos
ratos machos.

A restricao protéica durante a gestacdo causa aumento dos niveis séricos de corticosterona,
estradiol e testosterona das progenitoras [6]. Estudos mostram que esteréides maternos e/ou seus
metabdlitos podem atravessar a placenta e assim desempenhar um papel no aumento da distancia
anogenital de filhotes fémeas de maes que sofreram restricdo protéica [35]. O aumento da
distancia anogenital encontrado em nosso estudo pode ser um indicativo de masculiniza¢do do

fenétipo feminino [36] relacionado com um possivel aumento de testosterona materna [7].

Estudos tém demonstrado uma relacao entre o retardo do crescimento intra-uterino, causado
por restricdo alimentar materna e alteragdes no desenvolvimento puberal de machos e fémeas.
Alguns autores sugerem que € necessdrio atingir um peso corpéreo satisfatério para o inicio da
puberdade [37,38]. No entanto, estudos recentes mostram que o peso dos filhotes ndo € o tinico

fator determinante para a instalacao e progressao da puberdade [6,7,10].

Engelbregt et al. [10], observaram que uma restricdo nutricional mediada por mecanismos
placentérios pode desfavorecer e atrasar o inicio da puberdade em ambos os sexos. A desnutri¢do
no periodo perinatal pode alterar a programacdo do sistema enddcrino e consequentemente

provocar alteracdes no inicio e no desenvolvimento puberal de ratos [10].

O retardo na idade de instalagdo dos sinais fisicos externos do inicio da puberdade em

ambos os sexos encontrado em nosso estudo corroboram com dados da literatura. Zambrano et al.
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[6] também encontraram atraso na idade da descida testicular de machos que sofreram restri¢ao
protéica in utero. Guzman et al. [7] relataram que a idade da abertura vaginal e do primeiro estro
sao retardadas em fémeas expostas a restricdo protéica durante o desenvolvimento fetal e

lactacional.

Leonhardt et al. [11] sugerem que o retardo de crescimento perinatal induzido por restri¢ao
alimentar (caldrica e protéica) materna causa drésticas conseqiiéncias no desenvolvimento das
gonadas masculinas antes do desmame e provavelmente depois. Em seu estudo, foi observada
uma reducgdo significativa da drea e do limen intratubular dos tibulos seminiferos de filhotes
machos recém-nascidos cujas maes receberam restricio alimentar durante a ultima semana de
gestacdo até o final da lactacdo. A auséncia de alteragdes no volume relativo de cordao testicular
e intersticio encontrada em nosso estudo revela que a restri¢cdo protéica in utero nao acarretou

alteracdes na estrutura do testiculo fetal.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a restri¢do protéica in utero pode
induzir um processo de masculinizacdo da prole feminina. Além disso, o retardo na idade de
instalacdo dos sinais fisicos externos do inicio da puberdade sugere que o periodo do
desenvolvimento intra-uterino € critico para o inicio e progressdo da puberdade em machos e
fémeas. Desta forma, nestas condi¢cdes experimentais a restricdo protéica in utero compromete o

desenvolvimento sexual inicial de ambos os sexos.
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Legenda das figuras

Figura 1. Porcentagem do ganho de peso das progenitoras pertencentes ao grupo racao padrao -
RP (n=12) e grupo rac¢do hipoprotéica - RH (n=16) durante a gestacdo. Valores expressos em

mediana e intervalo interquartil. Teste Mann-Whitney,*p< 0,05.

Figura 2. Consumo didrio de racdo (g) das progenitoras do grupo ra¢ao padrio — RP e ragao
hipoprotéica — RH durante a gestacao (A) e durante a lactacdo (B). Valores expressos em média +

EPM. Teste Mann-Whitney, *p< 0,05.

Figura 3. Evolucao do peso corpdreo (g) dos filhotes das ninhadas pertencentes ao grupo ragao
padrao - RP (n=8 ninhadas) e grupo rac¢do hipoprotéica - RH (n=10 ninhadas) durante a lactagao.

Valores expressos em média + EPM. Teste “t” de Student, *p < 0,05. DPN — dia pds-natal.

Figura 4. Idade da descida testicular (A) (em dias) e separacdo prepucial (B) de filhotes machos
pertencentes ao grupo ragdo padrdao - RP (n=8 ninhadas) e grupo racdo hipoprotéica - RH (n=10

ninhadas). Valores expressos como média + EPM. Teste “t” de Student, *p < 0,05.

Figura 5. Idade da abertura vaginal (A) (em dias) e primeiro estro (B) de filhotes fémeas
pertencentes ao grupo ragcao padrao - RP (n=8 ninhadas) e grupo racdo hipoprotéica - RH (n=10

ninhadas). Valores expressos como média = EPM. Teste “t” de Student, *p < 0,05.
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Tabela 1. Composi¢ao das racdes (g/kg).

Componentes Hipoprotéica (6% Padrao (17%
proteina) proteina)*
Amido de milho 480 397
Caseina (84%) 71,5 202
Dextrina (90-94%) 159 130,5
Sacarose 121 100
Oleo de soja 70 70
Fibra (Microcelulose cristalina) 50 50
Mistura de minerais ** 35 35
Mistura de vitaminas ** 10 10
L-cistina 1 3
Bitartarato de colina 2.5 2.5

* Dieta para as fases de crescimento, prenhez e lactacio de roedores-AIN-93G [20].

** Segundo AIN-93G.

Tabela 2. Peso corpéreo (g) das progenitoras pertencentes ao grupo racao padrao - RP e grupo

racao hipoprotéica - RH durante a lactacao.

Dia lactacional (DL) Grupo RP (n=8) Grupo RH (n=10)

DL1 297,58 £7,45 259,13 +7,90*
DL7 277,85 £ 8,74 22791 + 8,44%*
DL13 272,53 £ 11,07 212,30 + 8,37*
DL19 282,19 +£ 10,42 259,91 £ 5,68

Valores expressos em média + EPM. Teste “t” de Student, *p< 0,05.
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Tabela 3. Performance reprodutiva das progenitoras pertencentes ao grupo ra¢do padrao - RP e

grupo racao hipoprotéica — RH.

Parametro Grupo RP (n=4) Grupo RH (n=6)
Peso final das ratas (g) 352,90+ 22,98 355,68+9,81
Peso ttero+ fetos (g) 54,90+8,43 66,13+1,67
Peso dos fetos (g) 3,86+0,08 3,66+0,09
Peso da placenta (g) 0,55+0,03 0,45+0,03 *
Numero de corpos ltiteos 10,25+1,44 13,17+0,83
Numero de implantes 10,00+1,63 13,00+0,89
Numero de reabsorcdes 0,25+0,25 0,83+0,48
Numero de fetos 9,75+1,65 12,17+0,48
'Potencial de fertilidade (%) 100 [96,43 — 100] 100 [100-100 ]
"Perdas pré-implantacao (%) 0[0-3,57] 0[0-0]
"Perdas p6s-implantagdo (%) 0[0-2,50] 3,5710-8,04]

Valores expressos em média + EPM Teste “t” de Student , *p < 0,05.

"'Valores expressos em mediana [1°quartil — 3°quartil ] Teste de Mann-Whitney .

Tabela 4. Distancia anogenital ( DAG, mm) absoluta e relativa dos filhotes machos e fémeas

pertencentes ao grupo ra¢do padrao - RP e grupo rag¢do hipoprotéica — RH.

Grupo RP (n=8 Grupo RH (n=10

DAG (mm) ninhadas) ninhadas)
Machos
DAG absoluta 2,36 £ 0,07 2,22 10,04
DAG/3\/peso corporeo 1,24 + 0,03 1,22 +0,02
Fémeas
DAG 1,10 +£ 0,03 1,20 + 0,04*
DAG/3\/peso corpdoreo 0,59 + 0,01 0,68 + 0,02*

Valores expressos em média + EPM Teste “t” de Student , *p < 0,05.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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RESUMO

Estudos recentes sustentam o conceito de “programacao fetal” que sugere que o feto pode
ser programado durante o desenvolvimento intra-uterino para desenvolver doengas na idade
adulta. No presente estudo foram avaliados os possiveis efeitos da restri¢do protéica in utero
sobre o desenvolvimento sexual da prole masculina. Ratas Wistar prenhes foram divididas em
dois grupos experimentais: grupo tratado com ragdo padrao (RP, n=8, 17% proteina) e grupo
tratado com ragao hipoprotéica (RH, n=10, 6% proteina) durante toda a gesta¢do. Os resultados
mostraram que a restri¢do protéica in utero provocou nos filhotes machos reduc¢do de peso
corpéreo no 1° dia pds-natal e durante as diferentes fases do desenvolvimento sexual (pré-
puberal, peripuberal e adulta) (p<0,05). Na fase adulta o nimero de células de Sertoli, a
motilidade e as contagens espermdticas também foram reduzidas no grupo RH. Além disso, o
nimero de espermatozdides com anormalidades morfoldgicas e retencdo de gota citoplasmética
foi maior neste grupo. Em conclusao, sugere-se que a restri¢ao protéica in utero, nestas condi¢oes
experimentais, causa retardo de crescimento e altera a programacdo do sistema reprodutivo

masculino de ratos, provocando danos espermaticos na idade adulta.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, um conjunto crescente de evidéncias tem sustentado a idéia de que
distirbios ocorridos em periodos criticos do desenvolvimento fetal podem determinar alteracoes
permanentes ou de longo prazo na fisiologia ou morfologia de um determinado 6rgdo (Ashton
2000). Varios sdo os estudos que relacionam o ambiente gestacional com efeitos tardios na
composi¢do corporal dos individuos, evidenciando esta fase como um periodo critico para a

génese de doencgas. Estes estudos suportam o conceito de “programacao fetal”, que sugere que o
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feto pode ser programado durante o desenvolvimento intra-uterino para desenvolver doengas na
idade adulta (Langley-Evans 1998; Edwards et al. 2001). De acordo com este novo paradigma a
susceptibilidade a doengas (incluindo doengas e disfuncdes reprodutivas) sofre influéncia da
nutri¢do, da exposicao ambiental a agentes toxicos e ao estresse durante o periodo fetal e neonatal
(Heindel 2007).

A desnutri¢dao pré-natal € o modelo mais estudado de programacao fetal (Langley-Evans
1998; Edwards et al. 2001). No entanto, a maioria dos estudos sao realizados para a investigacao
do sistema cardiovascular (Langley et al. 1994; Hoet & Hanson 1999; Torrens et al. 2003;
Sherman & Langley-Evans 2000). No entanto, sdo escassos os estudos que correlacionam os
efeitos da desnutricdo materna com o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino. A
importancia dos fatores pré-natais e neonatais, particularmente o estado nutricional, sobre a
programacdo da fun¢do reprodutiva, s6 foi reconhecida nas tultimas décadas (Gunn et al. 1972;
Gunn 1977; Allden 1979; Zambrano et al. 2005; Guzman et al. 2006).

De acordo com a literatura, a restricdo protéica materna, sozinha ou combinada com
restricdo energética durante a gestagdo, resulta em decréscimo consistente do crescimento fetal
em muitas espécies. Segundo Desai et al. (1996) a privagdao materna a proteina nao afeta apenas o
crescimento corpéreo dos filhotes, mas também causa uma mudanca na sua composi¢cdo
corpdrea, afetando os Orgdos de maneira seletiva. Esses autores também afirmam que a
recuperacgdo do peso dos 6rgaos na vida pds-natal ndo significa necessariamente uma recuperagao
morfo-funcional do mesmo.

O peso ao nascer ¢ um indicador crucial do grau de comprometimento do desenvolvimento

do individuo (Guzmén et al. 2006). Estudos mostram que a restricdo protéica in utero provoca
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baixo peso ao nascer e compromete a instalacdo da puberdade de ratos machos e fémeas
(Leonhardt et al. 2003; Zambrano et al. 2005; Guzman et al. 2006).

A puberdade do rato macho tem inicio por volta dos 50 dias de idade (Robb et al. 1978). No
periodo compreendido entre 75 dias (méxima producao de espermatozdides) e 100 dias de idade
(concentragdo maxima de espermatozdides estocados na cauda do epididimo), considera-se que
os animais atingem a plena maturidade sexual (Robb et al, 1978, Zanato et al 1994). Segundo
Clegg (1960) e Ojeda et al. (1980) o desenvolvimento sexual pds-natal no rato macho se divide
em 4 fases: (1) neonatal, do dia pés-natal (DPN) 1-7; (2) infantil, do DPN 8-21; (3) juvenil, do

DPN 22-35; (4) peripuberal, do DPN 36-55 ou 60.

Alguns autores relatam reducdo no peso testicular e aumento na expressao de receptores
de andrégeno no testiculo da progénie de ratas submetidas a restricdo alimentar ou protéica
durante a gestacdo (Mota et al. 2001; Teixeira et al. 2007). Genovese et al. (2009) reportam
diminui¢cdo no numero de células de Sertoli em animais adultos que sofreram desnutricdo
alimentar durante a vida fetal e pré-puberal.

Diante dos indicativos de relagdo entre desnutri¢do e programacao do sistema reprodutor
masculino e do crescente interesse pela nutricdo e saide reprodutiva, responsivel pela
manutencdo das espécies, o presente estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos tardios da
restri¢do protéica in utero, no desenvolvimento sexual e fungdes reprodutivas da prole masculina

na vida adulta.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Ratos machos adultos (n =15, 90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e fémeas
adultas (n = 18, 60 dias de idade, pesando aproximadamente 200g) da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de
Botucatu/SP foram mantidos no Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de
Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, em gaiolas de polipropileno (40x30x15 cm),
com substrato de maravalha, em condi¢des controladas de temperatura (média de 23°C),
luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e acesso livre a 4gua e comida.

Acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se duas
fémeas na caixa do macho. Ao final do pareamento foi colhido o esfregaco vaginal das ratas e o
dia zero de prenhez (DGO) foi determinado pela presenca de cabecas de espermatozdides nos
esfregacos vaginais de fémeas em estro. As ratas prenhes foram divididas em dois grupos
experimentais: um grupo que foi tratado com ra¢ao padrio (grupo RP, n=8, 17% proteina) e o
outro que foi tratado com racao hipoprotéica (grupo RH, n=10, 6% proteina) (Reeves et al., 1993)
durante toda a prenhez (DGO ao DG21). Durante o periodo lactacional as ratas pertencentes aos
dois grupos experimentais receberam racdo convencional de biotério. Os filhotes apds a lactacao
também receberam 4dgua e racdo convencional a vontade. As ragdes hipoprotéica e padrio, cujas
composi¢oes encontram-se descritas na Tabela 1, foram preparadas no Laboratério Experimental
da Faculdade de Medicina da Unesp, Campus de Botucatu-SP. As dietas sdo isocaldricas e
normossddicas (0,20%).

Os procedimentos experimentais estdio de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
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foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) do Instituto de

Biociéncias de Botucatu (protocolo n® 10/08-CEEA).

Avaliacao do desenvolvimento reprodutivo da prole masculina

Ao nascimento os filhotes machos foram pesados e as ninhadas foram reduzidas para 10
filhotes, visando manter um numero semelhante de machos e fémeas. A fim de se avaliar os
possiveis efeitos reprodutivos tardios da desnutricdo protéica in utero, a prole masculina de
ambos os grupos experimentais (RP e RH) foi avaliada em diferentes fases do desenvolvimento
sexual: pré-puberal (fase I, n=10 por grupo) filhotes sacrificados aos 30 dias de idade; peripuberal
(fase II, n=10 por grupo) filhotes sacrificados aos 60 dias de idade; adulta (fase III, n=20 por
grupo) filhotes sacrificados aos 90 dias de idade. Na fase III uma maior quantidade de ratos foi

utilizada, pois um maior nimero de parametros foi avaliado nesses animais.

Coleta e pesagem dos orgaos reprodutores

Nas idades previstas 10 filhotes por grupo experimental foram anestesiados com éter
etilico e mortos por decapitacdo. O testiculo e o epididimo esquerdos, a vesicula seminal (cheia e
vazia, sem a glandula coaguladora), o ducto deferente esquerdo e a prdstata ventral foram
removidos e pesados em balanga analitica de precisao.

Nas trés fases estudadas, os testiculo e epididimos esquerdos dos animais experimentais
foram coletados para processamento e andlise histopatoldgica e/ou morfométrica.
Nos animais da fase III procedeu-se a coleta de sangue, a partir dos vasos cervicais

rompidos pela decapitagdo, para dosagens hormonais e de testiculo e epididimo direitos para
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determinacdo do nimero de células germinativas. Outros filhotes na fase III (n=10 por grupo
experimental) foram mortos para coleta de testiculo para dosagem de testosterona intratesticular e

de espermatozoides do ducto deferente para andlise da morfologia e motilidade espermaticas.

Processamento e analise histologica dos testiculos e epididimos

O testiculo e o epididimo esquerdos foram retirados e imersos em solucao fixadora de Alfac
(85% alcool, 10% formol e 5% acido acético). Apds 24 horas de fixacdo, as pecas foram
submetidas a processamento histolégico, que consistiu na inclusdo do material em paraplast,
obtencdo de cortes com Sum de espessura e coloracdo com hematoxilina e eosina. As laminas
histolégicas foram avaliadas em ensaio cego, com o auxilio de microscépio de luz Leica®, nos
aumentos de 100, 200 e 400X.

Nos testiculos a inspecdo histopatoldgica foi realizada de modo quantitativo, analisando-se
100 cortes transversais de tibulos seminiferos por animal e classificando-os em normais ou
anormais. Os tdbulos foram considerados anormais frente a presenca de células aciddfilas, células
multinucleadas, espermétides retidas, degeneragdo de tipos celulares, vacuolizacdo do epitélio ou
esfoliacdo de células na luz. O aspecto do intersticio tubular também foi avaliado.

Nos epididimos a andlise histopatolégica foi qualitativa, avaliando-se toda a extensdo do
corte histolégico (integridade do epitélio do ducto epididimdrio, presenca de espermatozéides na

luz e aspecto do intersticio do 6rgao).
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Técnicas morfométricas

Os estudos morfométricos foram realizados em ensaio cego, em cortes histoldgicos com

Sum de espessura e coloracdo com hematoxilina e eosina.

Niumero de células de Sertoli por tiibulo seminifero

Para avaliar os possiveis efeitos da restricdo protéica in utero sobre a proliferacdo de
células de Sertoli foram contados os niucleos de células de Sertoli em 20 cortes tranversais de
tibulos seminiferos por rato na fase Il (n=8 por grupo), no estdgio VII da espermatogénese
classificado de acordo com Leblond & Clermont (1952). As avaliagdes foram realizadoas sob

microscopio de luz Leica® no aumento de 200X.

Avaliagao estereologica do epididimo

Além da inspec¢do histotoldgica, foi realizada uma avaliacdo mais detalhada do epididimo
dos animais experimentais nas fases II e III, através de andlise estereoldgica do 6rgao, segundo
método descrito por Weibel (1963). Utiliza-se um sistema teste de linhas e pontos em um
graticulado com 120 pontos e 60 linhas, obtendo-se a propor¢do relativa dos compartimentos
luminal, epitelial e intersticial. Com o auxilio de microscopio de luz Leica®, no aumento de

200X foram analisados 10 campos por animal da cauda proximal do epididimo.
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Grau de maturacdo do epitélio germinativo

Com o objetivo de se avaliar o grau de maturacdo do epitélio seminifero, 100 sec¢des
transversais de tibulos seminiferos por animal (n=8 por grupo) nas fases I a III, foram avaliadas
ao acaso, utilizando-se o método adaptado de atribui¢cdo de valores de acordo com o tipo de
célula germinativa mais madura presente no epitélio tubular (Lamano Carvalho et al. 1996): grau
1: espermatdcitos I ou II; grau 2: espermatides jovens de nicleo arredondado (estdgios 1 ao 8 da
espermiogénese); grau 3: espermatides em fase de maturacdo, com nucleos ovéides e alongados
(estagios 9 ao 14 da espermiogénese); grau 4: espermatides em fase de maturacdo, com ntcleos
alongados (estdgios 15 ao 18 da espermiogénese); grau 5: espermdtides maduras (estdgio 19 da
espermiogénese) em pequena quantidade; grau 6: espermdtides maduras (estigio 19 da
espermiogénese) em média quantidade; grau 7: espermdtides maduras (estigio 19 da

espermiogénese) em grande quantidade.

Ao final, o nimero de tibulos classificado em cada grau de maturidade foi multiplicado
pelo respectivo grau, sendo os valores resultantes somados e posteriormente divididos por 100,

resultando no “grau médio”.

Contagem espermatica, calculo da producio diaria de espermatozédides e do tempo de

transito no epididimo

As espermadtides resistentes ao processo de homogeneizacao do testiculo (estdgio 19 da
espermiogénese) e os espermatozdides presentes na cabeca/corpo e cauda do epididimo dos
animais na fase III (n=10 por grupo) foram contados, conforme descrito por Robb et al. (1978),

com as adaptacdes adotadas por Fernandes et al. (2007): os testiculos direitos, descapsulados e
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previamente pesados, foram homogeneizados em SmL de NaCl 0,9% contendo TritonX100 0,5%
e submetidos a sonicagdo por 30 segundos. Apds diluicio de 10 vezes, uma amostra foi
transferida para uma camara de Neubauer (4 campos por animal), procedendo-se a contagem de
espermatides maduras. Para o cédlculo da produgdo didria de espermatozéides (PDE), a
concentracdo de espermatides por testiculo foi dividida por 6,1, que € o niimero de dias em que as
espermatides maduras estdo presentes no epitélio seminifero. Da mesma forma, as por¢des
cabeca/corpo e cauda do epididimo foram cortadas em pequenos fragmentos com o auxilio de
tesoura e homogeneizados para contagem de espermatozdides, como descrito para o testiculo. O
tempo de transito através da cabecga/corpo e cauda do epididimo foi obtido pela divisdo do

nimero de espermatozdides presentes em cada uma dessas regides pela PDE.

Analise da motilidade e morfologia espermatica

Espermatozéides foram obtidos do ducto deferente direito dos animais na fase III (n=10
por grupo) para avaliagdo da motilidade dos gametas. Para tanto, o ducto foi seccionado e o
material coletado foi imediatamente diluido em 2 ml de meio HTF modificado com gentamicina
(Human Tubal Fluid, IrvineScientific®) pré-aquecido a 34°C. Uma aliquota de 10 uL foi
colocada em camara de Makler (Irvine, Israel) e analisada sob microscopia de contraste de fase
Leica®, aumento de 200X. Foram avaliados 100 espermatozdides por animal, classificados
quanto a sua motilidade em: Tipo A: mével, com trajeto progressivo; tipo B: mével, com trajeto

ndo progressivo; tipo C: imovel.

Para a avaliacio da morfologia dos espermatozéides, o ducto deferente esquerdo dos

animais na fase III (n=10 por grupo) foi coletado e lavado internamente com 1,0 mL de solucdo
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de formol-salina. O contetdo foi colhido em um ependorf e em seguida foram feitos esfregacos
em laminas histolégicas. Com o auxilio de microscopio de contraste de fase Leica®, aumento de
400X, foram analisados 200 espermatozdides por animal. As anormalidades morfologicas
encontradas nos espermatozdides foram classificadas em anormalidades da cabeca (sem
curvatura caracteristica ou sem curvatura - cabeca reta e cabecga isolada) e anormalidades da
cauda (enrolada ou quebrada) (Filler, 1993). Estes também foram classificados quanto a presenca

ou auséncia da gota citoplasmatica.

Dosagens Hormonais

As andlises foram realizadas no Laboratério de Neuroendocrinologia da Faculdade de
Odontologia da USP Ribeirdo Preto. O sangue coletado dos animais na fase III foi centrifugado a
2500rpm, por 20 minutos, a 4°C para separacdo do soro, o qual foi estocado a -20°C até a
realizacdo das dosagens hormonais. As concentragdes plasmaticas de LH e FSH foram
determinadas por radioimunoensaio (RIE) de duplo anticorpo utilizando Kits especificos
fornecido pelo ‘“National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases”
(NIADDK; Baltimore, USA). Os anticorpos primérios foram o anti-rat LH-S10 e FSH-S11, e as
preparacdes padrdes o LH-RP3 e o FSH-RP2. Os horménios foram iodinados com '*Iodo da
NEN (Perkin Elmer, USA) e o segundo anticorpo foi produzido em ovelhas pelo Laboratério do
Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci da FMRP-USP, utilizando como inécuo gamaglobulina de
coelho. Ambos horménios foram iodinados com '“lodo da NEN (Perkin Elmer, USA). As
dosagens de testosterona foram realizadas utilizando-se o kit Testosterone (Diagnostic Systems

Laboratories, USA).
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Para a dosagem de testosterona intratesticular o testiculo esquerdo de cada animal foi
removido, congelado em nitrogénio liquido e mantido em freezer -80°C até a realizacdo do
ensaio. No dia do teste os testiculos foram descapsulados e o parénquima foi cortado em pedagos
de aproximadamente 50mg. Cada pedaco foi pesado e colocado em um tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL contendo ImL de meio 199 (M199). O meio 199 foi tamponado com 0,71g/L de
bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 2,1 g/L. Hepes, contendo 0,1%BSA (albumina sérica bovina) e
25mg/L de inibidor de tripsina de soja, com pH 7,4. Apds centrifugacdo (Smim, 10000 rpm), o
meio foi congelado a -80°C, até o ensaio de dosagem hormonal, o qual foi realizado pela técnica
de radioimunoensaio (RIE) de duplo anticorpo, utilizando-se o kit TESTOSTERONE MAIA®
(Biochem Immuno System).

Todas as amostras foram dosadas em um mesmo ensaio para evitar erros inter-ensaios. Os

erros intra-ensaio foram 4% para a testosterona, 2,8% para o FSH e 3,4% para o LH.

ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagdo dos resultados entre os grupos experimentais foi utilizado, dependendo
da natureza da distribui¢do dos dados, os testes t de Student ou o teste de Mann-Whitney. As

diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.

RESULTADOS
No DPNI1 e nas diferentes fases do desenvolvimento estudadas (30, 60 e 90 dias de idade)
os animais pertencentes ao grupo RH apresentaram uma reducao estatisticamente significativa no

peso corpdreo (Tabela 2). Os pesos absolutos do testiculo (mg) aos 30 dias de idade (Grupo RP:
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200,85 £ 8,29, n=10; Grupo RH: 163,67 £+ 13,97*, n=10) e do ducto deferente (mg) aos 90 dias
de idade (Grupo RP: 95,85 + 3,29, n=10; Grupo RH: 84,97 £ 2,75, n=10%) foi estatisticamente
menor nos animais do grupo RH quando comparado ao grupo RP (média £ EPM, *p<0,05). Nas
trés fases do desenvolvimento o peso da vesicula seminal e da préstata ventral foi semelhante

entre os grupos experimentais (dados ndo mostrados).

A andlise histologica dos testiculos e epididimos em microscopia de luz e a andlise

estereologica do epididimo ndo revelou alteragdes que pudessem ser atribuidas a restricao

protéica in utero (Tabela 3).

A contagem de nudcleos de células de Sertoli nos ratos aos 90 dias de idade foi
estatisticamente menor no grupo RH quando comparada ao grupo RP (Grupo RP: 11,45 + 0,13,

n=8; Grupo RH: 10,53 + 0,13*, n=8; média + EPM, *p<0,05).

A restricdo protéica in utero provocou uma redugdo estatisticamente significativa no
nimero de espermdtides maduras no testiculo, na produgdo didria de espermatozéides (PDE) e
nas reservas espermaticas na cauda epididiméria (Tabela 4).

A avaliacdo da motilidade dos espermatozdides revelou um aumento estatisticamente
significativo no nimero de espermatozdides tipo B (mdveis com trajeto ndo progressivo) nos
animais do grupo RH quando comparados ao grupo RP (Figura 1).

A porcentagem de espermatozdides com morfologia anormal (predominantemente
anormalidades de cabeca) foi estatisticamente maior nos animais pertencentes ao grupo RH,
quando comparado aos animais do grupo RP (Tabela 4). Os espermatozdides avaliados no
presente estudo apresentaram a gota citoplasmdtica na regido mediana da cauda,

independentemente do grupo experimental. No entanto, no grupo RH a porcentagem de
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espermatozdides com gota citoplasmatica foi estatisticamente maior quando comparadas ao
grupo RP (Tabela 4).

Por outro lado, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais quanto ao grau de maturacdo do epitélio nas diferentes idades analisadas (dados

ndo mostrados).

A restric@o protéica in utero provocou uma diminui¢do nao estatisticamente significativa
de cerca de 27% da concentracdo sérica de testosterona em comparacdo ao grupo RP. Por outro
lado, a concentracdo intratesticular de testosterona, assim como as concentragdes séricas de FSH

e LH foram similares entre os grupos (Figura 2).

DISCUSSAO

H4 uma associac@o entre o retardo do crescimento intra-uterino € o aparecimento de
doencas na vida adulta e isto conduz a hipétese de uma origem fetal para as doencas, sugerindo
que fatores ambientais adversos, tais como desnutricdo protéica materna in utero, agem no

programa e no desenvolvimento do tecido fetal, produzindo disfun¢do e doengas posteriormente

(Desai & Hales 1997; Godfrey & Barker 2000; Armitage et al.2005).

Melo & Cury (1988) mostraram baixos niveis séricos de 4acidos graxos, baixo teor de
gordura e de proteina na carcaca das ratas gestantes que receberam dieta hipoprotéica (6% de
proteina), concluindo que esta dieta provavelmente afeta o suprimento de nutrientes circulantes e
ocasiona o baixo peso apresentado pelos filhotes ao nascimento. Nossos resultados mostraram
que a restri¢cdo protéica in utero provocou reducdo do peso corpéreo dos animais que persistiu

durante as diferentes fases do desenvolvimento sexual.
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Os hormonios desempenham um papel vital para o inicio e a manutengdo da fungdo
reprodutiva masculina (Meeker et al., 2007). Sabe-se que a nutricdo pode acarretar uma
variedade de efeitos no sistema endocrino (Moura et al. 1997; Rocha de Melo & Guedes 1997;
Passos et al. 2000, Teixeira et al. 2002). Alteracdes nos niveis de testosterona, FSH e LH sao
relatados na progénie de animais de diferentes espécies submetidas a desnutricdo (Rae et al.
2002; Guzman et al. 2005; Zambrano et al. 2005; Teixeira et al. 2007).

A determinagdo dos pesos absolutos e relativos de 6rgdos como testiculos, epididimos,
hipdfise, vesicula seminal e prostata sdo parametros tteis na avaliacdo de riscos sobre o aparelho
reprodutor masculino. O peso normal do testiculo apresenta uma baixa variabilidade entre os
animais, o que sugere que o seu peso absoluto € um indicador preciso de injuria gonadal, embora
este parametro possa nao indicar a natureza do efeito (Clegg et al. 2001). A redugdo nos pesos
absolutos do testiculo na fase pré-puberal e nos pesos absolutos do ducto deferente na fase adulta
dos animais do grupo ragdo hipoprotéica, em parte, pode ser explicado pelo menor peso corporal
apresentado por esses animais, ja que estes mesmos parametros, quando analisados em termos

relativos (g 6rgao/100g peso), ndo apresentaram diferencgas entre os grupos experimentais.

As células de Sertoli em mamiferos desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento e fungdo testicular. Em ratos sua proliferacdo ocorre ativamente durante o
periodo fetal e cessa entre 2-3 semanas apds o nascimento (Franca et al. 2005). Uma das
principais funcdes da célula de Sertoli € criar um ambiente apropriado para a proliferacdo e
maturacdo das células germinativas. Sabe-se que a quantidade de células de Sertoli é fator

determinante para a produ¢cdo maxima de espermatides na idade adulta (Sharpe 1994). Assim,
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alteracdes no numero, estrutura e/ou funcdo deste tipo celular podem resultar em danos ao
epitélio germinativo e comprometimento da espermatogénese (Boekelheid ef al. 2005).

A desnutri¢ao no periodo fetal até a puberdade pode levar a alteracdes na programacgao do
nimero de células de Sertoli. Um forte indicio de que a desnutricao no inicio da vida alterou esta
programacdo é a baixa PDE no adulto (Genovese er al. 2009). Em nosso estudo a redugdo da
PDE dos animais do grupo RH € consistente com a redu¢ao encontrada no nimero de células de
Sertoli e de 27% dos niveis séricos de testosterona. Estes resultados corroboram com Zambrano
et al. (2005) que submetendo ratos a restricdo protéica in utero também observaram baixa
contagem espermdtica e baixa taxa de fertilidade. Estes autores concluem que os efeitos pré-
natais na contagem e na fertilidade enfatizam a importancia das interacdes entre diferentes
componentes-chave no desenvolvimento do testiculo.

Os espermatozodides produzidos nos testiculos sdo transportados para o epididimo onde
passam por um processo de matura¢dao, adquirindo motilidade e capacidade de fertilizacdo do
ovdcito (Orgebin-Crist 1969; Gatti et al. 2004). A motilidade espermadtica € um dos parametros
mais importantes utilizados na avaliacdo da habilidade fértil dos espermatozéides obtidos de
amostras de sémen in vitro (Mahadevan & Trounson 1984) e in vivo (Bostofte et al. 1990; Barrat
et al. 1993). Alteracdes nos pardmetros de motilidade podem levar a uma ineficiéncia dos
espermatozdides quanto a penetracdo do muco cervical, impedindo seu acesso ao ovocito,

reduzindo sua capacidade fertilizante (Aitken et al. 1985; Feneux et al. 1985; Mortimer et al.

1986; Clegg et al. 2001).

A retencdo da gota nos espermatozodides ejaculados pode estar associada a causas de

infertilidade em vérias espécies de animais (Cooper 2005). Zini (1998) associou a retencdo da
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gota citoplasmdtica com a baixa motilidade espermadtica. Gatti et al. (2004) verificou que a
migracdo da gota citoplasmdtica ocorre ao mesmo tempo em que a motilidade dos
espermatozdides aumenta, mas a relacdo direta entre estes dois eventos ainda ndo foi

demonstrada.

O aumento de espermatozéides mdveis com trajeto nao progressivo e com retencao de gota
citoplasmdtica encontrado no presente estudo sugerem que pelo menos parte das fungdes
epididimérias tenha sido afetada pela restricao protéica, apesar da estrutura e do tempo de transito
epididimério encontrarem-se normais.

Outro parametro importante na avaliacdo do potencial fértil de machos € a morfologia
espermatica, cujas alteracdes podem sugerir eventos citotoxicos. Sabe-se que o aumento de
espermatozdides com anormalidades de cabeca podem refletir mutagenicidade das células
germinativas (U.S.EPA 1996). Embora o grau de maturacdo do epitélio e os resultados das
andlises histologicas dos testiculos dos animais do grupo RH nas diferentes fases do
desenvolvimento ndo terem revelado danos aparentes ao epitélio, o aumento de espermatozoides
com anormalidades de cabeca sugerem que a restricdo protéica in utero provocou efeitos

deletérios no processo espermatogenico.

Em conclusdo, podemos sugerir que a restricdo protéica in utero, nestas condigcdes
experimentais, causou retardo de crescimento e alterou a programacgdo do sistema reprodutivo

masculino de ratos, provocando danos espermaticos na idade adulta.
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Legenda das figuras

Figura 1. Motilidade espermadtica dos animais com 90 dias de idade dos grupos ragao padrao —
RP e ragdo hipoprotéica — RH (n=10). Valores expressos em mediana. Teste Mann-Whitney, *p <

0,05. Tipo A (motilidade progressiva), tipo B (motilidade sem progressao) e tipo C (imoveis).

Figura 2. Concentragdo sérica de testoterona (A), LH (C), FSH (D) e intratesticular de

testosterona (B) dos animais aos 90 dias de idade dos grupos ra¢do padrao — RP e ragdo

hipoprotéica — RH. Valores expressos em média + EPM. Teste Mann-Whitney.
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Tabela 1. Composi¢ao das ragdes (g/kg).

Componentes Hipoprotéica (6% Padrao (17%
proteina) proteina)*
Amido de milho 480 397
Caseina (84%) 71,5 202
Dextrina (90-94%) 159 130,5
Sacarose 121 100
Oleo de soja 70 70
Fibra (Microcelulose cristalina) 50 50
Mistura de minerais ** 35 35
Mistura de vitaminas ** 10 10
L-cistina 1 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5

* Dieta para as fases de crescimento, prenhez e lactacdo de roedores-AIN-93G [20].

** Segundo AIN-93G.



Tabela 2. Peso corporeo (g) dos filhotes machos no DPNI1 (n=10 ninhadas por grupo

experimental) e aos 30, 60 e 90 dias de idade pertencentes aos grupos ra¢do padrdo - RP (n=8

filhotes por idade) e racdo hipoprotéica - RH (n=10 filhotes por idade). Valores expressos em

média £ EPM. Teste “t” de Student, *p< 0,05.

Peso corporeo (g) Grupo RP Grupo RH
DPN 1 6,87 +0,18 6,07 £ 0,12*
DPN 30 70,88+ 2,01 57,53 £2,65%
DPN 60 287,40 + 5,67 257,42 + 8,81*
DPN 90 407,15 £ 9,75 351,53 £11,93*

DPN - dia pés-natal
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Tabela 3. Andlises morfométricas do testiculo e epididimo dos animais dos grupos racao padrao - RP e rag¢do hipoprotéica — RH

aos 30,60 e 90 dias de idade.

Grupo RP Grupo RH
R 30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Parametros (n=10) (n=9) (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)
Testiculo
Tudbulos normais (%) 70 [66-70] 97 [97-99] 96 [96-97] 68 [63,5-70,75] 98 [97-99] 97 [96-98]
60 dias 90 dias 60 dias 90 dias
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Epididimo
Epitélio (%) 24,7 [21,1-27,8] 12,5[9,8-16,0] 25,6 [22,6-28,9] 11,9 [8,3-15,0]
Luz (%)
47,6 [41,8 -52,8] 71,4 [66,0-75,9] 46,4 [38,7-50,3] 72,0 [67,9-78,0]
Intersticio (%) 292 [23,4-332] 16,0 [12,2-21,1] 26,8 [23,8-35,17 14,9 [11,8-17.9]

Valores expressos em mediana [Q; — Q3 ] Teste de Mann-Whitney.



Tabela 4. Pardmetros espermaticos de ratos machos aos 90 dias de idade (nimero e morfologia espermadtica) dos animais

dos grupos racdo padrao - RP e racdo hipoprotéica — RH.

Parametro Grupo RP (n=10) Grupo RH (n=10)
Contagens espermdticas no testiculo
Nimero de espermatozéides (x106) 168,77+ 8,98 140.30 = 5.61%
Niimero de espermatozéides/g 6rgao (x10%/g) 133,22 +£8,04 116,28 +4,31
PDE (x10%testiculo/dia) 27,66 + 1,47 23,05 £0,92%
PDEr (x10%dia/g) 21,83 +1,32 19,11 +£0,73
Contagens espermdticas no epididimo
Cabega/corpo
Numero de espermatozéides (x10%) 123,98 =734 H3.95 %630
Numero de espermatozdides/g érgao (xlO(’/g) 386,08 + 17,66 386,00 14,35
Tempo de transito (dias) 4,56 +0,31 4,96 +0,32
Cauda
Numero de espermatozdides (x106) 182,12 +4,47 140,09 + 8,62*
Numero de espermatozéides/g érgao (xlO(’/g) 1091,50 + 44,84 895,93 + 38,38*
Tempo de transito (dias) 6,70 £ 0,32 6,12 +0,35
1Espermatozc’)ides normais (%) 96,25 [95,62 — 96,87] 94 192,25 — 94,87]*
1Espermatoz()ides com presenga de gota citoplasmética (%) 45,75 [37,13 — 54,87] 70,25 [64,50 —79,37]*

PDE - Producido didria de espermatozdides. PDEr - Produgdo didria relativa de espermatozdéides. Valores expressos como

média + EPM. Teste de Mann-Whitney, *p < 0,05. ' Valores expressos em mediana [Q; — Q3] Teste de Mann-Whitney.
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4. CONCLUSOES FINAIS

Em conclusido, podemos sugerir que a restricdo protéica in utero, nestas condigdes
experimentais, altera a programac¢do do sistema reprodutivo masculino e compromete o
desenvolvimento sexual, atrasando o inicio da puberdade e provocando danos esperméticos na
idade adulta. Além disso, o retardo na idade de instalagdo dos sinais fisicos externos do inicio da
puberdade sugere que o periodo do desenvolvimento intra-uterino € critico para o inicio e

progressao da puberdade em machos e fémeas.
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