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RESUMO 

Nos últimos anos vem aumentando o reconhecimento mundial sobre a relevância da 

nutrição como pilar básico para o desenvolvimento econômico e social. Em países em 

desenvolvimento como o Brasil, por exemplo, a desnutrição é um problema sócio-econômico 

causado pela má alimentação e pela baixa renda. O nascimento de crianças com baixo peso é 

reconhecido como um importante problema de saúde pública, com efeitos devastadores no 

desenvolvimento, na sobrevivência e na saúde humana. Milhares de crianças têm seu crescimento 

retardado pela má nutrição, no entanto poucos trabalhos relacionam a desnutrição protéica 

materna e o desenvolvimento do sistema reprodutor. Dessa forma, o presente trabalho teve por 

objetivo avaliar o impacto da desnutrição protéica in utero sobre parâmetros morfofuncionais do 

trato reprodutivo masculino em diferentes fases do desenvolvimento sexual: pré-puberal, 

peripuberal e adulta, assim como sobre a instalação da puberdade em filhotes fêmeas, utilizando 

o rato como modelo experimental. Para tanto, foram obtidas ratas prenhes e divididas em dois 

grupos experimentais: grupo que recebeu ração padrão (n=12, grupo RP, 17% de proteína) e 

grupo que recebeu ração hipoprotéica (n=16, grupo RH, 6% de proteína) durante toda a prenhez. 

Durante a lactação os dois grupos experimentais receberam ração padrão. No 20º dia gestacional, 

10 ratas (grupo RP n=4, grupo RH n=6) foram sacrificadas procedendo-se em seguida a 

laparotomia para avaliação da performance reprodutiva das progenitoras. As demais ratas prenhes 

(grupo RP n=8, grupo RH, n=10) foram mantidas para permitir o nascimento e amamentação dos 

filhotes. A restrição protéica provocou redução do peso placentário, aumento do consumo de 

ração das progenitoras durante o início da gestação e redução deste consumo no final da gestação 

e início da lactação. No entanto, esta variação no consumo de ração não foi suficiente para 

compensar o efeito da dieta hipoprotéica sobre o organismo materno e fetal, uma vez que o ganho 
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de peso das progenitoras durante a gestação e o peso dos filhotes nas diferentes fases do 

desenvolvimento apresentaram redução significativa. Os filhotes fêmeas do grupo RH tiveram 

aumento da distância anogenital, sugerindo um processo de masculinização do fenótipo feminino. 

Nos filhotes de ambos os sexos a restrição protéica in utero provocou atraso no início da 

puberdade. Nos filhotes machos a restrição protéica provocou redução do peso testicular na fase 

pré-puberal e no adulto provocou danos em alguns parâmetros morfofuncionais do sistema 

reprodutivo reduzindo o peso do ducto deferente, o número de células de Sertoli, a motilidade 

espermática, a produção diária de espermatozóides e a reserva espermática na cauda do 

epidídimo. Os níveis séricos de testosterona foram reduzidos em 27% quando comparado ao 

grupo RP. Por outro lado, a incidência de espermatozóides com anormalidades morfológicas e 

retenção de gota citoplasmática aumentou. Assim, conclui-se que a restrição protéica in utero, 

nestas condições experimentais, provocou restrição de crescimento, comprometeu o 

desenvolvimento sexual, atrasando o início da puberdade e provocando danos espermáticos no 

adulto. 
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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 20th 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 
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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.  
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1. INTRODUÇÃO 

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

No rato, o período crítico de desenvolvimento e diferenciação sexual do sistema 

reprodutor vai do 12º dia de gestação até o final da lactação (Sommer et al., 1996; Peterson et al., 

1997; McIntyre et al., 2003).  

 O sistema reprodutor masculino do rato, assim como na maioria dos mamíferos, é 

composto por testículos (gônadas), epidídimos, ductos deferentes, glândulas sexuais e órgão 

copulador. 

Cada testículo pode ser, funcionalmente e anatomicamente, dividido em duas partes: 

tecido intersticial e túbulos seminíferos, responsáveis pela esteroidogênese e pela 

espermatogênese, respectivamente (Rodrigues & Favaretto, 1999). Os túbulos seminíferos são 

constituídos pelo tecido peritubular e epitélio seminífero composto pelas células de Sertoli e 

células germinativas (espermatogônias, espermatócitos e espermátides, em animais adultos). A 

espermatogênese é um processo elaborado pelo qual células-tronco espermatogoniais tornam-se 

células haplóides altamente diferenciadas, os espermatozóides (Clermont, 1972). O tecido 

intersticial fica entre os túbulos seminíferos e possui vasos sanguíneos e linfáticos, nervos e as 

células intersticiais ou de Leydig responsáveis pela produção de andrógenos, principalmente 

testosterona a qual posteriormente pode ser convertida em uma variedade de outros esteróides 

(Russell et al., 1990).  A função testicular é regulada por uma série de relações entre o 

hipotálamo, a hipófise, os hormônios testiculares e o compartimento germinativo (Sokol, 1997). 

 Nos mamíferos em geral, incluindo o rato, os epidídimos são divididos anatomicamente 

em três regiões conhecidas como cabeça (com o segmento proximal), corpo e cauda (Reid & 
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Cleland, 1957). Estas porções são subdivididas histologicamente em zonas que são designadas de 

acordo com a altura do epitélio e a distribuição e quantidade dos tipos celulares. Seu epitélio 

pseudoestratificado ciliado possui seis tipos celulares: basais, principais, estreitas, halos, claras e 

apicais (Hermo & Robaire, 2002). Já se sabe que em todas as espécies que estão sendo estudadas 

é necessário que o espermatozóide passe pela região proximal do epidídimo para que ocorra o 

processo de maturação espermática (capacidade para motilidade, reconhecimento e penetração 

pela zona pelúcida do oócito) (Jones, 1999). Há evidências de que este processo de maturação 

ocorra pela ação de proteínas do epidídimo produzidas e secretadas sob controle de andrógenos 

(Orgebin-Crist & Jahad, 1978). 

            A vesícula seminal consiste de um ducto único muito dilatado e enovelado. Este ducto é 

revestido por um epitélio pseudo-estratificado pregueado, constituído por células epiteliais 

secretoras e células basais. A camada muscular lisa que reveste o órgão é constituída por duas 

lâminas: uma interna, de fibras circulares, e outra externa, de fibras longitudinais. A luz é 

ocupada pelo produto de secreção, de aspecto hialino (Hayward et al., 1996a; 1996b). 

 A próstata é formada por um conjunto de glândulas tubuloalveolares ramificadas, cujos 

ductos desembocam na uretra prostática. O epitélio é colunar simples formado por células 

secretoras, basais e neuroendócrinas. Ela é envolta por uma cápsula fibroelástica rica em músculo 

liso, que envia septos para o interior da glândula. No homem, este órgão é compacto (alobular) 

apresentando três zonas: central, periférica e de transição. No rato, a próstata é dividida em 

quatro pares de lóbulos definidos como próstata anterior, dorsal, ventral e lateral (Roy-Burman et 

al., 2004). 

 Os produtos de secreção da vesícula seminal e próstata contribuem para a nutrição e 

suporte dos espermatozóides fora do trato genital masculino. As funções destas glândulas são 
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dependentes de estímulo androgênico como a testosterona, que atua diretamente nos órgãos 

sexuais acessórios masculinos (Mann, 1974).   

Os hormônios desempenham um papel vital para o início e a manutenção da função 

reprodutiva masculina (Meeker et al., 2007). O GnRH liberado pelo hipotálamo age na hipófise 

estimulando a liberação do hormônio folículo estimulante (FSH) e do hormônio luteinizante 

(LH). O FSH sustenta a espermatogênese dentro dos túbulos seminíferos e estimula a formação 

dos receptores de gonadotrofinas no testículo, enquanto o LH estimula as células intersticiais a 

produzir e secretar testosterona. A testosterona é necessária para o início da espermatogênese na 

puberdade, para sua manutenção na maturidade e para sua restauração em caso de supressão 

(Sharpe, 1994). O desenvolvimento pós-natal do sistema reprodutor masculino requer sinais 

hormonais do eixo hipotalâmico-hipofisário, uma subseqüente resposta testicular e um feedback 

do testículo sobre o eixo para modular a liberação de gonadotrofina (Marty et al., 2003).  

 Os testículos, epidídimos e as glândulas sexuais acessórias são órgãos andrógeno-

dependentes e qualquer fator que atue desordenando a interação coordenada do eixo hipotálamo – 

hipófise – gônada pode levar a anormalidades reprodutivas (Sokol, 1997). 

 

1.2 Puberdade no rato 

A puberdade é um período importante do desenvolvimento sexual, pois ocorre uma 

cascata de processos que levam à maturação do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas, tornando o 

indivíduo capaz de iniciar o ciclo reprodutivo da espécie. Durante a puberdade ocorrem 

mudanças no perfil hormonal, na síntese e secreção de esteróides em resposta ao aumento da 

pulsatilidade do GnRH e ao aumento da síntese e secreção de LH e FSH. Esse conjunto de 

alterações fornece ambiente adequado para que se inicie e se estabeleça o processo da 
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espermatogênese, levando à produção do gameta masculino (Ojeda & Urbanski, 1994). Assim, 

qualquer alteração nos eventos característicos desse período pode acarretar sérios prejuízos para a 

reprodução do indivíduo. Ainda segundo esses autores, os mecanismos que governam o início da 

puberdade no rato são melhor compreendidos nas fêmeas do que nos machos. Nas fêmeas a idade 

da abertura vaginal e ocorrência do primeiro estro são indicativos do início da puberdade que 

ocorre aproximadamente aos 35 dias de idade (US EPA, 1996, Crain et al, 2008). Flutuações nos 

níveis de estrógeno e progesterona durante o ciclo estral, exercem profundo efeito na proliferação 

do epitélio e citodiferenciação dos órgãos do sistema reprodutor feminino (Boutin & Cunha, 

1997) influenciando o crescimento, a função e a diferenciação destes órgãos. 

A puberdade do rato macho tem início por volta dos 50 dias de idade (Robb et al., 1978). 

No período compreendido entre 75 dias (máxima produção de espermatozóides) e 100 dias de 

idade (concentração máxima de espermatozóides estocados na cauda do epidídimo), 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 pós-natal no rato macho se 

divide em 4 fases: (1) neonatal, do dia pós-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 Desnutrição infantil 

A desnutrição é definida como um estado patológico de diferentes graus de intensidade e 

variadas manifestações clínicas. Pode ser causada por má-alimentação ou por baixa ingestão de 

alimento. Carências de um ou mais elementos essenciais e de alto valor biológico tais como 

proteínas, lipídeos, açúcares ou minerais levam à desnutrição causada por má-alimentação 
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(Escoda, 2002). Esse tipo de desnutrição pode advir de questões culturais, ambientais, políticas, 

econômicas, sociais, éticas e morais, e é diferente da desnutrição alimentar (denominada de 

desnutrição protéico-calórica) onde há falta de quase todos os nutrientes essenciais devido à baixa 

ingestão de alimento. Esta última pode ser encontrada em todas as partes do mundo e em todas as 

idades do indivíduo, sendo mais comum em crianças pobres de países em desenvolvimento 

(Sousa & Miranda Neto, 2007).   

Contudo, independentemente da forma clínica de desnutrição encontrada, a deficiência 

protéica está normalmente presente e ocorre porque um indivíduo com deficiência calórica utiliza 

as proteínas como fonte de energia para suas células. Esses elementos - as proteínas - são 

essenciais para a manutenção do indivíduo uma vez que atuam como elementos estruturais, 

componentes de hormônios, anticorpos e enzimas. Desta forma, a ingestão satisfatória de 

aminoácidos, cuja quantidade ideal é adquirida através da alimentação, é importante para uma 

síntese protéica adequada (Lajolo & Tirapegui, 2000). 

Nas últimas décadas vem crescendo o interesse pelo estado nutricional dos indivíduos por 

parte dos líderes governamentais, uma vez que o índice de desnutrição de uma população reflete 

seu estado de desenvolvimento econômico e social. Atualmente, também existe uma ampla gama 

de estudos nutricionais capazes de indicar a “dieta ideal” para cada faixa etária ou até mesmo 

para cada indivíduo de acordo com suas condições de saúde. Entretanto, no Brasil e em todo 

mundo, o número de desnutridos é expressivo, apesar de noções básicas de nutrição serem 

oferecidas desde a pré-escola (Monteiro, 2003).  

 Neste ínterim, segundo Monteiro (2003) as crianças por serem mais vulneráveis são um 

bom indicativo da situação nutricional de uma região ou de um país. Entre os fatores que 

contribuem para a desnutrição em crianças, também conhecida como desnutrição infantil, 
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destacam-se as suas necessidades relativamente maiores de energia e de proteínas em relação aos 

demais membros da família (Monte, 2000).   

 Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) ao longo de 

quase 30 anos (1974-2003), o Brasil registrou uma diminuição na taxa de desnutrição alimentar 

concomitante com um aumento na taxa da população com sobrepeso e obesidade em ambos os 

sexos. No entanto, a desnutrição ainda possui uma prevalência em torno de 4,6% na faixa etária 

da população usualmente mais vulnerável a deficiências nutricionais (menores de 5 anos) (IBGE, 

2008).  

 Apesar do direito incondicionável de todo ser humano não padecer de fome ou 

desnutrição ter sido sucessivamente reafirmado em conferências dos países membros das Nações 

Unidas e pela Organização Mundial da Saúde (OMS), a desnutrição infantil continua sendo um 

dos problemas mais importantes de saúde pública do mundo atual devido a sua magnitude e 

consequências desastrosas para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivência das crianças. 

 No Brasil a situação nutricional dos menores de 5 anos melhorou nos últimos anos. Entre 

1975 e 1989, a prevalência da desnutrição foi reduzida em cerca de 60%, representando mais de 1 

milhão de crianças (Monteiro, 2003). No entanto, o problema não está totalmente controlado, 

uma vez que ainda existe um percentual, embora não muito alto, de crianças desnutridas graves 

que se concentram nas regiões mais pobres do país, ou seja, as regiões Norte e Nordeste, onde o 

índice pode chegar a 11%. Atualmente, a forma mais comum de desnutrição infantil é a crônica, a 

qual é expressa pelo déficit de crescimento (IBGE, 2008).  

Segundo a OMS, a classificação do estado nutricional utiliza como indicadores o peso por 

idade, altura por idade e peso por altura, uma vez que a desnutrição afeta o desenvolvimento 

físico da criança podendo levar à redução do seu peso e altura (WHO, 1995; Onis & Blossner, 
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2003). De modo geral o crescimento é um processo dinâmico e contínuo que ocorre desde a 

concepção, sendo expresso pelo aumento do tamanho corporal. Este constitui um dos melhores 

indicadores de saúde da criança, refletindo as suas condições de vida no passado e no presente 

(Ministério da Saúde, 2002). 

 Sabe-se que todo ser humano nasce com um potencial genético de crescimento que poderá 

ou não ser alcançado, dependendo das condições de vida a que esteja exposto desde a concepção 

até a idade adulta. Portanto, o crescimento está influenciado por fatores intrínsecos (genéticos) e 

extrínsecos (ambientais) dentre os quais se destacam a alimentação, saúde, higiene, habitação e 

cuidados gerais com a criança (Wolansky, 1970; Karlberg et al., 1994; WHO, 1995). O 

crescimento também é influenciado pela evolução 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 condição de nascer com peso inferior 

a 2500 gramas constitui um expressivo fator de risco para retardo de crescimento, doenças 

infecciosas, infecções respiratórias e atraso no desenvolvimento (Lira et al., 1996; Eickmann et 

al., 2002).  

Milhares de crianças no mundo têm seu crescimento retardado pela nutrição inadequada. 

A OMS estima que mais de 20 milhões de crianças nasçam com baixo peso a cada ano, cerca de 

150 milhões de crianças menores de 5 anos têm baixo peso para sua idade e 182 milhões (32,5%) 

tem baixa estatura (Monte, 2000).  

Um estudo recente estima que cerca de 53% da mortalidade perinatal é atribuída ao baixo 

peso (Onis et al., 2004). A desnutrição é a segunda causa de morte mais frequente em menores de 

5 anos em países em desenvolvimento. Cerca de 20 a 30% das crianças gravemente desnutridas 
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vão a óbito durante o tratamento em serviços de saúde (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 saúde ao nascimento é o fator determinante para a sobrevivência e 

qualidade de vida da criança.  

               

1.4 Programação fetal 

 Entende-se por programação a modificação permanente na estrutura, fisiologia ou 

metabolismo de um órgão, devido a estímulos ou agravos durante um período crítico do 

desenvolvimento (Lucas, 1994; Law, 2001). O conceito de “programação fetal” relaciona-se a um 

inadequado crescimento intra-uterino e sugere que o feto pode ser programado durante o 

desenvolvimento pré-natal para desenvolver doenças na idade adulta (Langley-Evans et al., 1998; 

Edwards et al., 2001).  Este novo paradigma também sugere que a suscetibilidade a doenças é 

resultado da influência da nutrição e da exposição ambiental a agentes tóxicos e ao estresse 

durante o período fetal e neonatal (Heindel, 2007).  

Nos últimos anos, um conjunto crescente de evidências tem sustentado a idéia de que 

distúrbios ocorridos em períodos críticos do desenvolvimento fetal podem determinar alterações 

permanentes ou de longo prazo na fisiologia ou morfologia de um determinado órgão (Ashton, 

2000). Vários são os achados que relacionam o ambiente gestacional com efeitos tardios na 

composição corporal dos indivíduos, evidenciando a fase gestacional como um período crítico 

para a gênese de doenças. Um dos mais importantes tipos de programação consiste naquele 

induzido pela nutrição no início da vida, sendo o baixo peso ao nascer um marcador de nutrição 

fetal deficiente (Lucas et al., 1999).  
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 Os processos fisiológicos que ocorrem durante o período gestacional, tais como aumento 

do volume sanguíneo, aumento tecidual, crescimento da placenta e do feto, requerem um maior 

aporte de nutrientes como proteínas, vitaminas e sais minerais. Deste modo, uma nutrição 

adequada durante a gestação permite que o feto desenvolva um potencial de crescimento ideal, 

resultando no nascimento de indivíduos saudáveis 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 subnutrição precoce da progênie. Desta forma, o desenvolvimento e o 

crescimento nos períodos intra e pós-uterino são dependentes dos ambientes nutricional, 

hormonal e metabólico provido pela mãe (Desai & Hales, 1997). Sabe-se que o aporte suficente 

de proteína é essencial para a manutenção e sucesso da gestação (Dietary Reference Intake, 1990) 

além de ser essencial para o crescimento fetal (Satish, 2000). A desnutrição protéica pode ocorrer 

principalmente durante a gestação, lactação e nos dois primeiros anos de vida (Desai et al., 1980).  

  Tem sido relatado que crianças com baixo peso ao nascimento apresentam maior 

probabilidade de baixo desenvolvimento cognitivo e de danos neurológicos, além de menor 

resistência a doenças. Na idade adulta, essas crianças poderão apresentar maiores riscos de 

desenvolver doenças cardiovasculares, hipertensão arterial, diabetes, dislipidemias bem como 

complicações renais. (Barker et al., 1989; Law et al., 1991; Williams et al., 1992; Vanpee et al., 

1992). 

 Assim, vários estudos disponíveis na literatura científica associam a restrição alimentar ou 

protéica materna, durante diferentes intervalos da gestação e da lactação com seus efeitos sobre a 

prole. Restrições nutricionais maternas antes ou durante a gestação têm sido associadas a uma 

maior frequência de partos prematuros, retardo de crescimento intra-uterino e baixo peso ao 



 14

nascimento (Kouba et al., 2005). De acordo com a literatura especializada, a restrição protéica 

materna, sozinha ou combinada com uma restrição energética durante a gestação, resulta em um 

decréscimo consistente do crescimento fetal em muitas espécies de mamíferos.   

 Zambrano et al. (2006) relataram que a restrição protéica (10%) durante a gestação e/ou 

lactação promove mudanças metabólicas e fisiológicas, de maneira sexo dependente, variando 

também com o momento da exposição. Melo & Cury (1988) mostraram baixos níveis séricos de 

ácidos graxos, baixo teor de gordura e de proteína na carcaça das ratas gestantes que receberam 

dieta hipoprotéica (6% de proteína), 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 restrição protéica em ratas durante a gestação resulta em perturbações no 

desenvolvimento fetal, além de disfunções metabólicas e fisiológicas. Malandro et al. (1996) 

propuseram que a nutrição materna tem efeitos regulatórios no fornecimento de nutriente para o 

feto.  

 Desai et al. (1996) afirmaram que a privação materna a proteína não afeta apenas o 

crescimento corpóreo dos filhotes, mas também causa uma mudança na sua composição 

corpórea, afetando os órgãos de maneira seletiva. Esses autores também afirmaram que a 

recuperação do peso dos órgãos na vida pós-natal não significa necessariamente uma recuperação 

morfo-funcional no mesmo. 

 Segundo Holemans et al. (2003), o feto e o neonato têm capacidade de se adaptarem ao 

meio perinatal. Essas adaptações do metabolismo fetal ao meio intra-uterino alterado têm 

consequências para a progênie, e podem persistir até a vida adulta e até a geração seguinte. Tal 

fenômeno já havia sido proposto por Barker (1997) para fetos humanos.  
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 Neste contexto, alguns pesquisadores mostraram que a restrição protéica em ratas 

gestantes e/ou lactantes pode levar a alterações metabólicas e fisiológicas na prole, as quais 

podem ser permanentes mesmo que o animal tenha livre acesso a ração normoprotéica após o 

desmame (Ramos et al.,2000; Zambrano et al., 2005; Bieswal et al., 2006;  Zambrano et al., 

2006).  

 

1.5 Desnutrição e sistema reprodutor 

A maioria dos estudos relacionados aos efeitos da desnutrição fetal sobre o 

desenvolvimento da prole são realizados para a investigação do sistema cardiovascular (Langley 

& Jackson, 1994; Hoet & Hanson, 1999; Torrens et al., 2003; Sherman  & Langley-Evans, 2000). 

Assim, são escassos os estudos que correlacionam os efeitos da desnutrição materna com o 

desenvolvimento do sistema reprodutor.  

 A importância dos fatores pré-natais e neonatais, particularmente o estado nutricional, 

sobre a programação da função reprodutiva, só foi reconhecida nas últimas décadas (Gunn et 

al.,1972; Gunn, 1977; Allden, 1979; Zambrano et al., 2005; Guzmán et al., 2006). Atualmente 

alguns autores têm se preocupado em verificar os efeitos tardios da restrição de nutrientes durante 

a prenhez e lactação, sobre o desenvolvimento sexual e funções reprodutivas da prole na vida 

adulta (Rhind et al., 2001; Rae et al., 2002; Zambrano et al., 2005).  

Há muito tem sido relatado que o estado nutricional é um fator importante para o 

desenvolvimento das funções reprodutivas e início da puberdade (Ronnekleiv et al., 1978; Frisch, 

1980; Engelbregt et al., 2000, Leonhardt et al., 2003). Pesquisas têm demonstrado uma relação 

entre o retardo do crescimento intra-uterino provocado por restrição alimentar materna e o 
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desenvolvimento puberal de machos e fêmeas, indicando mudanças no início e progressão da 

puberdade (Engelbregt et al., 2000; Zambrano et al., 2005; Guzmán et al., 2006).  

Contudo, a relação entre o retardo do crescimento intra-uterino e os mecanismos que 

controlam o início da puberdade não está totalmente compreendida. Observou-se que uma 

restrição nutricional severa, mediada por mecanismos placentários, pode afetar o 

desenvolvimento do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal no feto, desfavorecendo e atrasando o 

início da puberdade (Da Silva et al., 2001).  

Zambrano et al. (2005) e Guzmán et al. (2006), estudando o efeito da restrição protéica 

materna em diferentes períodos (gestação e/ou lactação) sobre o sistema reprodutivo da prole 

masculina e feminina respectivamente, mostraram alterações no desenvolvimento tais como 

aumento da distância anogenital nos filhotes machos e fêmeas e atraso na instalação da 

puberdade em ambos os sexos. 

Camundongos adultos submetidos à restrição alimentar de 30% por até 8 semanas 

apresentaram redução de 42%  na concentração de testosterona sérica, redução de 27% na massa 

testicular e um aumento na taxa de apoptose que pode ser responsável pela regressão testicular 

ocorrida em resposta a restrição alimentar (Youn et al., 2000). 

A nutrição é conhecida por acarretar uma variedade de efeitos no sistema endócrino 

(Moura et al., 1997; Rocha de Melo & Guedes 1997; Passos et al., 2000, Teixeira et al., 2002). 

Alterações nos níveis de corticosterona, testosterona, estradiol e LH, foram relatadas tanto nas 

mães quanto na progênie submetidas a restrição alimentar (Zambrano  et al., 2005; Teixeira et al., 

2007). Outros autores relataram redução no peso testicular da progênie de ratas submetidas a 

restrição alimentar ou protéica durante a gestação e aumento na expressão de receptores de 

andrógeno no órgão (Mota et al., 2001; Teixeira et al., 2007).  Genovese et al. (2009) 
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encontraram uma diminuição no número de células de Sertoli em animais adultos que sofreram 

desnutrição alimentar durante a vida fetal e pré-puberal.  

Diante do exposto, o tema do presente estudo, além de atual, tem grande importância 

aplicada, pois a preocupação com os hábitos alimentares e a saúde reprodutiva, responsável pela 

manutenção das espécies, é crescente. Desta forma, estudos sobre desnutrição materna e suas 

consequências sobre a prole, fazem-se necessários, não somente em relação a problemas 

cardiovasculares, diabetes e hipertensão, como também nos possíveis efeitos sobre o 

desenvolvimento reprodutivo.  

 

 2. OBJETIVO 

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o impacto da desnutrição protéica in utero 

sobre parâmetros morfofuncionais do trato reprodutivo masculino em diferentes fases do 

desenvolvimento sexual: pré-puberal, peripuberal e adulta, assim como sobre a instalação da 

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

 

3. CAPÍTULO 

 Este trabalho deu origem aos artigos “Efeitos da restrição protéica in utero sobre a 

performance reprodutiva materna e o  desenvolvimento sexual inicial da prole de ratos” que 

deverá ser submetido para o periódico “The Journal of Nutritional Biochemistry” e  “Restrição 

protéica in utero causa retardo de crescimento e altera parâmetros espermáticos em ratos” que 

deverá ser submetido para o periódico “The Journal of Physiology”, depois de versados para o 

inglês.  
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RESUMO 

 O estado nutricional materno desempenha um importante papel no crescimento e 

desenvolvimento pós-natal dos filhotes. O objetivo do presente estudo foi avaliar os possíveis 

efeitos da restrição 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 ração padrão (RP, n=8, 17% proteína) e grupo tratado com 

ração hipoprotéica (RH, n=10, 6% proteína) durante toda a gestação. Os resultados mostraram 

que a restrição protéica provocou uma redução significativa no peso das placentas e no ganho de 

peso das progenitoras durante a gestação, além de reduzir o peso corpóreo dos filhotes no período 

pós-natal. Na prole masculina a restrição protéica in utero atrasou a idade da descida testicular e 

separação prepucial e, na prole feminina atrasou a idade da abertura vaginal e primeiro estro. O 

retardo na idade de instalação dos sinais físicos externos do início da puberdade sugere que o 

período do desenvolvimento intra-uterino é crítico para o início e progressão da puberdade em 

machos e fêmeas. Além disso, o aumento da distância anogenital dos filhotes fêmeas do grupo 

RH indicam que a restrição protéica in utero pode induzir um processo de masculinização na 

prole feminina. Desta forma, nestas condições experimentais, a restrição protéica in utero 

comprometeu o desenvolvimento sexual inicial de ambos os sexos. 

 

INTRODUÇÃO 

 O desenvolvimento e o crescimento nos períodos intra e pós-uterino são dependentes do 

ambiente nutricional, hormonal e metabólico provido pela mãe durante a gestação e lactação [1].  
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 Os processos fisiológicos que ocorrem durante o período gestacional, tais como aumento 

do volume sanguíneo, aumento tecidual, crescimento da placenta e do feto, requerem um maior 

aporte de nutrientes (proteínas, vitaminas, sais minerais etc.). Sabe-se que o aporte de proteína é 

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

 Uma nutrição adequada durante a gestação permite que o feto desenvolva um potencial de 

crescimento, resultando no nascimento de filhotes saudáveis e com tamanho adequado [3]. De 

acordo com a literatura, a restrição protéica materna, sozinha ou combinada com restrição 

energética durante a gestação, resulta em decréscimo consistente do crescimento fetal em muitas 

espécies.  A ênfase sobre o peso ao nascimento reflete sua importância na mortalidade, 

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

 Há uma associação entre o retardo do crescimento intra-uterino e o aparecimento de 

doenças na vida adulta e isto conduz à hipótese de uma origem fetal para as doenças, sugerindo 

que fatores ambientais adversos, tais como desnutrição protéica in utero, atuem na programação e 

no desenvolvimento do tecido fetal, o que produzirá disfunções e doenças posteriormente [1,4]. 

Estudos epidemiológicos sugerem que recém-nascidos com baixo peso apresentam alta 

susceptibilidade a doenças como diabetes tipo 2, hipertensão e doenças cardiovasculares na vida 

adulta [5]. São escassos os estudos que correlacionam o baixo peso ao nascimento e o 

desenvolvimento do sistema reprodutor [6,7]. 

O estado nutricional é um fator importante para o desenvolvimento das funções 

reprodutivas e início da puberdade [8-11]. A puberdade é um período de rápidas alterações 

endócrinas e morfológicas que marca a transição entre o estado juvenil e o adulto [12]. Na fêmea 

a idade da abertura vaginal e ocorrência do primeiro estro são indicativos do início da puberdade 
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que ocorre aproximadamente aos 35 dias de idade [13,14]. Flutuações nos níveis de estrógeno e 

progesterona durante o ciclo estral, exercem profundo efeito na proliferação do epitélio e 

citodiferenciação dos órgãos do sistema reprodutor feminino [15] influenciando o crescimento, a 

função e a diferenciação destes órgãos. No rato macho, a puberdade tem início por volta dos 50 

dias de idade [16]. No período compreendido entre 75 dias (máxima produção de 

espermatozóides) e 100 dias de idade (concentração máxima de espermatozóides estocados na 

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

 Atualmente, autores têm se preocupado em verificar os efeitos tardios da restrição de 

nutrientes durante a prenhez e lactação, no desenvolvimento sexual e funções reprodutivas da 

prole na vida adulta [6,18,19]. Por um longo tempo tem sido hipotetizado que o peso corpóreo 

tem papel central na regulação da puberdade [6,7,10]. Contudo, a literatura é controversa e a 

relação entre o retardo do crescimento intra-uterino e instalação da puberdade em ratos não é bem 

compreendida.  

 Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os possíveis efeitos da restrição 

protéica in utero sobre a performance reprodutiva das progenitoras e o desenvolvimento sexual 

inicial da prole feminina e masculina de ratos.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais 

 Ratos machos adultos (n =15, 90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e fêmeas 

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 Mamíferos do Departamento de 

Morfologia do Instituto de Biociências de Botucatu - UNESP, em gaiolas de polipropileno 

(40x30x15 cm), com substrato de maravalha, em condições controladas de temperatura (média de 

23ºC), luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e acesso livre a água e comida. 

 Acasalamentos foram realizados durante o período escuro do ciclo, colocando-se duas 

fêmeas na caixa do macho. Ao final do pareamento foi colhido o esfregaço vaginal das ratas e o 

dia zero de prenhez (DG0) foi determinado pela presença de cabeças de espermatozóides nos 

esfregaços vaginais de fêmeas em estro. As ratas prenhes foram divididas em dois grupos 

experimentais: um grupo que foi tratado com ração padrão (grupo RP, n=12, 17% proteína) e o 

outro que foi tratado com ração hipoprotéica (grupo RH, n=16, 6% proteína) durante toda a 

prenhez (DG0 ao DG21) [20]. Durante o período lactacional as ratas pertencentes aos dois grupos 

experimentais receberam ração convencional de biotério. Os filhotes após a lactação também 

receberam água e ração convencional à vontade. As rações hipoprotéica e padrão, cujas 

composições encontram-se descritas na Tabela 1, foram preparadas no Laboratório Experimental 

da Faculdade de Medicina da Unesp, Campus de Botucatu-SP. As dietas são isocalóricas e 

normossódicas (0,20%).   

 Os procedimentos experimentais estão de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e 

foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de 

Biociências de Botucatu (protocolo nº 10/08-CEEA). 
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Performance reprodutiva das progenitoras 

 Desde o DG0 até o final da lactação (dia pós-natal 21 - DPN21) as progenitoras foram 

pesadas em dias alternados para permitir a avaliação do ganho de peso corpóreo. O consumo de 

ração foi medido em dias alternados com o objetivo de monitorar o consumo médio diário. 

 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 avaliação dos parâmetros reprodutivos das 

progenitoras: peso final das progenitoras, número de corpos lúteos, implantes, reabsorções, peso 

do útero com fetos, peso da placenta, número de filhotes, peso dos fetos e posterior determinação 

do potencial de fertilidade: sítios de implantação/ corpos lúteos x 100; taxa de perdas pré-

implantação: nº corpos lúteos – nº de implantações/ nº de corpos lúteos x 100; taxa de perdas pós-

implantações: nº de implantações – nº de fetos vivos/ nº de implantações x 100. 

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

nascimento e amamentação dos filhotes. 

 

Coleta e análise dos testículos fetais dos machos 

 Foram retirados os testículos de fetos machos (grupo RP, n=4 e grupo RH n=5), fixados em 

Karnovsky (2,5% glutaraldeído, 8% de paraformoldeído), processados para inclusão em resina e 

obtenção de cortes histológicos com 5 µm de espessura corados com hematoxilina e eosina. A 

avaliação estereológica 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 

proporção relativa do compartimento intersticial e do cordão testicular. Com o auxílio de um 
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fotomicroscópio de luz Leica®, no aumento de 400X foram analisados 10 campos por animal, em 

ensaio cego.  

 

Análises dos filhotes 

 No DPN1 os filhotes foram pesados e com auxílio de um paquímetro foi feita a medida da 

distância anogenital (DAG - distância entre o ânus e o tubérculo genital) absoluta e relativa [22]. 

Posteriormente, as ninhadas foram reduzidas para 10 filhotes, visando manter um número 

semelhante de machos e fêmeas. No DPN13 foi registrada a presença de aréolas/ mamilos, 

baseada na presença ou ausência do mamilo ou de uma descoloração da pele na região torácica 

[22].  

 

Sinais físicos externos do desenvolvimento sexual  

 Determinou-se, nos filhotes do sexo masculino, o dia em que ocorreu a descida testicular 

através da palpação diária da bolsa escrotal, a partir do DPN15.  A separação prepucial, 

indicativo do início da puberdade, foi investigada a partir DPN30, através da retração manual do 

prepúcio [23]. 

 Determinou-se, nos filhotes do sexo feminino, o dia em que ocorreu a abertura vaginal 

completa, indicativo da instalação da puberdade, a partir do DPN30. Após a ocorrência da 

abertura vaginal foram colhidos lavados vaginais para investigar a idade do primeiro estro, 

caracterizado pela predominância de células epiteliais cornificadas. Para tanto, sempre no mesmo 

horário, uma ponteira contendo 10µL de solução fisiológica (NaCl, 0,9%) acoplada a um 

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

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

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Para a comparação dos resultados entre os grupos experimentais foi utilizado, dependendo 

da natureza da distribuição dos dados, os testes t de Student ou o teste de Mann-Whitney. As 

diferenças foram consideradas significativas quando p< 0,05. 

 

RESULTADOS  

 As progenitoras do grupo RH apresentaram evolução de peso corporal semelhante às ratas 

do grupo RP durante a gestação (dados não mostrados). Em relação à porcentagem de ganho de 

peso durante o período gestacional as progenitoras do grupo RH apresentaram uma redução 

estatisticamente significativa (Figura 1).  

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

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

 Durante a gestação as progenitoras do grupo RH, quando comparadas ao grupo RP, 

apresentaram um aumento estatisticamente significativo no consumo de ração do 3º ao 11º dia de 

prenhez (Figura 2A). Contrariamente, na lactação o consumo de ração das progenitoras do grupo 

RH foi menor durante todo período e estatisticamente significativo do 5º ao 11º dia lactacional 

(Figura 2B). 
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 Em relação à performance reprodutiva, foi verificado que a restrição protéica durante a 

gestação provocou uma redução estatisticamente significativa no peso da placenta das 

progenitoras. Os demais parâmetros analisados não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa (Tabela 3). 

 O peso corpóreo médio no DPN1 e durante a lactação foi significativamente menor nos 

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

 Não houve diferença estatisticamente significativa na distância anogenital (mm) absoluta e 

relativa entre os filhotes machos dos dois grupos experimentais (Tabela 4). No entanto, nas 

fêmeas do grupo RH houve um aumento estatisticamente significativo desse parâmetro quando 

comparado ao grupo RP (Tabela 4).  

 Em relação à porcentagem de filhotes machos e fêmeas que apresentavam aréolas/mamilos 

não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (dados não 

mostrados).  

 A restrição protéica in utero atrasou a idade da descida testicular e da separação prepucial 

da prole masculina, quando comparada aos animais cujas mães receberam ração padrão (Figura 

4). Da mesma forma, na prole feminina a restrição protéica in utero atrasou a idade da abertura 

vaginal e do primeiro estro (Figura 5). 

 A análise estereológica dos testículos fetais não revelou alterações no compartimento 

intersticial e no cordão testicular que pudessem ser atribuídas à restrição protéica in utero (dados 

não mostrados). 
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DISCUSSÃO 

 De acordo com Widdowson & McCance [25] dietas marginalmente deficientes em algum 

nutriente podem levar a estímulo de consumo, a fim de aumentar a disponibilidade deste nutriente 

limitante. O aumento do consumo de ração durante as duas primeiras semanas de gestação 

encontrado em nosso estudo corrobora com este postulado. Este dado também está de acordo com 

Desai et al. [26] cujas mães que foram submetidas a dieta hipoprotéica (80g proteína/kg) 

apresentaram um aumento do consumo de ração nas duas primeiras semanas de gestação. No 

entanto, observou-se que o aumento do consumo de ração e conseqüente aumento do consumo de 

proteína não 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 

gestação e o peso dos filhotes no DPN1 apresentaram uma redução significativa no grupo RH.  

 Sabe-se que se o conteúdo de proteína na dieta é reduzido a níveis extremamente baixos, 

ocorre um aumento na mobilização de proteína corporal (proteína endógena) na busca de atender 

às exigências nutricionais para a manutenção do animal [27]. Estudos com animais indicam que 

dietas deficientes em proteínas causam redução do ganho de peso e aumento dos níveis de 

histamina cerebral que tem efeito sobre o consumo alimentar. O aumento nos níveis de histamina 

provoca redução no consumo alimentar e esta pode ser a causa da redução no consumo de ração 

das ratas do grupo ração hipoprotéica observada no final da gestação [27,28]. Já durante o 

período lactacional, a redução no consumo observada nestas mesmas ratas pode estar relacionada 

tanto a estes fatores quanto a uma queda do estímulo inicial ao consumo, uma vez que durante 

este período as progenitoras do grupo ração hipoprotéica passaram a receber a dieta padrão com 

nível protéico adequado. 
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 No presente estudo, a redução 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 redução no peso da placenta e nos níveis de aminoácidos 

materno-fetal, sugerindo que a restrição protéica materna promove uma redução na transferência 

de nutrientes para os fetos. Fernandez-Twinn et al. [30] também observaram uma redução 

significativa no peso da placenta de ratas submetidas à restrição protéica (8%) durante a gestação.  

 O papel da placenta é essencial para o crescimento saudável do feto e está tornando-se claro 

que as atividades da placenta são moduladas pelos sinais originados do feto [31]. A troca de 

nutrientes entre a placenta e o feto envolve três principais mecanismos: transferência direta de 

nutrientes do plasma materno para o plasma fetal; metabolismo placental e consumo de 

nutrientes; metabolismo placental de nutrientes da carcaça para formas alternativas de substrato 

[32].  

 Segundo Rutland et al. [33], redução no peso placentário e baixo peso ao nascer são 

indicadores de retardo de crescimento intra-uterino. Nossos resultados mostraram que a restrição 

protéica in utero provocou uma redução significativa no peso dos filhotes no DPN1. Por outro 

lado, o peso dos fetos no DG20, embora menor, não foi estatisticamente significativo. 

Contrariamente, Fernandez-Twinn et al. [30] observaram uma redução no peso dos fetos no 

DG18 e DG21 de mães submetidas à dieta hipoprotéica (8%). Desta forma, pode-se sugerir que 

em nosso trabalho a dieta hipoprotéica materna provocou uma restrição de crescimento intra-

uterino mais pronunciada ao final da gestação. 

 A distância anogenital e o número de aréolas/mamilos, são parâmetros andrógeno-

dependentes importantes, pois permitem a análise de alterações na diferenciação do sistema 
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reprodutor [13,34-36]. Zambrano et al. [6], estudando filhotes machos de progenitoras 

submetidas à restrição protéica durante a gestação encontrou aumento da distância anogenital. No 

presente estudo a restrição protéica in utero não provocou alterações neste marcador externo de 

diferenciação sexual ao nascimento, assim como não alterou a regressão de aréolas/mamilos nos 

ratos machos.  

 A restrição protéica durante a gestação causa aumento dos níveis séricos de corticosterona, 

estradiol e testosterona das progenitoras [6]. Estudos mostram que esteróides maternos e/ou seus 

metabólitos podem atravessar a placenta e assim desempenhar um papel no aumento da distância 

anogenital de filhotes fêmeas de mães que sofreram restrição protéica [35]. O aumento da 

distância anogenital encontrado em nosso estudo pode ser um indicativo de masculinização do 

fenótipo feminino [36] relacionado com um possível aumento de testosterona materna [7]. 

 Estudos têm demonstrado uma relação entre o retardo do crescimento intra-uterino, causado 

por restrição alimentar materna e alterações no desenvolvimento puberal de machos e fêmeas. 

Alguns autores sugerem que é necessário atingir um peso corpóreo satisfatório para o início da 

puberdade [37,38]. No entanto, estudos recentes mostram que o peso dos filhotes não é o único 

fator determinante para a instalação e progressão da puberdade [6,7,10].   

 Engelbregt et al. [10], observaram que uma restrição nutricional mediada por mecanismos 

placentários pode desfavorecer e atrasar o início da puberdade em ambos os sexos. A desnutrição 

no período perinatal pode alterar a programação do sistema endócrino e consequentemente 

provocar alterações no início e no desenvolvimento puberal de ratos [10].  

 O retardo na idade de instalação dos sinais físicos externos do início 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 restrição 

protéica in utero. Guzmán et al. [7] relataram que a idade da abertura vaginal e do primeiro estro 

são retardadas em fêmeas expostas à restrição protéica durante o desenvolvimento fetal e 

lactacional.  

 Leonhardt et al. [11] sugerem que o retardo de crescimento perinatal induzido por restrição 

alimentar (calórica e protéica) materna causa drásticas conseqüências no desenvolvimento das 

gônadas masculinas antes do desmame e provavelmente depois. Em seu estudo, foi observada 

uma redução significativa da área e do lúmen intratubular dos túbulos seminíferos de filhotes 

machos recém-nascidos cujas mães receberam restrição alimentar durante a última semana de 

gestação até o final da lactação. A ausência de alterações no volume relativo de cordão testicular 

e interstício encontrada em nosso estudo revela que a restrição protéica in utero não acarretou 

alterações na estrutura do testículo fetal. 

 Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a restrição protéica in utero pode 

induzir um processo de masculinização da prole feminina. Além disso, o retardo na idade de 

instalação dos sinais físicos externos do início da puberdade sugere que o período do 

desenvolvimento intra-uterino é crítico para o início e progressão da puberdade em machos e 

fêmeas. Desta forma, nestas condições experimentais a restrição 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 ração padrão - 

RP (n=12) e grupo ração hipoprotéica - RH (n=16) durante a gestação. Valores expressos em 

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

 

Figura 2. Consumo diário de ração (g) das progenitoras do grupo ração padrão – RP e ração 

hipoprotéica – RH durante a gestação (A) e durante a lactação (B). Valores expressos em média ± 

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

 

Figura 3. Evolução do peso corpóreo (g) dos filhotes das ninhadas pertencentes ao grupo ração 

padrão - RP (n=8 ninhadas) e grupo ração hipoprotéica - RH (n=10 ninhadas) durante a lactação. 

Valores expressos em média ± EPM. Teste “t” de Student, *p < 0,05. DPN – dia pós-natal. 

 

Figura 4. Idade da descida testicular (A) (em dias) e separação prepucial (B) de filhotes machos 

pertencentes ao grupo ração padrão - RP (n=8 ninhadas) e grupo ração 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 fêmeas 

pertencentes ao grupo ração padrão - RP (n=8 ninhadas) e grupo ração hipoprotéica - RH (n=10 

ninhadas). Valores expressos como média ± EPM. Teste “t” de Student, *p < 0,05.  
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Tabela 1. Composição das rações (g/kg). 

Componentes Hipoprotéica (6% 

proteína) 

Padrão (17% 

proteína)* 

Amido de milho 480 397 

Caseína (84%)  71,5 202 

Dextrina (90-94%) 159 130,5 

Sacarose 121 100 

Óleo 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 lactação de roedores-AIN-93G [20]. 

            ** Segundo AIN-93G. 
 

Tabela 2. Peso corpóreo (g) das progenitoras pertencentes ao grupo ração padrão - RP e grupo 

ração hipoprotéica - RH durante a lactação.  

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

DL1 297,58 ± 7,45 259,13 ± 7,90* 

DL7 277,85 ± 8,74 227,91 ± 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. 

 

 



 40

Tabela 3. Performance reprodutiva das progenitoras pertencentes ao grupo ração padrão - RP e 

grupo ração hipoprotéica – RH.  

Parâmetro Grupo RP (n=4) Grupo RH (n=6) 

Peso final das ratas (g) 352,90± 22,98 355,68±9,81 

Peso útero+ 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 * 

Número de corpos lúteos 10,25±1,44 13,17±0,83 

Número de implantes 10,00±1,63 13,00±0,89 

Número de reabsorções 0,25±0,25 0,83±0,48 

Número de fetos 9,75±1,65 12,17±0,48 

1Potencial de fertilidade (%) 100 [96,43 – 100] 100 [100-100 ] 

1Perdas pré-implantação (%) 0 [ 0 - 3,57 ] 0 [ 0 – 0 ] 

1Perdas pós-implantação (%) 0 [ 0 - 2,50 ] 3,57 [ 0 - 8,04 ] 

              Valores expressos em média ± EPM Teste “t” de Student , *p < 0,05.  
                       1 Valores expressos em mediana [1ºquartil – 3ºquartil ] Teste de Mann-Whitney . 
 

Tabela 4. Distância anogenital ( DAG, mm) absoluta e relativa dos filhotes machos e fêmeas 

pertencentes ao grupo ração padrão - RP e grupo ração hipoprotéica – RH.  

 
DAG (mm) 

Grupo RP (n=8 
ninhadas) 

Grupo RH (n=10 
ninhadas) 

Machos 

           DAG absoluta 
 

2,36 ± 0,07 
 

2,22 ± 0,04 

 
           DAG/³√peso corpóreo  

 
1,24 ± 0,03 

 
1,22 ± 0,02 

Fêmeas 

           DAG 
 

1,10 ± 0,03 
 

1,20 ± 0,04* 
 
          DAG/³√peso corpóreo 

 
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 2 
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Figura 3 
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Restrição protéica in utero causa retardo de crescimento e altera parâmetros espermáticos 
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RESUMO  

Estudos recentes sustentam o conceito de “programação fetal” que sugere que o feto pode 

ser programado durante o desenvolvimento intra-uterino para desenvolver doenças na idade 

adulta. No presente estudo foram avaliados os possíveis efeitos da restrição protéica in utero 

sobre o desenvolvimento sexual da prole masculina. Ratas Wistar prenhes foram divididas em 

dois grupos experimentais: grupo tratado com ração padrão (RP, n=8, 17% proteína) e grupo 

tratado com ração hipoprotéica (RH, n=10, 6% proteína) durante toda a gestação. Os resultados 

mostraram que a restrição protéica in utero provocou nos filhotes machos redução de peso 

corpóreo no 1º dia pós-natal e durante as diferentes fases do desenvolvimento sexual (pré-

puberal, peripuberal e adulta) (p<0,05). Na fase adulta o número de células de Sertoli, a 

motilidade e as contagens espermáticas também foram reduzidas no grupo RH. Além disso, o 

número de espermatozóides com anormalidades morfológicas e retenção de gota citoplasmática 

foi maior neste grupo. Em conclusão, sugere-se que a restrição protéica in utero, nestas condições 

experimentais, causa retardo de crescimento e altera a programação do sistema reprodutivo 

masculino de ratos, provocando danos espermáticos na idade adulta. 

 

INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, um conjunto crescente de evidências tem sustentado a idéia de que 

distúrbios ocorridos em períodos críticos do desenvolvimento fetal podem determinar alterações 

permanentes ou de longo prazo na fisiologia ou morfologia de um determinado órgão (Ashton 

2000). Vários são os estudos que relacionam o ambiente gestacional com efeitos tardios na 

composição corporal dos indivíduos, evidenciando esta fase como um período crítico para a 

gênese de doenças. Estes estudos suportam o conceito de “programação fetal”, que sugere que o 
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feto pode ser programado durante o desenvolvimento intra-uterino para desenvolver doenças na 

idade adulta (Langley-Evans 1998; Edwards et al. 2001). De acordo com este novo paradigma a 

susceptibilidade a doenças (incluindo doenças e disfunções reprodutivas) sofre influência da 

nutrição, da exposição ambiental a agentes tóxicos e ao estresse durante o período fetal e neonatal 

(Heindel 2007).  

A desnutrição pré-natal é o modelo mais estudado de programação fetal (Langley-Evans 

1998; Edwards et al. 2001).  No entanto, a maioria dos estudos são realizados para a investigação 

do sistema cardiovascular (Langley et al. 1994; Hoet & Hanson 1999; Torrens et al. 2003; 

Sherman  & Langley-Evans 2000). No entanto, são escassos os estudos que correlacionam os 

efeitos da desnutrição materna com o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino. A 

importância dos fatores pré-natais e neonatais, particularmente o estado nutricional, sobre a 

programação da função reprodutiva, só foi reconhecida nas últimas décadas (Gunn et al. 1972; 

Gunn 1977; Allden 1979; Zambrano et al. 2005; Guzmán et al. 2006). 

De acordo com a literatura, a restrição protéica materna, sozinha ou combinada com 

restrição energética durante a gestação, resulta em decréscimo consistente do crescimento fetal 

em muitas espécies. Segundo Desai et al. (1996) a privação materna a proteína não afeta apenas o 

crescimento corpóreo dos filhotes, mas também causa uma mudança na sua composição 

corpórea, afetando os órgãos de maneira seletiva. Esses autores também afirmam que a 

recuperação do peso dos órgãos na vida pós-natal não significa necessariamente uma recuperação 

morfo-funcional do mesmo. 

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

do indivíduo (Guzmán et al. 2006). Estudos mostram que a restrição protéica in utero provoca 
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baixo peso ao nascer e compromete a instalação da puberdade de ratos machos e fêmeas 

(Leonhardt et al. 2003; Zambrano et al. 2005; Guzmán et al. 2006).  

A puberdade do rato macho tem início por volta dos 50 dias de idade (Robb et al. 1978). No 

período compreendido entre 75 dias (máxima produção de espermatozóides) e 100 dias de idade 

(concentração máxima de espermatozóides estocados na cauda do epidídimo), 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 pós-natal no rato macho se divide 

em 4 fases: (1) neonatal, do dia pós-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 redução no peso testicular e aumento na expressão de receptores 

de andrógeno no testículo da progênie de ratas submetidas à restrição alimentar ou protéica 

durante a gestação (Mota et al. 2001; Teixeira et al. 2007).  Genovese et al. (2009) reportam 

diminuição no número de células de Sertoli em animais adultos que sofreram desnutrição 

alimentar durante a vida fetal e pré-puberal. 

Diante dos indicativos de relação entre desnutrição e programação do sistema reprodutor 

masculino e do crescente interesse pela nutrição e saúde reprodutiva, responsável pela 

manutenção das espécies, o presente estudo objetivou avaliar os possíveis efeitos tardios da 

restrição protéica in utero, no desenvolvimento sexual e funções reprodutivas da prole masculina 

na vida adulta. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Animais 

 Ratos machos adultos (n =15, 90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e fêmeas 

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 Mamíferos do Departamento de 

Morfologia do Instituto de Biociências da UNESP, em gaiolas de polipropileno (40x30x15 cm), 

com substrato de maravalha, em condições controladas de temperatura (média de 23ºC), 

luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e acesso livre a água e comida. 

 Acasalamentos foram realizados durante o período escuro do ciclo, colocando-se duas 

fêmeas na caixa do macho. Ao final do pareamento foi colhido o esfregaço vaginal das ratas e o 

dia zero de prenhez (DG0) foi determinado pela presença de cabeças de espermatozóides nos 

esfregaços vaginais de fêmeas em estro. As ratas prenhes foram divididas em dois grupos 

experimentais: um grupo que foi tratado com ração padrão (grupo RP, n=8, 17% proteína) e o 

outro que foi tratado com ração hipoprotéica (grupo RH, n=10, 6% proteína) (Reeves et al., 1993) 

durante toda a prenhez (DG0 ao DG21). Durante o período lactacional as ratas pertencentes aos 

dois grupos experimentais receberam ração convencional de biotério. Os filhotes após a lactação 

também receberam água e ração convencional à vontade. As rações hipoprotéica e padrão, cujas 

composições encontram-se descritas na Tabela 1, foram preparadas no Laboratório Experimental 

da Faculdade de Medicina da Unesp, Campus de Botucatu-SP. As dietas são isocalóricas e 

normossódicas (0,20%).   

 Os procedimentos experimentais estão de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e 
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foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de 

Biociências de Botucatu (protocolo nº 10/08-CEEA). 

 

Avaliação do desenvolvimento reprodutivo da prole masculina 

Ao nascimento os filhotes machos foram pesados e as ninhadas foram reduzidas para 10 

filhotes, visando manter um número semelhante de machos e fêmeas. A fim de se avaliar os 

possíveis efeitos reprodutivos tardios da desnutrição 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 número de parâmetros foi avaliado nesses animais. 

 

Coleta e pesagem dos órgãos reprodutores  

Nas idades previstas 10 filhotes por grupo experimental foram anestesiados com éter 

etílico e mortos por decapitação. O testículo e o epidídimo esquerdos, a vesícula seminal (cheia e 

vazia, sem a glândula coaguladora), o ducto deferente esquerdo e a próstata ventral foram 

removidos e pesados em balança analítica de precisão. 

Nas três fases estudadas, os testículo e epidídimos esquerdos dos animais experimentais 

foram coletados para processamento e análise histopatológica e/ou morfométrica. 

Nos animais da fase III procedeu-se a coleta de sangue, a partir dos vasos cervicais 

rompidos pela decapitação, para dosagens hormonais e de testículo e epidídimo direitos para 
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determinação do número de células germinativas. Outros filhotes na fase III (n=10 por grupo 

experimental) foram mortos para coleta de testículo para dosagem de testosterona intratesticular e 

de espermatozóides do ducto deferente para análise da morfologia e motilidade espermáticas. 

 

Processamento e análise histológica dos testículos e epidídimos  

O testículo e o epidídimo esquerdos foram retirados e imersos em solução fixadora de Alfac 

(85% álcool, 10% formol e 5% ácido acético). Após 24 horas de fixação, as peças foram 

submetidas a processamento histológico, que consistiu na inclusão do material em paraplast, 

obtenção de cortes com 5µm de espessura e coloração com hematoxilina e eosina. As lâminas 

histológicas foram avaliadas em ensaio cego, com o auxílio de microscópio de luz Leica®, nos 

aumentos de 100, 200 e 400X. 

Nos testículos a inspeção histopatológica foi realizada de modo quantitativo, analisando-se 

100 cortes transversais de túbulos seminíferos por animal e classificando-os em normais ou 

anormais. Os túbulos foram considerados anormais frente à presença de células acidófilas, células 

multinucleadas, espermátides retidas, degeneração de tipos celulares, vacuolização do epitélio ou 

esfoliação de células na luz. O aspecto do interstício tubular também foi avaliado. 

Nos epidídimos a análise histopatológica foi qualitativa, avaliando-se toda a extensão do 

corte histológico (integridade do epitélio do ducto epidídimário, presença de espermatozóides na 

luz e aspecto do interstício do órgão). 
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Técnicas morfométricas 

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

5µm de espessura e coloração com hematoxilina e eosina. 

 

Número de células de Sertoli por túbulo seminífero   

Para avaliar os possíveis efeitos da restrição protéica in utero sobre a proliferação de 

células de Sertoli foram contados os núcleos de células de Sertoli em 20 cortes tranversais de 

túbulos seminíferos por rato na fase III (n=8 por grupo), no estágio VII da espermatogênese 

classificado de acordo com Leblond & Clermont (1952). As avaliações foram realizadoas sob 

microscópio de luz Leica® no aumento de 200X. 

 

Avaliação estereológica do epidídimo 

 Além da inspeção histotológica, foi realizada uma avaliação mais detalhada do epidídimo 

dos animais experimentais nas fases II e III, através de análise estereológica do órgão, 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 proporção relativa dos compartimentos 

luminal, epitelial e intersticial. Com o auxílio de microscópio de luz Leica®, no aumento de 

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

Com o objetivo de se avaliar o grau de maturação do epitélio seminífero, 100 secções 

transversais de túbulos seminíferos por animal (n=8 por grupo) nas fases I a III, foram avaliadas 

ao acaso, utilizando-se o método adaptado de atribuição de valores de acordo com o tipo de 

célula germinativa mais madura presente no epitélio tubular (Lamano Carvalho et al. 1996): grau 

1: espermatócitos I ou II; grau 2: espermátides jovens de núcleo arredondado (estágios 1 ao 8 da 

espermiogênese); grau 3: espermátides em fase de maturação, com núcleos ovóides e alongados 

(estágios 9 ao 14 da espermiogênese); grau 4: espermátides em fase de maturação, com núcleos 

alongados (estágios 15 ao 18 da espermiogênese); grau 5: espermátides maduras (estágio 19 da 

espermiogênese) em pequena quantidade; grau 6: espermátides maduras (estágio 19 da 

espermiogênese) em média quantidade; grau 7: espermátides maduras (estágio 19 da 

espermiogênese) em grande quantidade. 

Ao final, o número de túbulos 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 espermática, cálculo da produção diária de espermatozóides e do tempo de 

trânsito no epidídimo 

As espermátides resistentes ao processo de homogeneização do testículo (estágio 19 da 

espermiogênese) e os espermatozóides presentes na cabeça/corpo e cauda do epidídimo dos 

animais na fase III (n=10 por grupo) foram contados, conforme descrito por Robb et al. (1978), 

com as adaptações adotadas por Fernandes et al. (2007): os testículos direitos, descapsulados e 



 55

previamente pesados, foram homogeneizados em 5mL de NaCl 0,9% contendo TritonX100 0,5%  

e submetidos a sonicação por 30 segundos. Após diluição de 10 vezes, uma amostra foi 

transferida para uma câmara de Neubauer (4 campos por animal), procedendo-se a contagem de 

espermátides maduras. Para o cálculo da produção diária de espermatozóides (PDE), a 

concentração de espermátides por testículo foi dividida por 6,1, que é o número de dias em que as 

espermátides maduras estão presentes no epitélio seminífero. Da mesma forma, as porções 

cabeça/corpo e cauda do epidídimo foram cortadas em pequenos fragmentos com o auxílio de 

tesoura e homogeneizados para contagem de espermatozóides, como descrito para o testículo. O 

tempo de trânsito através da cabeça/corpo e cauda do epidídimo foi obtido pela divisão do 

número de espermatozóides presentes em cada uma dessas regiões pela PDE. 

 

 Análise da motilidade e morfologia espermática 

Espermatozóides foram obtidos do ducto deferente direito dos animais na fase III (n=10 

por grupo) para avaliação da motilidade dos gametas. Para tanto, o ducto foi seccionado e o 

material coletado foi imediatamente diluído em 2 ml de meio HTF modificado com gentamicina 

(Human Tubal Fluid, IrvineScientific®) pré-aquecido a 34ºC. Uma alíquota de 10 µL foi 

colocada em câmara de Makler (Irvine, Israel) e analisada sob microscopia de contraste de fase 

Leica®, aumento de 200X. Foram avaliados 100 espermatozóides por animal, classificados 

quanto a sua motilidade em: Tipo A: móvel, com trajeto progressivo; tipo B: móvel, com trajeto 

não progressivo; tipo C: imóvel. 

Para a avaliação da morfologia dos espermatozóides, o ducto deferente esquerdo dos 

animais na fase III (n=10 por grupo) foi coletado e lavado internamente com 1,0 mL de solução 
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de formol-salina. O conteúdo foi colhido em um ependorf e em seguida foram feitos esfregaços 

em lâminas histológicas. Com o auxílio de microscópio de contraste de fase Leica®, aumento de 

400X, foram analisados 200 espermatozóides por animal. As anormalidades morfológicas 

encontradas nos espermatozóides foram classificadas em anormalidades da cabeça (sem 

curvatura característica ou sem curvatura - cabeça reta e cabeça isolada) e anormalidades da 

cauda (enrolada ou quebrada) (Filler, 1993). Estes também foram classificados quanto à presença 

ou ausência da gota citoplasmática. 

 

Dosagens Hormonais 

As análises foram realizadas no Laboratório de Neuroendocrinologia da Faculdade de 

Odontologia da USP Ribeirão Preto. O sangue coletado dos animais na fase III foi centrifugado a 

2500rpm, por 20 minutos, a 4ºC para separação do soro, o qual foi estocado a -20ºC até a 

realização das dosagens hormonais. As concentrações plasmáticas de LH e FSH foram 

determinadas por radioimunoensaio (RIE) de duplo anticorpo utilizando Kits específicos 

fornecido pelo “National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases” 

(NIADDK; Baltimore, USA). Os anticorpos primários foram o anti-rat LH-S10 e FSH-S11, e as 

preparações padrões o LH-RP3 e o FSH-RP2. Os hormônios foram iodinados com 125Iodo da 

NEN (Perkin Elmer, USA) e o segundo anticorpo foi produzido em ovelhas pelo Laboratório do 

Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci da FMRP-USP, utilizando como inócuo gamaglobulina de 

coelho. Ambos hormônios foram iodinados com 125Iodo 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 testículo esquerdo de cada animal foi 

removido, congelado em nitrogênio líquido e mantido em freezer -80°C até a realização do 

ensaio. No dia do teste os testículos foram descapsulados e o parênquima foi cortado em pedaços 

de aproximadamente 50mg. Cada pedaço foi pesado e colocado em um tubo de microcentrífuga 

de 1,5 mL contendo 1mL de meio 199 (M199). O meio 199 foi tamponado com 0,71g/L de 

bicarbonato de sódio (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. Após centrifugação (5mim, 10000 rpm), o 

meio foi congelado a -80ºC, 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. 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Para a comparação dos resultados entre os grupos experimentais foi utilizado, dependendo 

da natureza da distribuição dos dados, os testes t de Student ou o teste de Mann-Whitney. As 

diferenças foram consideradas significativas quando p< 0,05. 

 

RESULTADOS 

No DPN1 e nas diferentes fases do desenvolvimento estudadas (30, 60 e 90 dias de idade) 

os animais pertencentes ao grupo RH apresentaram uma redução estatisticamente significativa no 

peso corpóreo (Tabela 2). Os pesos absolutos do testículo (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 

três fases do desenvolvimento o peso da vesícula seminal e da próstata ventral foi semelhante 

entre os grupos experimentais (dados não mostrados). 

A análise histológica dos testículos e epidídimos em microscopia de luz e a análise 

estereológica do epidídimo não revelou alterações que pudessem ser atribuídas à restrição 

protéica in utero (Tabela 3). 

A contagem de núcleos 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 restrição protéica in utero provocou uma redução estatisticamente significativa no 

número de espermátides maduras no testículo, na produção diária de espermatozóides (PDE) e 

nas reservas espermáticas na cauda epididimária (Tabela 4). 

A avaliação da motilidade dos espermatozóides revelou um aumento estatisticamente 

significativo no número de espermatozóides tipo B (móveis com trajeto não progressivo) nos 

animais do grupo RH quando comparados ao grupo RP (Figura 1).  

 A porcentagem de espermatozóides com morfologia anormal (predominantemente 

anormalidades de cabeça) foi estatisticamente maior nos animais pertencentes ao grupo RH, 

quando comparado aos animais do grupo RP (Tabela 4). Os espermatozóides avaliados no 

presente estudo apresentaram a gota citoplasmática na região mediana da cauda, 

independentemente do grupo experimental. No entanto, no grupo RH a porcentagem de 
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espermatozóides com gota citoplasmática foi estatisticamente maior quando comparadas ao 

grupo RP (Tabela 4). 

Por outro lado, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

experimentais quanto ao grau de maturação do epitélio nas diferentes idades analisadas (dados 

não mostrados).  

A restrição protéica in utero provocou uma diminuição não estatisticamente significativa 

de cerca de 27% da concentração sérica de testosterona em comparação ao grupo RP. Por outro 

lado, a concentração intratesticular de testosterona, assim como as concentrações séricas de FSH 

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

 

DISCUSSÃO 

Há uma associação entre o retardo do crescimento intra-uterino e o aparecimento de 

doenças na vida adulta e isto conduz à hipótese de uma origem fetal para as doenças, sugerindo 

que fatores ambientais adversos, tais como desnutrição protéica materna in utero, agem no 

programa e no desenvolvimento do tecido fetal, produzindo disfunção e doenças posteriormente 

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

Melo & Cury (1988) mostraram baixos níveis séricos de ácidos graxos, baixo teor de 

gordura e de proteína na carcaça das ratas gestantes que receberam dieta hipoprotéica (6% de 

proteína), 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 restrição protéica in utero provocou redução do peso corpóreo dos animais que persistiu 

durante as diferentes fases do desenvolvimento sexual.  
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Os hormônios desempenham um papel vital para o início e a manutenção da função 

reprodutiva masculina (Meeker et al., 2007). Sabe-se que a nutrição pode acarretar uma 

variedade de efeitos no sistema endócrino (Moura et al. 1997; Rocha de Melo & Guedes 1997; 

Passos et al. 2000, Teixeira et al. 2002). Alterações nos níveis de testosterona, FSH e LH são 

relatados na progênie de animais de diferentes espécies submetidas à desnutrição (Rae et al. 

2002; Guzmán et al. 2005; Zambrano et al. 2005; Teixeira et al. 2007).  

A determinação dos pesos absolutos e relativos de órgãos como testículos, epidídimos, 

hipófise, vesícula seminal e próstata são parâmetros úteis na avaliação de riscos sobre o aparelho 

reprodutor masculino. O peso normal do testículo apresenta uma baixa variabilidade entre os 

animais, o que sugere que o seu peso absoluto é um indicador preciso de injúria gonadal, embora 

este parâmetro possa não indicar a natureza do efeito (Clegg et al. 2001). A redução nos pesos 

absolutos do testículo na fase pré-puberal e nos pesos absolutos do ducto deferente na fase adulta 

dos animais do grupo ração hipoprotéica, em parte, pode ser explicado pelo menor peso corporal 

apresentado por esses animais, já que estes mesmos parâmetros, quando analisados em termos 

relativos (g órgão/100g peso), não apresentaram diferenças entre os grupos experimentais. 

As células de Sertoli em mamíferos desempenham um papel fundamental no 

desenvolvimento e função testicular. Em ratos sua proliferação ocorre ativamente durante o 

período fetal e cessa entre 2-3 semanas após o nascimento (França et al. 2005). Uma das 

principais funções da célula de Sertoli é criar um ambiente apropriado para a proliferação e 

maturação das células germinativas. Sabe-se que a quantidade de células de Sertoli é fator 

determinante para a produção máxima de espermátides na idade adulta (Sharpe 1994). Assim, 
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alterações no número, estrutura e/ou função deste tipo celular podem resultar em danos ao 

epitélio germinativo e comprometimento da espermatogênese (Boekelheid et al. 2005). 

A desnutrição no período fetal até a puberdade pode levar a alterações na programação do 

número de células de Sertoli. Um forte indício de que a desnutrição no início da vida alterou esta 

programação é a baixa PDE no adulto (Genovese et al. 2009). Em nosso estudo a redução da 

PDE dos animais do grupo RH é consistente com a redução encontrada no número de células de 

Sertoli e de 27% dos níveis séricos de testosterona. Estes resultados corroboram com Zambrano 

et al. (2005) que submetendo ratos à restrição protéica in utero também observaram baixa 

contagem espermática e baixa taxa de fertilidade. Estes autores concluem que os efeitos pré-

natais na contagem e na fertilidade enfatizam a importância das interações entre diferentes 

componentes-chave no desenvolvimento do testículo. 

Os espermatozóides produzidos nos testículos são transportados para o epidídimo onde 

passam por um processo de maturação, adquirindo motilidade e capacidade de fertilização do 

ovócito (Orgebin-Crist 1969; Gatti et al. 2004). A motilidade espermática é um dos parâmetros 

mais importantes utilizados na avaliação da habilidade fértil dos espermatozóides obtidos de 

amostras de sêmen in vitro (Mahadevan & Trounson 1984) e in vivo (Bostofte et al. 1990; Barrat 

et al. 1993). Alterações nos parâmetros de motilidade podem levar a uma ineficiência dos 

espermatozóides quanto à penetração do muco cervical, impedindo seu acesso ao ovócito, 

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

1986; Clegg et al. 2001).  

A retenção da gota nos espermatozóides ejaculados pode estar associada a causas de 

infertilidade em várias espécies de animais (Cooper 2005). Zini (1998) associou a retenção da 
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gota citoplasmática com a baixa motilidade espermática. Gatti et al. (2004) verificou que a 

migração da gota citoplasmática ocorre ao mesmo tempo em que a motilidade dos 

espermatozóides aumenta, mas a relação direta entre estes dois eventos ainda não foi 

demonstrada.  

O aumento de espermatozóides móveis com trajeto não progressivo e com retenção de gota 

citoplasmática encontrado no presente estudo sugerem que pelo menos parte das funções 

epididimárias tenha sido afetada pela restrição protéica, apesar da estrutura e do tempo de trânsito 

epididimário encontrarem-se normais.  

Outro parâmetro importante na avaliação do potencial fértil de machos é a morfologia 

espermática, cujas alterações podem sugerir eventos citotóxicos. Sabe-se que o aumento de 

espermatozóides com anormalidades de cabeça podem refletir mutagenicidade das células 

germinativas (U.S.EPA 1996). Embora o grau de maturação do epitélio e os resultados das 

análises histológicas dos testículos dos animais do grupo RH nas diferentes fases do 

desenvolvimento não terem revelado danos aparentes ao epitélio, o aumento de espermatozóides 

com anormalidades de cabeça sugerem que a restrição protéica in utero provocou efeitos 

deletérios no processo espermatogênico. 

Em conclusão, podemos sugerir que a restrição protéica in utero, nestas condições 

experimentais, causou retardo de crescimento e alterou a programação do sistema reprodutivo 

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

 

Figura 1. Motilidade espermática dos animais com 90 dias de idade dos grupos ração padrão – 

RP e ração hipoprotéica – RH (n=10). Valores expressos em mediana. Teste Mann-Whitney, *p < 

0,05. Tipo A (motilidade progressiva), tipo B (motilidade sem progressão) e tipo C (imóveis). 

 

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

testosterona (B) dos animais aos 90 dias de idade dos grupos ração padrão – RP e ração 

hipoprotéica – RH. Valores expressos em média ± EPM. Teste Mann-Whitney. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 73

Tabela 1. Composição das rações (g/kg). 

Componentes Hipoprotéica (6% 

proteína) 

Padrão (17% 

proteína)* 

Amido de milho 480 397 

Caseína (84%)  71,5 202 

Dextrina (90-94%) 159 130,5 

Sacarose 121 100 

Óleo 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 lactação de roedores-AIN-93G [20]. 

          ** Segundo AIN-93G. 
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Tabela 2. Peso corpóreo (g) dos filhotes machos no DPN1 (n=10 ninhadas por grupo 

experimental) e aos 30, 60 e 90 dias de idade pertencentes aos grupos ração padrão - RP (n=8 

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

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

 

Peso corpóreo (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 pós-natal 



   
  

Tabela 3. Análises morfométricas do testículo e epidídimo dos animais dos grupos ração padrão - RP e ração hipoprotéica – RH 

aos 30,60 e 90 dias de idade. 

 
Grupo RP 

 
Grupo RH  

 
 

Parâmetros 
30 dias 
(n=10) 

 
60 dias  
(n=9) 

 
90 dias 
(n=10) 

  

 
30 dias 
(n=10) 

  

 
60 dias 
(n=9) 

 

 
90 dias 
(n=9) 

 

Testículo 

Túbulos normais (%) 

 
 

70 [66-70] 
 

 
 

97 [97-99] 

 
 

96 [96-97] 

 
 

68 [63,5-70,75] 

 
 

98 [97-99] 

 
 

97 [96-98] 

 

  
60 dias  
(n=8) 

 
90 dias 
(n=8)  

  
60 dias  
(n=8) 

 
90 dias 
 (n=8) 

Epidídimo 
 
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] 

Interstício (%) 

  
 

29,2 [23,4-33,2] 

 
 

16,0 [12,2-21,1] 

  
 

26,8 [23,8-35,1] 

 
 

14,9 [11,8-17,9] 

      Valores expressos em mediana [Q1 – Q3 ] Teste de Mann-Whitney. 

 

     



   
  

Tabela 4. Parâmetros espermáticos de ratos machos aos 90 dias de idade (número e morfologia espermática) dos animais 

dos grupos ração padrão - RP e  ração hipoprotéica – RH. 

Parâmetro Grupo RP (n=10) Grupo RH (n=10) 

Contagens espermáticas no testículo 

Número de espermatozóides (x106) 
168,77 ± 8,98 140,30  ± 5,61* 

Número de espermatozóides/g órgão (x106/g) 133,22  ± 8,04 116,28  ± 4,31 

PDE (x106/testículo/dia) 27,66  ± 1,47 23,05  ± 0,92* 

PDEr (x106/dia/g) 21,83  ± 1,32 19,11  ± 0,73 

Contagens espermáticas no epidídimo 

Cabeça/corpo 

Número de espermatozóides (x106) 

 

123,98  ± 7,34 

 

113,95  ± 6,50 

Número de espermatozóides/g órgão (x106/g) 386,08  ± 17,66 386,00  ± 14,35 

Tempo de trânsito (dias)  4,56  ± 0,31 4,96  ± 0,32 

Cauda 

Número de espermatozóides (x106) 

 

182,12  ± 4,47 

 

140,09  ± 8,62* 

Número de espermatozóides/g órgão (x106/g) 1091,50  ± 44,84 895,93  ± 38,38* 

Tempo de trânsito (dias) 6,70 ± 0,32 6,12  ± 0,35 
1Espermatozóides normais (%) 96,25 [95,62 – 96,87]  94 [92,25 – 94,87]* 
1Espermatozóides com presença de gota citoplasmática (%)  45,75 [37,13 – 54,87] 70,25 [64,50 – 79,37]* 

           PDE - Produção diária de espermatozóides. PDEr - Produção diária relativa de espermatozóides. Valores expressos como  

           média ± EPM. Teste de Mann-Whitney, *p < 0,05.  1 Valores expressos em mediana [Q1 – Q3] Teste de Mann-Whitney. 
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4. CONCLUSÕES FINAIS 

Em conclusão, podemos sugerir que a restrição protéica in utero, nestas condições 

experimentais, altera a programação do sistema reprodutivo masculino e compromete o 

desenvolvimento sexual, atrasando o início da puberdade e provocando danos espermáticos na 

idade adulta. Além disso, o retardo na idade de instalação dos sinais físicos externos do início da 

puberdade sugere que o período do desenvolvimento intra-uterino é crítico para o início e 

progressão da puberdade em machos e fêmeas. 
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