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RESUMO

Diabetes mellitus é um grupo de desordens metabdlicas de etiologia multipla,
caracterizado por defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina. As causas da doenga podem
ser genéticas e/ou ambientais. O diabete € uma das complica¢des metabdlicas mais comuns
durante a gestacdo, associado a um aumento nos riscos maternos e morbidade neonatal.
Estudos epidemioldgicos e experimentais t€ém demonstrado que um meio intra-uterino
anormal durante a vida fetal pode afetar o desenvolvimento, causando prejuizo do
crescimento fetal, e aumentar a susceptibilidade da prole em desenvolver doengas cronicas
na vida adulta. A hipétese da “programacgao fetal” sugere que as adaptacdes que ocorrem
durante o desenvolvimento do embrido, em resposta a um meio adverso, provocam
alteracdes permanentes na estrutura e fisiologia do organismo. Ja foi demonstrado que o
diabete materno e a hiperglicemia induzida experimentalmente causam anormalidades no
crescimento fetal, o que estd associado com o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e diabete tipo 2 na vida adulta. Neste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi investigar as conseqiiéncias do meio intra-uterino anormal, decorrente do
diabete materno, no desenvolvimento e fung¢do reprodutiva na pré-puberdade, puberdade e
maturidade sexual da prole masculina de ratas em que o diabete foi induzido
experimentalmente antes do acasalamento. Foram utilizadas 74 ratas Wistar com 90 dias
de idade, divididas em dois grupos experimentais: grupo diabético (n=59), que recebeu, via
intravenosa, 40 mg/kg de estreptozotocina, e grupo controle (n=17), que recebeu tampao
citrato (0,1M; pH 6,5) nas mesmas condi¢des experimentais. SO foram incluidas no estudo
as ratas que apresentaram valores de glicemia iguais ou superiores a 200mg/dl sete dias

ap6s a inducdo (n=55). Todas as fémeas foram mortas apds o desmame dos filhotes. A



prole masculina foi avaliada quanto a parametros espermaticos e hormonais nas diferentes
fases do desenvolvimento sexual. O resultado da prenhez foi prejudicado nas ratas do grupo
diabético. Independente do grupo experimental, ndo foram observadas malformagcdes
externas nos recém-nascidos vidveis. O peso corporal e os niveis plasmaticos de glicose,
avaliados no terceiro dia pds-natal, foram menores na prole masculina de ratas diabéticas,
comparado a prole controle. Na prole de ratas diabéticas, foi observado atraso no tempo
(dias) da descida testicular e separacdo prepucial. Em todas as idades analisadas nao houve
diferencas estatisticas nos niveis de testosterona, glicemia, histologia dos testiculos e
epididimo e grau de maturacdo do epitélio germinativo. Nos ratos adultos também ndo
foram observadas alteracdes na morfologia espermadtica, nimero de células de Sertoli e
dindmica do processo espermatogénico. Por outro lado, o peso de 6rgdos reprodutivos,
assim como as reservas espermdticas e tempo de transito dos espermatozdides no
epididimo, nos animais pré-piberes e adultos, foram alterados de maneira andrégeno-
independente. O conjunto dos resultados obtidos mostraram que o meio intrauterino
hiperglicémico, causado pelo diabete materno, prejudicou o desenvolvimento fetal, e
provocou alteracdes nas fungdes metabdlicas e reprodutivas da prole masculina ao longo do

desenvolvimento sexual.



ABSTRACT

Diabetes melllitus is a group of metabolic disorders of multiple etiology,
characterized by defects in the secretion and/or action of insulin. The causes of the disease
can be genetic and/or environmental. Diabetes is one of the most common metabolic
complications during pregnancy and is associated with an increased risk of maternal and
neonatal morbidities. Epidemiological and experimental studies have demonstrated that an
abnormal intrauterine environment during fetal life can affect the development, causing
impairment of fetal growth and increasing the susceptibility of the offspring to developing
chronic diseases in adulthood. The hypothesis of “fetal programming” suggests that the
adaptations that occur during embryonic development in response to an adverse medium
provoke permanent alterations in the structure and physiology of the organism. It was
already demonstrated that maternal diabetes and experimentally induced hyperglycemia
cause abnormalities in fetal growth, which is associated with the development of
cardiovascular diseases and type 2 diabetes in adulthood. In this context, the objective of
present study was to investigate the consequences of the abnormal intrauterine
environment, resulting from maternal diabetes, in the development and reproductive
function, at pre-puberty, puberty and during sexual maturity, in the male offspring of rats in
which diabetes was experimentally induced before mating. Seventy-four Wistar rats 90-
days old were utilized, divided into two experimental groups: diabetic group (n=59) that
received intravenously streptozotocin 40mg/kg body weight and control group (n=17) that
received intravenously citrate buffer (0.1M; pH 6.5) in the same experimental conditions.
Seven days after the induction the glicemia was measured and only rats presenting

concentrations of 200 mg/dl or higher were considered severely diabetic and included in the



study (n=55). All the females were killed after offspring weaning. The male offspring were
evaluated in different phases of sexual maturation for sperm parameters and hormonal
levels. The gestational outcome was impaired in the rats of the diabetic group.
Independently of the experimental group, there were no external malformations in the
viable newborns. Body weight and plasma glucose levels, evaluated on the third postnatal
day, were lower in the male offspring of diabetic dams, compared to control. The times
(days) of testicular descent and preputial separation were significantly delayed in the pups
of diabetic dams. In all the ages evaluated there were no significant statistical differences in
testosterone levels, glycemia, histology of the testis and epididimys and maturation degree
of the germinal epithelium. Moreover, in adult rats no alterations were observed in sperm
morphology, number of Sertoli cells and dynamics of the spermatogenic process. On the
other hand, the weights of reproductive organs, as well as sperm reserves and sperm transit
time in the epididymis were impaired in the prepubertal and adult rats, in an androgen-
independent manner. Taken together, the findings obtained showed that the hyperglycemic
intrauterine environment, caused by maternal diabetes, impaired fetal development, and
provoked alterations in the metabolic and reproductive functions of the male offspring

throughout sexual development.



INTRODUCAO

CONSIDERACOES INICIAIS

O pancreas é uma glandula mista, exercendo tanto fun¢do enddcrina quanto
exdcrina. A parte exdcrina apresenta-se como uma glandula acinosa composta que, além de
ions e dgua, secreta enzimas digestivas. As ilhotas pancredticas constituem a parte
enddcrina do pancreas, representando cerca de 1,5% do seu volume total, apresentando-se
sob a forma de aglomerados arredondados de células, imersos no tecido pancredtico
exocrino. O numero de ilhotas no pancreas humano € varidvel, oscilando ao redor de
1.000.000 (Junqueira, 1999). As ilhotas pancredticas sdo constituidas por quatro tipos
principais de células: beta (B ou B), alfa (a0 ou A), delta (6 ou D) e PP (polipeptideo
pancredtico). As células PP (1-2% do total), se distribuem tanto na ilhota quanto no
pancreas exodcrino, estimula a secrecdo géstrica das enzimas intestinais e inibem a
motilidade do intestino. As células & secretam somatostatina e constituem de 5 a 10 % da
populacdo celular. As células a (20% do total) secretam glucagon e, as células B, que
representam aproximadamente 70% da populacdo celular das ilhotas, e se caracterizam pela
presenca de granulos citoplasmaéticos de depdsito e liberagdo de insulina (Guyton and Hall,
1997).

A insulina é uma proteina pequena, formada por 51 aminodcidos organizados em
duas cadeias polipeptidicas, designadas A, com 21 aminoécidos e B, com 30 aminoécidos,
ligadas por duas pontes de dissulfeto. A molécula de insulina também contém uma ligacio
dissulfeto intramolecular entre residuos de aminodcidos da cadeia A. A insulina humana
tem peso molecular de 5.808 déltons (Champe, 2006).

A insulina é um hormodnio polipeptidico produzido pelas células [ das ilhotas
pancredticas. Sua biossintese envolve dois precursores inativos, a pré-pro-insulina e a pré-
insulina, que apds clivagens sequenciais formam o hormonio ativo. No aparelho de Golgi, a
pro-insulina € quebrada em duas unidades, originando a insulina e o peptideo C que €
essencial para a organizacdo correta da molécula de insulina. Além disso, devido a sua
meia-vida mais longa no plasma, o peptideo C é um bom indicador da producdo e secre¢ao
de insulina no diabete tipo 1. A insulina estd presente em granulos no citosol que, apés

estimulo apropriado, sdo liberados por exocitose. A insulina € degradada pela enzima



insulinase, presente no figado e, em menor quantidade, nos rins. Possui uma meia-vida
plasmdtica de aproximadamente seis minutos. Essa curta duracdo de agdo permite
alteracdes rapidas nos niveis circulantes desse hormonio (Champe, 2006).

A glicose é o estimulo mais importante para a secre¢do de insulina (Baynes and
Dominiczak, 2000). A principal fun¢@o da insulina € transportar a glicose através da
membrana celular. Com isso, ocorre um aumento da intensidade do metabolismo da glicose
pelas células e um aumento do armazenamento do glicogénio, tanto no figado como nas
células musculares. A insulina exerce sua a¢do sobre receptores especificos de membrana.
O numero de receptores de insulina na superficie celular altera-se dependendo das
condi¢Oes metabdlicas. Além disso, eles possuem uma alta taxa de renovacdo (Lehninger,
1989).

A insulina desencadeia um notdvel conjunto de respostas bioldgicas, sendo o
principal hormoénio responsdvel pelo controle da captacdo, da utilizacdo e do
armazenamento dos nutrientes celulares. As acdes anabdlicas da insulina incluem estimulo
da utilizacdo e armazenamento intracelulares de glicose, aminodcidos e 4cidos graxos,
enquanto inibem processos catabdlicos, como a degradagdo de glicogénio, lipidios e
proteinas (Carvalheira et al., 2002).

O termo Diabetes mellitus aplica-se a um grupo de distdrbios metabdlicos, que se
caracterizam bioquimicamente pela hiperglicemia cronica, decorrente de defeito na
secrecdo e/ou acao da insulina. A deficiéncia na acdo da insulina, base comum do diabete,
causa anormalidades caracteristicas no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos
(ADA, 2005).

A etiologia da doenca é multifatorial, sendo influenciada por fatores genéticos e/ou
ambientais. Clinicamente, o diabete se caracteriza pelo desenvolvimento, em longo prazo,
de complicacdes microvasculares (microangiopatia diabética), retinopatia, nefropatia,
neuropatia. Estas complicacdes constituem as principais causas de morbidade e mortalidade
dos pacientes diabéticos (Kuzuya et al., 2002).

Dependendo da severidade da anormalidade metabdlica, o diabete pode ser
assintomdtico ou pode estar associado a sintomas cldssicos tais como polidipsia (aumento
da ingestdo de liquidos; sede), polidria (aumento da freqiiéncia urindria), polifagia

(aumento da ingestao de alimentos), baixo ganho de peso corporal. Nos casos mais graves,



cetoacidose ou o estado hiperglicémico-hiperosmolar ocorre, podendo levar a distirbios de
consciéncia, coma e morte (Kuzuya et al., 2002).

A classificacdo etioldgica da patofisiologia do diabete inclui: tipo 1 , caracterizado
por lesdes destrutivas das células [ devido a mecanismo autoimune ou de origem
desconhecida; tipo 2, caracterizado por uma combinag¢do de diminui¢do na secrecdo de
insulina e resisténcia a insulina; diabete devido a mutacdes especificas de genes, o que leva
o individuo a uma susceptibilidade genética a desenvolver a doenga; diabete associado a
outras doengas ou condicdes patoldgicas e o diabete gestacional, que ocorre devido ao
aparecimento de intolerancia a glicose durante a gestacdo (ADA, 2005).

O diabete afeta 9,7% da populacdo mundial (ADA, 2005) e, s6 no Brasil, cerca de 5
milhdes de pessoas. De cada 100 pessoas pelo menos 6 ou 7 tétm a doenca. No Brasil,
estima-se que 7,6% da populagdo seja diabética, sendo que quase a metade ndo o sabe. Das
pessoas proximas aos 65 anos, 17% sdo diabéticas e essa percentagem se eleva a 26%
naquelas em torno de 85 anos, constituindo-se um dos grandes desafios de saude publica
nos paises em pleno desenvolvimento sécio-econdmico (Vieira, 2006).

O Diabetes mellitus e as complicacdes decorrentes da doenca, tornaram-se um dos
mais importantes problemas de saide publica dos tempo atuais (Kuzuya et al., 2002; Jain et
al., 2006), alcancando expressiva significacdo como causa de doenca e morte, quaisquer

que sejam os paises ou racas considerados.

DIABETE E PRENHEZ

O diabete reveste-se de grande importancia por ser intercorréncia comum nha
gravidez e por apresentar riscos maternos potencialmente letais, como cetoacidose
diabética, risco aumentado de infec¢des, piora das complicacdes diabéticas previamente
existentes e um maior risco de eclampsia, além de causar alteragdes no fluxo uterino-
placentario (Eriksson and Jansson, 1984) e nas trocas materno-fetais (Gewolb et al., 1983;
Eriksson and Jansson, 1984; Gewolb et al., 1986; Calderon et al., 1992, 1999), acarretando
em conseqiiéncias desfavordveis para o concepto, tais como elevada incidéncia de morte
fetal, distirbios metabdlicos, parto prematuro, malformacdes congénitas (ADA, 2005).

A inter-relacdo entre diabete materno e malformacdes fetais tem atraido a atencao

de muitos pesquisadores. A etiologia é multifatorial e ainda pouco esclarecida (Reece et al.,



1996, 1998). A incidéncia de malformacdes congénitas em filhos de mulheres diabéticas é
de 2 a 3 vezes maior, quando comparado com a populagdo normoglicémica (Reece and
Homko, 2000). Uma das principais causas para este aumento nas razoes de malformagdes €
o pobre controle metabdlico materno durante a gestagdo (Suhonen et al., 2000). Apesar das
melhorias na conduta e cuidados com as gestantes diabéticas, as anomalias congénitas
permanecem como uma das principais causas de morbidade e mortalidade entre as criancas
nascidas de maes diabéticas (Reece et al., 1998), representando cerca de 33-66% das causas
de mortes perinatal.

Diversos estudos, in vivo e in vitro, ttm demonstrado que a hiperglicemia produz
efeitos teratogénicos (Horton and Sadler, 1983; Al Ghafli et al., 2004). O periodo critico de
exposicao a hiperglicemia é durante a organogénese, sendo considerado periodo critico os
dias 9,5 a 11,5 dias de gestacdo do rato e os dias 8 a 9,6 de gestacio em camundongos
(Freinkel, 1988). Este periodo de organogénese de aproximadamente dois dias em roedores
€ compardvel a um periodo de 6 semanas da gestacdo em humanos, o que equivale da 2* a
8" semana de gestacao (Reece et al., 1998; Zhao and Reece, 2005).

A teratogenicidade do diabete tem sido investigada em diversos estudos
experimentais (Eriksson et al., 2003; Al Ghafli et al., 2004; Savion et al., 2004; Gareskog et
al., 2006). Em humanos, defeitos do tubo neural, incluindo anencefalia, exencefalia,
microencefalia e espinha bifida s@o as principais anormalidades estruturais encontradas em
filhos de maes diabéticas. Malformacdo do sistema nervoso também € freqiiente em
animais experimentais (Kalter, 1996; Savion et al., 2004), sendo uma das anormalidades
estruturais mais comuns associada a embriopatia diabética (defeitos ao nascimento e
abortos espontaneos).

Sun et al. (2005), analisando embrides de ratas diabéticas nos 9,5 e 11,5 dias
gestacionais, demonstraram que em filhotes de ratas diabéticas a apoptose (morte celular
programada) no cérebro primitivo estd aumentada e inicia-se precocemente nas fases
iniciais da organogenese do tecido ocosionando em malformacdes do sistema nervoso. O
processo de apoptose € comum durante o desenvolvimento de varios 6rgaos e tecidos dos
mamiferos, ocorrendo precocemente no embrido pds-implantagdo, em regides especificas,
principalmente areas cardiogénicas e cérebro primitivo. Nos embrides de ratas diabéticas o
processo de apoptose estaria anormalmente aumentado nas células neuroepiteliais do

sistema nervoso primitivo, acarretando malformagdes e morte fetal. Apoptose aumentada



nos embrides pré-implantacdo, de ratas diabéticas, também tem sido associada ao fracasso
gestacional.

Reece et al.(1998) demonstraram que as malformacdes em animais experimentais
estdo relacionadas com a intensidade da hiperglicemia: 20% das razdes de malformacdes
foram observadas quando os niveis de glicemia foram aproximadamente duas vezes
(300mg/dl) maiores do que os valores considerados normais (150mg/dl); 50 % para niveis
de glicemia de 600mg/dl e 100% para valores de glicemia 6 vezes maiores do que nos
controle (950mg/dl).

A embriopatia diabética, resulta de um meio intra-uterino metabolicamente anormal
(Buchanan and Kitzmiller, 1994), embora os mecanismos precisos ainda ndo estejam bem
esclarecidos.

Trabalhos na literatura tém demonstrado que ocorre um aumento na producio de
radicais livres em resposta ao distirbio metabdlico decorrente do diabete, sugerindo que o
estresse oxidativo exerca forte influéncia nas complicacOes reprodutivas materna e
patogénese da embriopatia diabética (Eriksson and Borg, 1991; Damasceno et al., 2002).

E conhecido que a hiperglicemia causa dano tecidual, porém o mecanismo
fisiopatoldgico pelo qual isto ocorre ndo estd totalmente definido. Existem evidéncias sobre
a relacdo entre o excesso de espécies reativas derivadas do metabolismo do oxigénio
(ERMO), caracterizando estresse oxidativo e as complicacdes diabéticas (Krinsky, 1992;
Grace, 1994; Damasceno et al., 2002). O estresse oxidativo estd presente no diabete devido
a alta produgdao de ERMO ou a deficiéncia do sistema de defesa antioxidante, enzimatico e
nao enzimatico (Griesmacher et al., 1995; Damasceno et al., 2002; Peuchant et al., 2004).

A glicose por si s6 € capaz de gerar ERMO em células B-pancredticas. Esse fato é
essencial para a hipétese de que o estresse oxidativo induzido pela glicose em altas
concentracdes € um mecanismo de toxicidade (Tanaka et al., 1999).

Diversos autores tém demonstrado que a suplementacao de ratas diabéticas, durante
a prenhez, com antioxidantes, tais como vitamina C, vitamina E, dcido félico, diminuem a
incidéncia de malformagdes fetais e reabsor¢des embriondrias, evidenciando a funcgado
normal dos antioxidantes no processo de sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento
embrionario (Al Ghafli et al., 2004; Wentzel and Eriksson, 2005).

O crescimento e o desenvolvimento fetal € determinado primariamente tanto pelo

padrao genético do feto, quanto pela sua capacidade em produzir seus préprios fatores de
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crescimento, os quais influenciardo o crescimento e a diferenciacdo (Van Assche et al.,
2001). Entretanto, a regulacdo génica do crescimento fetal é influenciada por diferentes
fatores externos, os quais podem exercer efeitos inibitérios ou estimulatérios. Além disso,
como o embrido dos mamiferos cresce e se desenvolve dentro do utero materno, o
crescimento fetal é dependente do sfatus nutricional materno e da capacidade da placenta
em transferir adequadamente os nutrientes da mae para o feto (Holemans et al., 2003).
Assim, mecanismos homeostdticos se estabelecem no sistema mae-placenta-feto, de
maneira a garantir um equilibrio na interacdo entre os diferentes fatores que regulam e
influenciam o crescimento, o desenvolvimento e suprimento nutricional, para um
desenvolvimento sauddvel do feto. Distdrbios nestes mecanismos decorrentes do
desenvolvimento de um ambiente intra-uterino anormal durante a gestacdo, estdo
associados com o aparecimento de anormalidades no crescimento fetal (Holemans et al.,
2003).

De acordo com o grau de hiperglicemia, o diabete materno pode ser dividido em
dois grupos: diabete moderado e diabete grave. Em animais experimentais, o quadro clinico
tipico do diabete moderado (glicemia materna entre 120-200 mg/dL), esta caracterizado por
um aumento na glicemia materna e no transporte de glicose e outros nutrientes através da
placenta, da mae para o feto, resultando principalmente em macrossomia (caracterizada por
um alargamento da circunferéncia tordxica e abdominal em relacdo a circunferéncia da
cabeca) (Van Assche et al., 2001). Entretanto, a hiperglicemia cronica no meio intra-uterino
decorrente do diabete grave, caracterizado no modelo experimental em estudo pela glicemia
superior a 200mg/dL, esta associado a complicacdes maternas tais como vasculopatias e
reduzida fungdo renal (Van Assche et al., 2001), deficiéncia no transporte de nutrientes
para a unidade fetoplacentaria e prejuizo do fluxo sanguineo tutero placentario (Holemans et
al., 2003), ocasionando retardo de crescimento intra-uterino do feto, caracterizado pelo

baixo peso ao nascimento quando comparado a prole de maes normoglicémicas (Van

Assche et al., 2001; Holemans et al, 2003).

O retardo de crescimento observado ao nascimento e periodo perinatal pode ser
resultado da malnutri¢do intra-uterina ou durante o periodo de lactacdo. Holemans et al.
(1999), observou em estudos experimentais com ratos que, a prole de ratas diabéticas,
quando amamentadas por uma rata normoglicémica (cross-fostering), apresentou uma curva

de crescimento semelhante a da prole do grupo controle. Ao contrario, quando a prole de
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ratas normoglicémicas, foi amamentada por ratas diabéticas, houve uma tendéncia a
diminui¢@o do peso corporal no periodo perinatal e vida adulta, comparado a prole controle,
por um mecanismo de “imprinting” durante o periodo de lactagdo, sugerindo que o este
periodo perinatal exerce uma importante influéncia no ganho de peso corporal da prole ao
longo da vida. Estes mesmos achados ndo se confirmaram em modelos de restri¢do caldrica
no qual o periodo da prenhez é muito mais importante do que a lactac@o para se determinar

o ganho de peso corporal.

Nos roedores, assim como em humanos, a glicose € o principal substrato energético
para o desenvolvimento fetal, sendo completamente deliberada da circulagdo materna. O
principal hormoénio para o crescimento fetal € a insulina produzida e secretada pelas ilhotas
de Langerhans fetais. Ao fim da gestacdo, o feto ja é capaz de regular autonomamente sua
prépria homeostasia da glicose (Aerts and Van Assche, 2003). Assim, a insulina fetal
exerce duas principais fungdes: estimula o crescimento fetal e faz o controle da glicemia.

O diabete materno durante a prenhez, induz a alteragdes e adaptacdes na atividade
do pancreas fetal, em reposta ao aumento do suprimento de glicose da mae para o feto
(Holemans et al., 2005). A hiperglicemia crénica no meio intra-uterino em ratas prenhes
induz a hiperglicemia e hipoinsulinemia na prole logo ao nascimento, além de retardo no
crescimento intra-uterino (Van Assche et al., 2001). O peso do pancreas fetal esta
diminuido embora a porcentagem de tecido enddécrino estar aumentada (Aerst and Van

Assche, 1977).

A maneira como a hiperglicemia materna causa distirbios no desenvolvimento e

funcdo da prole ainda permanece por ser elucidada.

MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERGLICEMIA

O estudo detalhado da interagdo dos indmeros fatores envolvidos na sindrome
diabética é muito complicado quando investigado na espécie humana. Desta forma,
modelos experimentais foram desenvolvidos com a expectativa de que estudos em animais
diabéticos levem ao entendimento mais completo de sua etiologia, patogenicidade e

tratamento, visando melhor aplicagdo clinica (Calderon, 1988).
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No século XIX, Brockman, em seus estudos com peixes, € Langerhans, em seus
estudos em humanos, descreveram e caracterizaram as ilhotas pancredticas. Dois cientistas
alemdes, von Mering e Minkowski , observaram em 1889 que cdes pancreactomizados
desenvolviam um quadro clinico semelhante ao diabete humano. Apds esta descoberta,
muitos experimentos em coelhos e cachorros se seguiram, embora a histdria tenha dado
destaque especial a Marjorie, um dos cachorros utilizados por Banting e Best em seus
experimentos (Rees and Alcolado., 2005). A descoberta da insulina ocorreu em 1921
quando Banting e Best preparam um extrato purificado das ilhotas e injetaram no cao
diabético, verificando reducdo dos niveis de glicose no sangue e na urina do animal.
Marjorie é provavelmente um dos mais famosos animais na histéria da experimentacio
animal.

Modelos animais tém sido extensivamente utilizados em pesquisas sobre o diabete.
Além de compreender os mecanismos da patogénese e complicacdes decorrentes da
doenca, todos os novos tratamentos para o diabete, incluindo transplante de células das
ilhotas e estratégias preventivas, sdo inicialmente investigados em modelos animais (Rees
and Alcolado, 2004; Zhao and Reece, 2005). Um outro importante campo de pesquisa que
tem se apoiado nos animais de experimentacdo € o estudo do diabete na gravidez e o papel
do meio intra-uterino no subseqiiente desenvolvimento e fun¢do da prole, decorrente da
exposi¢do a um meio intra-uterino metabdlico anormal, independente da heranga genética
(Boloker et al., 2002).

A indugdo quimica do diabete pode ser obtida através da administracdo de drogas
seletivamente citot6xicas para as células B pancredticas, tais como a estreptozotocina (STZ)
e aloxana. Comparando o efeito citotéxico seletivo para as células [ pancredticas, entre
estreptozotocina e aloxana, ha especificidade consideravelmente maior dos efeitos da STZ
sobre as células B pancredticas. Além disso, a aloxana, em quase todas as espécies, exibe
uma margem de seguranca extremamente limitada entre a dose diabetogénica e as doses,
geralmente, toxicas e letais (Junod et al., 1967). A STZ serd discutida a seguir. Esses
modelos de danos pancredticos sdo utilizados em estudos sobre as conseqiiéncias da
hiperglicemia no desenvolvimento das complica¢des diabéticas (Garcia-Martin et al.,
1988). Quando realizados em ratas prenhes, ajudam na compreensdo dos efeitos do diabete,

durante a gestacdo, sobre o desenvolvimento da prole (Caluwaerts et al., 2003).
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A STZ € uma nitrosamina isolada do Streptomyces achromogenes, que possui
atividade antibidtica e antineopldsica (B6lzan and Bianchi, 2002). Sua estrutura molecular
foi descrita por Herr et al. (1967) e é mostrada na figura 1, possuindo a seguinte férmula
molecular: CgH;5N307 .

A STZ € utilizada para se induzir o diabete em roedores, pelo seu efeito toxico
direto sobre as células [ pancredticas (Szkudelski, 2001; Rees and Alcolado, 2005), de
maneira dose-dependente (Holemans et al., 2003b). As células B sdo mais sensiveis a STZ
do que outros tipos celulares do organismo, sendo por este motivo que a droga € utilizada
para causar o diabete em roedores. Interessante notar que, ao contrdrio dos roedores, as
células B humana sdo extremamente resistentes aos efeitos diabetogénicos da STZ (Yang

and Wright, 2002).

EHE OH
H O n
H
OH H Figura 1. Estrutura molecular da
HO OH NO estreptozotocina (STZ) determinada
por Herr et al. (1967).
H HNCONCH 5

Vérios mecanismos t€m sido propostos para explicar como a STZ causa danos nas
células P pancredticas (Szkudelski, 2001; Bélzan and Bianchi, 2002). O primeiro sugere
que a STZ é um forte agente alquilante, causando alquilagio do DNA por *CH;z ou CH3"
(Bdlzan and Bianchi, 2002). O segundo sugere que a geracdo de espécies reativas derivadas
do metabolismo do oxigénio seriam as responsaveis pela toxicidade da STZ no efeito
diabetogénico (West et al., 2000; Damasceno et al., 2002). A STZ tem uma meia-vida de
aproxidamente 24 horas e, usualmente nos protocolos experimentais que utilizam ratas
prenhes em seus estudos, para verificar os efeitos do diabete sobre a prole, o acasalamento
dos animais ocorre cerca de uma a duas semanas apds o tratamento com a droga. Assim,
um efeito direto da STZ sobre o embrido é considerado virtualmente ausente (Zhao and
Reece, 2005).

Lopez-Soldado and Herrera (2003) verificaram que diferentes doses da droga,
administradas no primeiro dia da prenhez, resultam em diferentes graus da doenca,
caracterizando principalmente dois subgrupos: diabete moderado (animais com niveis de

glicose plasmaética ao redor de 200mg/dl) e o diabete grave (animais com niveis de glicose
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plasmdtica ao redor de 400mg/dl), concluindo que o estado de diabete moderado nos
animais mimetiza o quadro de diabete gestacional humano, enquanto que o diabete grave €
mais similar aos quadros clinicos do diabete ndao controlado. Estes dois modelos
experimentais podem ser utilizados para o estudo das condi¢des patofisioldgicas e

conseqiiéncias materno-fetal, sob diferentes condi¢des ou estagios da doenca.

DESENVOLVIMENTO SEXUAL POS-NATAL DO RATO MACHO

O processo de maturacdo sexual € um evento fisiolégico complexo, coordenado por
fatores genéticos e ambientais. E bem conhecida a fungdo do eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal, no processo de maturagdo sexual e funcdo reprodutiva, no homem e em vérias
espécies de animais, e inimeros sdo os locais neste sistema que podem sofrer interferéncia
e modulacdo (Odell and Swerdloff, 1976).

A literatura carece de estudos mais detalhados sobre o inicio da puberdade em ratos.
Nos ratos machos, ao contrdrio dos seres humanos, as inter-relacdes entre o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal ja sdao funcionantes desde antes do nascimento, sendo que
durante as primeiras semanas de vida pds-natal os vdrios processos iniciam sua
sincronizacdo. E observado em ratos machos que algumas horas depois do nascimento
ocorre um pico passageiro na secrec¢ao de testosterona (Corbier et al., 1978), associado com
a liberacao de LH (hormoénio luteinizante) e aumento temporéario dos niveis de GnRH
(hormonio liberador de gonadotrofinas), secretado pelo hipotdlamo. Esta liberacdo de
testosterona € importante para o processo de masculinizacao do hipotdlamo, dando ao rato
macho suas caracteristicas tipicas de comportamento sexual.

Nos machos, o principal hormo6nio envolvido no controle das fun¢des reprodutivas é
a testosterona. A dosagem da concentracdo plasmadtica de testosterona, assim como a
andlise de peso dos Orgdos sexuais sdo parametros que permitem o estabelecimento de
correlagdes morfofuncionais e avaliagdo da integridade do eixo hipotalamico-hipofisério-
gonadal.

Tem sido proposto que o inicio da puberdade no rato macho resultaria de um
decréscimo na sensibilidade da unidade hipotaldmica-hipofisaria ao feedback negativo dos
esterdides. Desta forma, apesar do aumento da produgdo de andrégenos pelo testiculo em

desenvolvimento, essa diminuicdo de sensibilidade do eixo provocaria o aumento da
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secrecdo de gonadotrofinas. Essa hipdtese, entretanto, ndo explica as divergéncias nos
padrdes de secrecdo de FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH observadas nos ratos
machos em desenvolvimento. Diversas observacodes, incluindo a descoberta de que o
padrao de liberacdo de LHRH (avaliado in vitro) se altera a medida que o animal
amadurece, sugerem que a ativacdo da liberacdo de LHRH, independente do controle
exercido pelo feedback negativo dos andrégenos, exerceria o papel primdrio, sendo
decisivo, no estabelecimento da puberdade no rato macho. Assim sendo, atualmente a
hipétese melhor aceita € a de que o inicio da puberdade seria regido por mecanismos
originados no sistema nervoso central, levando a liberacdo de LHRH (Ojeda and Urbanski,
1994).

Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que o status nutricional do organismo
¢ um importante fator que interfere nas fung¢des reprodutivas e inicio da puberdade
(Engelbregt et al., 2000; Leonhardt, et al., 2003; Zambrano et al., 2005a). A leptina,
hormoénio produzido pelo gene obesity expressado pelas células adiposas (adipdcitos), estd
envolvida na regulacdo da adiposidade em mamiferos e pode atuar como um sinalizador
enddcrino interligando o eixo reprodutivo (hipotdlamo-hipdfise-gonada) com o status
nutricional do organismo (Leonhardt, et al., 2003). A leptina estimula a secre¢do de LH e
FSH pela hipofise nos animais jovens e adultos de maneira dose-dependente.

Alguns autores t€m hipotetizado que o peso corporal exerceria um importante papel
na regulacdo, em nivel do sistema nervoso central, no controle da puberdade. A relagao
entre o peso corporal (quantidade de gordura) durante o desenvolvimento intra-uterino, ao
nascimento e periodo perinatal, e inicio da puberdade em ratos tem sido pouco estudada
(Engelbregt et al., 2000), e os reais mecanismos envolvidos ainda ndo foram totalmente
elucidados. Engelbregt et al. (2000) observaram que ratos nascidos com retardo de
crescimento intra-uterino tiveram um atraso no inicio da puberdade e uma relacdo direta
com o0 peso corporal ndo foi observada. O periodo perinatal parece ser um periodo critico
no processo de maturacdo sexual, por mecanismos ainda desconhecidos, independente do
peso corporal. Engelbregt et al. (2001), utilizando o modelo de retardo de crescimento
intra-uterino também relataram que o inicio da puberdade independe da relacdo entre a
porcentagem de gordura corporal e concentracdes de leptina plasmaticas nos animais.

Trabalhos tém demonstrado uma relacdo entre o retardo do crescimento intra-

uterino e o desenvolvimento puberal de machos e fémeas, indicando mudancgas no inicio e
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progressao da puberdade (Engelbregt et al., 2000; Zambrano et al., 2005a). A influéncia da
relacdo do retardo do crescimento intra-uterino € os mecanismos que controlam o inicio da
puberdade ainda ndo estao totalmente elucidados.

Ojeda et al. (1978) caracterizaram o desenvolvimento sexual do rato em quatro
periodos: neonatal, do nascimento ao 7° dia de idade; “infantil”, do 8° dia pds-natal ao 21°;
“juvenil”, que se estende até aproximadamente até o 35° dia de vida e um periodo
“peripuberal”, 55°-60°, quando espermatozéides maduros sdo encontrados no ducto
deferente. Nos ratos machos, os primeiros espermatozdides aparecem na luz dos tibulos
seminiferos aos 45 dias de idade e o transito através do epididimo e ducto deferente pode
ser detectado entre 58-59 dias de idade (Marty et al., 2003). Aos 75 dias, ocorre a mdxima
producdo de gametas pelos testiculos e, aos 100 dias de idade, é observada a méaxima
concentracdo de espermatozéides armazenados na cauda epididiméria. No periodo
compreendido entre os 75 e 100 dias de idade, os animais atingem a plena maturidade
sexual (Robb et al., 1978).

Zanato et al. (1994) realizaram um trabalho abrangente, fornecendo informagdes
sobre o desenvolvimento sexual de ratos da variedade Wistar, criados em biotério
brasileiro. Segundo esse trabalho, os ratos atingem a puberdade entre 40 e 50 dias de idade,
quando espermdtides maduras sdo encontradas, pela primeira vez, no epitélio germinativo.
Entre 83 e 97 dias de idade, os ratos tornam-se sexualmente maduros, quando é maxima a
producdo espermatica.

As idades em que ocorrem o0s processos da descida testicular e separagdo prepucial
nos machos podem ser utilizadas como sinais fisicos externos do desenvolvimento sexual
inicial no rato, processos que sofrem intensa regulacdo androgénica, sendo eventos que
precedem o aparecimento de espermatozdides moveis na cauda epididiméria e o
comportamento copulatério dos animais (Korenbot et al, 1977).

O processo da descida testicular € similar em vérias espécies de animais. No feto do
sexo masculino, o testiculo é, embriologicamente, um 6rgdo de origem intra-abdominal.
Durante a gestacdo, os testiculos encontram-se ligados ao mesonefro intra-abdominal.
Durante a descida testicular o mesonefro degenera e o gubernaculo aumenta de tamanho,
dilatando o canal inguinal o que possibilita a passagem dos testiculos da cavidade
abdominal para o a bolsa escrotal (Marty et al., 2003). Em roedores, € estabelecido que a

descida testicular ocorre a partir do 15° dia de vida pds-natal. A separacdo prepucial tem
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sido utilizada como um sinal externo do inicio da puberdade masculina e é observada
quando o preptcio se separa da glande do pénis, normalmente ocorrendo ao redor do 39°
dia de vida p6s-natal (Korenbrot et al., 1977).

A saide reprodutiva dos animais na vida adulta pode ser afetada por vdrias
influéncias ambientais atuando em diferentes estidgios do desenvolvimento, principalmente
por causar interferéncias no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. O principal grupo de
hormoénios reguladores desse eixo, as gonadotrofinas, exercem um papel essencial no
desenvolvimento do testiculo fetal, influéncia esta que pode ser prejudicada pelo estado de
nutricdo materna, obesidade, alcoolismo e fumo (Vermeulen, 1993), situagdes que causam
desequilibrio da homeostasia do meio intra-uterino. Esses distirbios nas fases inicias da

vida podem ocasionar doengas e problemas de fertilidade na idade adulta.

PROGRAMACAO FETAL

Durante o seu desenvolvimento, os mamiferos necessitam estabelecer um certo grau
de autonomia, durante a vida fetal, antes de adquirir independéncia para sobreviver apds o
nascimento. Por isso, desenvolvem mecanismos homeostéticos necessarios para garantir a
sua existéncia.

De maneira geral, o feto possui trés tipos de resposta aos estimulos ambientais
adversos: pode acelerar seu processo de maturagdo (quando exposto a elevadas quantidades
de glicocorticéides, por exemplo); conservar nutrientes (reduzindo o crescimento ou
metabolismo), ou interromper o desenvolvimento (aborto espontaneo ou parto prematuro)
(Gluckman and Hanson, 2004). Esta terceira op¢ao € bem compreendida em termos
evolutivos, pois uma gestacdo pode ocorrer novamente sob condi¢cdes mais favoraveis, mas
a morte da mae resultaria em perda do genétipo. Assim, o feto ndo é um “parasita perfeito”,
e na hierarquia, muitas circunstancias podem favorecer a mae (Gluckman and Hanson,
2004).

Definir o ambiente fetal € complexo. De maneira geral € definido pelo meio intra-
uterino, o qual € influenciado pela saide e ambiente materno, assim como pela funcdo da
unidade ttero-placentdria. Entretanto, a nutricio materna e fetal ndo sdo idénticas. A
nutricdo do feto ndo reflete simplesmente o ambiente externo, embora seja claramente

influenciado pelo mesmo (Gluckman and Hanson, 2004).
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Durante a vida fetal, os tecidos e 6rgdaos do embrido passam pelo que denominamos
“periodos criticos” do desenvolvimento, os quais podem ser influenciados por aspectos do
meio intra-uterino dependente da nutricdo e metabolismo materno (Hoet and Hanson,
1999). Estes periodos criticos geralmente coincidem com periodos de rdpidas divisoes
celulares. A principal adaptacdo do feto a limitada quantidade de oxigénio e nutrientes €
uma diminui¢do da razdo de divisdes celulares, especialmente nos tecidos e 6rgdos que
estdo no “periodo critico” no momento destas adversidades. Esta diminui¢ao das divisdes
celulares pode ser um efeito direto da disponibilidade de nutrientes ou de concentragdes
alteradas de fatores de crescimento e hormdnios, dos quais a insulina e o horménio do
crescimento sdo particularmente importantes (Barker and Clark, 1997).

Esta plasticidade do desenvolvimento € importante para garantir fendtipos
apropriados para diferentes condi¢cdes ambientais e assim, promover a perpetuacdo do
genotipo (Gluckman et al., 2005a,b). Entretanto, pode exercer um forte papel no
desenvolvimento de doencas.

Estudos em animais t€m demonstrado que disponibilidade de nutrientes e oxigénio é
um aspecto importante do meio intra-uterino e freqiientemente limita o crescimento fetal,
através de caracteristicas que adaptam o individuo para o tipo de ambiente que
provavelmente ele encontrard ao nascer (Gluckman et al., 2005b). Este fato reflete
adaptagdes do feto para sustentar e garantir o seu desenvolvimento, adaptagdes estas que
podem permanentemente programar a estrutura e fung¢ao do organismo.

A organogénese pode ser afetada por uma modificacdo da expressdo génica durante
o desenvolvimento, influenciando a fun¢do dos 6rgdos e sistemas do organismo e levar ao
desenvolvimento de doencas futuras (Ingelfinger, 2004). Uma das mais interessantes e
significativas caracteristicas da programacao do desenvolvimento € que as conseqiiéncias
adversas do meio intra-uterino anormal podem ser passadas transgeracao da mae (FO) para
os filhos (F1) e para a segunda geracdo (F2) (Zambrano et al., 2005a; Zambrano et al.,
2006; Fetita et al., 2006) epigeneticamente.
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Teoria do fenotipo econdomico

O primeiro estudo relacionando o tamanho ao nascimento e risco de desenvolver
doengas na vida adulta surgiu em 1988. Posteriormente, estudos epidemioldgicos
confirmaram a associagdo entre baixo peso e tamanho ao nascimento (caracterizando
restricdo do crescimento intra-uterino) e desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
outras anormalidades metabdlicas incluindo, hipertensdo, diabetes tipo 2, dislipidemia,
resisténcia a insulina (Barker and Clark, 1997; Nathanielsz and Thornburg, 2003). Estes
estudos levaram a hipétese da “origem fetal” ou “teoria do fenétipo econdmico”. Esta teoria
diz que o feto responde a um meio adverso através de mudancas irreversiveis na sua
trajetéria de desenvolvimento e, em particular, pela reducdo do crescimento. O reduzido
crescimento fetal capacita o feto a conservar a quantidade limitada de energia disponivel
para as fungdes cardiacas e desenvolvimento neural, 6rgdos vitais para a sua sobrevivéncia.
Assim, a exposi¢do intra-uterina a um ambiente escasso nutricionalmente altera a estrutura
e fisiologia do organismo de forma a adaptéd-lo a escassez de nutrientes na vida pds-natal.
Estas adaptagcdes incluem anormalidades na secre¢do e acdo da insulina, reducdo vascular
em diversos 6rgaos e reducdo do nimero de néfrons (Barker and Osmond, 2000). Na vida
adulta pode levar o individuo a desenvolver doencas, particularmente obesidade, doengas
cardiovasculares e sindromes metabdlicas.

A teoria do fen6tipo econdmico mais modernamente denominada programacao fetal
se resume portanto na idéia de que os eventos in utero, como reducdo do crescimento fetal,
alteram permanentemente a estrutura e fisiologia do organismo da prole, aumentando assim
as probabilidades com que estes individuos venham a desenvolver doengas nio associadas a
fatores genéticos e/ou estilo de vida na idade adulta (Barker and Osmond, 1986; Barker and
Clark, 1997; Gluckman et al., 2005a,b). Estes dados tém sido confirmados em diversos
modelos experimentais (Holemans et al., 1999; Boloker et al., 2002; Lesage et al., 2004;
Zambrano et al., 2005a,b; Zambrano et al., 2006), sugerindo vantagens adaptativas na
selecao Darwiniana.

3

O termo ‘“vantagem adaptativa” se refere aqui a mudangas no fendtipo as quais
confere melhora da satde reprodutiva (capacidadde para replicar/conservar o genétipo
individual do organismo). A resposta adaptativa € iniciada por um estimulo do meio, mas a

vantagem conferida ao individuo nao € imediata. Do ponto de vista evolutivo, as
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caracteristicas alteradas frente as adversidades no periodo de gestacdo garantiriam
vantagens ao individuo frente a um ambiente adverso pds-natalmente, mas seria prejudicial,
ocasionando doengas, frente a um ambiente ‘“enriquecido”, ndo adverso (Gluckman and
Hanson, 2004b). Assim, o feto responde a um ambiente adverso reduzindo o crescimento e
desenvolvendo adaptacdes metabdlicas que sdo apropriadas para um meio carente, em
termos nutricionais, encontrado na vida pds-natal. Uma vez que o ambiente pds-natal €
favordvel e adequado, as mesmas adaptagdes podem ser prejudiciais acarretando em
doencas.

O conceito da programacio tem aplicacdo direta para os estudos relacionados com a
funcdo reprodutiva por duas razdes principais: primeiramente porque o periodo pds-natal €
crucial para o estabelecimento das fungdes reprodutivas e, segundo, porque existe um longo
periodo de laténcia entre a exposi¢ao in utero e o aparecimento de doencgas reprodutivas (na
maioria das espécies de vertebrados, a vida reprodutiva inicia-se em uma fase especifica do
desenvolvimento, apds 0 nascimento).

A endocrinologia reprodutiva € potencialmente importante tanto para explicar os
efeitos da “programacdo” quanto para explicar a ocorréncia de doengas reprodutivas
cronicas sexo-especificas na vida adulta (Davies and Norman, 2002).

Estudos experimentais tém sugerido que distirbios durante a vida fetal podem
reprogramar o eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal, e outros autores tém verificado os efeitos
da programacgdo fetal no desenvolvimento e funcdo do eixo reprodutivo hipotdlamo-
hipdfise-gonada (Rhind et al., 2001). Desta forma, diferentes sistemas fisiolégicos podem
ser afetados durante a vida fetal e desenvolvimento neonatal resultando em uma variedade
de efeitos adversos na vida adulta.

De acordo com Rhind et al. (2001), a programagao da capacidade reprodutiva do
feto pode ser adquirida através de alteragdes nas glandulas hipotdlamo-hipéfise ou através
de modificacdes nas gonadas. O estidgio do desenvolvimento fetal no qual cada um destes
orgios € susceptivel a influéncias nutricionais ou ambientais ndo € necessariamente o
mesmo. Similarmente, os efeitos no adulto devido a alteracdes desses 6rgdos no feto,
podem diferir de acordo com o 6rgao afetado e a idade do animal.

Os principais protocolos experimentais utilizados atualmente para se verificar os
efeitos de disturbios do meio intra-uterino nas funcdes metabodlicas e reprodutivas da prole

s30: exposi¢ao das maes a uma dieta isocalérica com baixo contetddo protéico (Zambrano et
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al.,, 2005a,b); restricdo de nutrientes globais (Garfano et al., 1998); restricdo do fluxo
sanguineo uterino (Simmons et al., 2001); super exposicdo dos fetos a glicocorticoides
(Nyrenda et al., 2001) e indu¢ao do diabete maternal (Holemans et al., 2003).

Engelbregt et al. (2000) verificaram que a prole de ratos com retardo de crescimento
intra-uterino, devido a ligacdo de artérias uterinas no 17° dia de gestacdo de ratas Wistar,
apresentaram retardo no inicio da puberdade evidenciado por um atraso nos dias da
separagdo prepucial e abertura vaginal da prole.

Bielli et al. (2002), através da manipulacdao de dietas com diferentes conteidos
caldricos em relacdo ao gasto energético, verificaram que prejuizo na nutri¢do fetal, devido
a desnutricdo materna durante a prenhez, pode reduzir o desenvolvimento e func¢dao
testicular em ovelhas, devido a uma reducao do nimero de células de Sertoli nos neonatos.
Rae et al. (2002), utilizando protocolo semelhante, relataram uma redugdo nas razdes de
ovolugdo na progénie fémea de ovelhas.

Em ratos, verificou-se que uma dieta com baixo conteido protéico durante a
prenhez e lactacdo, prejudicou o desenvolvimento reprodutivo dos filhotes machos,
evidenciado pelo aumento na distancia ano-genital, atraso na descida testicular, redu¢do no
peso corporal e peso dos testiculos e redugdo na fertilidade e nimero de espermatozdides
nos machos aos 270 dias de idade (Zambrano et al., 2005a).

Em seres humanos, retardo do crescimento intra-uterino tem sido associado a um
prejuizo das fungdes ovarianas (Bruin et al., 1998).

Estudos experimentais tém demonstrado que o diabete materno afeta o
desenvolvimento e metabolismo da prole (Van Assche et al., 2001; Holemans et al., 2003),
com conseqiiéncias na vida adulta. E relatado que a prole de ratas em que se induziu
diabete experimentalmente desenvolve disfunc¢io cardiovascular (Holemans et al., 1999) e
diabete tipo 2 (Boloker et al., 2002) na vida adulta.

Nesse contexto, estudos prospectivos para investigar a associacdo entre 0 meio
intra-uterino hiperglicémico e as doencas que aparecem na vida adulta da prole sdo
realizados em modelos animais com diabete induzido quimicamente. Esses estudos tém
importancia para o meio cientifico, pois permitem a compreensao da influéncia dos fatores
maternos sobre o desenvolvimento normal do embrido/feto e dos mecanismos envolvidos
no surgimento de doencas nio relacionadas a fatores genéticos na idade adulta (Holemans

et al., 1999).



22

OBJETIVOS

Objetivo Geral: investigar os possiveis efeitos da hiperglicemia cronica, no meio
intra-uterino, decorrente do diabete materno, no desenvolvimento e fun¢des reprodutivas da
prole masculina na pré-puberdade, puberdade e idade adulta.

Objetivos Especificos: Avaliar as repercussdes da hiperglicemia materna,
decorrente do diabete, no organismo materno durante a gestacdo e nas diferentes fases do
desenvolvimento dos filhotes do sexo masculino através da andlise dos seguintes
parametros: nivel glicémico e peso maternos; incidéncia de malformagdes externas na
prole; peso e glicemia da prole; a evolu¢do do desenvolvimento sexual da prole masculina,

avaliada na pré-puberdade, puberdade e idade adulta.
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CAPITULO
Este trabalho deu origem ao artigo “Desenvolvimento reprodutivo de ratos
machos expostos ao meio intra-uterino hiperglicémico” submetido ao periddico “Life

Sciences”.
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RESUMO

Estudos tém demonstrado que distirbios no meio intra-uterino, durante o desenvolvimento
fetal e neonatal, pode programar a estrutura e fung¢do da prole, aumentando a
suscetibilidade com que estes individuos venham a desenvolver doengas cronicas na vida
adulta. Nosso objetivo foi investigar o quanto a hiperglicemia materna, decorrente do
diabete durante a prenhez e lactacdo, perturba o desenvolvimento puberal e sexual da prole
masculina de ratas. A inducdo do diabete nas ratas foi realizada através da administra¢io de
uma tnica dose, via intra-venosa, de streptozotocin (STZ; 40mg/kg) antes do acasalamento.
Fémeas Wistar foram acasaladas com machos, no periodo noturno, e a presenca de
espermatozdides em lavados vaginais foi considerado dia zero da prenhez. A prole
masculina foi analisada em diferentes fases do desenvolvimento sexual. As ratas que
receberam STZ apresentaram médias de glicemias ao redor de 400mg/dl. Independente do
grupo experimental, ndo foram observadas malformacdes externas nos neonatos vidveis. O
peso corporal e os niveis plasméticos de glicose dos filhotes, avaliados no terceiro dia pds-
natal, foram menores na prole de ratas diabéticas (G1), comparados ao controle (G2). Na
prole G1 foi observado um atraso no tempo (dias) da descida testicular e separacdo
prepucial. O peso de 6rgaos reprodutivos, assim como as reservas espermaticas e tempo de
transito dos espermatozdides no epididimo, nos animais pré-puberes e adultos do grupo G1,
foram alterados de maneira andrégeno-independente. O conjunto dos resultados obtidos
mostraram que o meio intra-uterino hiperglicémico acarretou em um atraso na instalacao da
puberdade e maturagdo sexual da prole masculina.

Palavras-chave:  diabete = materna, hiperglicemia, programacao fetal,

desenvolvimento reprodutivo, rato macho
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INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado que a hiperglicemia
materna tem profundos efeitos e conseqiiéncias na prole durante o seu desenvolvimento
fetal e neonatal, aumentando a suscetibilidade destes individuos e contribuindo para que
desenvolvam doencas cronicas na vida adulta (Barker and Clark, 1997; Boloker et al.,
2002; Nathanielsz and Thornburg, 2003). Em humanos, uma relagdo entre baixo peso ao
nascimento (restricdo do crescimento intra-uterino) e doencas cardiacas, hipertensao,
diabete tipo 2, resisténcia a insulina, obesidade, tem sido verificada, evidenciando o papel
da “programacdo” pré-natal como determinante de doengas no adulto (Barker and Osmond,
1986; Barker and Clark, 1997). Esta associagdo parece ser independente do estilo de vida e
fatores de risco classicos tais como fumo, consumo de alcool, sedentarismo, classe social.

A hipdtese da “programacao fetal” tem sido proposta como 0 mecanismo que interliga
baixo peso ao nascimento e desenvolvimento de doencas cronicas no adulto. Esta hipotese
sugere que um meio intra-uterino anormal durante periodos criticos do desenvolvimento,
incluindo a organogénese, pode alterar permanentemente a estrutura e fun¢ao dos 6rgaos de
maneira epigenética (Barker and Clark, 1997; Ingelfinger, 2004; Gluckman and Hanson,
2004; Gluckman et al., 2005a,b), comprometendo o desenvolvimento e o crescimento
embriofetal, o que pode acarretar mau funcionamento dos 6rgdos e causar doengas na vida
adulta.

Diferentes modelos experimentais tém sido utilizados para investigar os efeitos da
“programacdo fetal” no desenvolvimento da prole: exposi¢do das maes a dieta isocaldrica
com baixo conteido protéico (Zambrano et al., 2005a,b, 2006); restricdo de nutrientes
globais (Garfano et al., 1997); restricao do fluxo sanguineo uterino (Engelbregt et al., 2000;
Simmons et al., 2001); exposi¢ao dos fetos a elevados niveis de glicocorticéides (Lésage et
al., 2004) e indugdo experimental do diabete maternal (Holemans et al., 1997, 1999). E
relatado que, em humanos, assim como em animais experimentais, o diabete grave
(glicemia superior a 300 mg/dl) durante a gestacdo induz a restricdo de crescimento intra-
uterino na prole ocasionando doencgas na vida adulta (Boloker et al., 2002).

O diabete na gestagcdo induz a anormalidades na homeostasia da glicose e secrecdo de
insulina no feto humano, provocando anormalidades no crescimento fetal (Van Assche et

al., 2001). O diabete mal controlado durante a gravidez causa malformagdes congénitas e
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doencas que se desenvolvem na prole pds-natalmente. Os efeitos do diabete no
desenvolvimento do feto estd intimamente associado ao estdgio do desenvolvimento em
que o embrido ou feto é exposto a condic@o patolégica do diabete materno. A hiperglicemia
materna € um dos principais fatores teratog€nicos para o embrido, prejudicando o
desenvolvimento de muitos 6rgdos do organismo (Sun et al., 2005). Estudos prospectivos
para investigar a potencial associagdo entre o meio intra-uterino diabético e doengas a
longo prazo na prole t€ém sido facilitado por modelos experimentais em animais com
diabete induzido quimicamente (Boloker et al., 2002).

A indugdo quimica do diabete em roedores pode ser obtida através da administracao
de drogas seletivamente citotoxicas para as células beta (B)-pancredticas, tais como a
streptozotocin (Szkudelski, 2001). Streptozotocin € uma nitrosamina que alquila o DNA,
levando a morte celular. As células B sdo mais sensiveis a streptozotocin do que outros
tipos celulares, por isso a droga € utilizada para induzir o diabete em roedores de maneira
dose dependente (Caluwaerts et al., 2003; Rees and Alcolado, 2005; Zhao and Reece,
2005).

No presente estudo, nosso objetivo foi investigar o quanto a hiperglicemia materna,
decorrente do diabete durante a prenhez e lactacdo, perturba o desenvolvimento puberal e
sexual da prole masculina de ratas em que o diabete foi induzido quimicamente pela
estreptozotocina, visando mimetizar o quadro clinico do diabete ndo-controlado na gestacao

humana.

MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Ratos Wistar, 30 machos e 74 fémeas com 30 dias de idade foram fornecidos pelo
Centro Multi-disciplinar para Investigacdo Biol6gica da Universidade de Campinas,
CEMIB - UNICAMP. Os animais foram adaptados e mantidos no Biotério de Pequenos
Mamiferos do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu,
UNESP, durante todo o periodo experimental, onde permaneceram em gaiolas coletivas de
polietileno (43x30x15), sob condigdes controladas de temperatura, mantida entre 22° e
25°C, umidade relativa préxima de 55% e fotoperiodo de 12 horas (periodo de luz com

inicio as 7h a.m.), com livre acesso a dgua e ragdo. Aos 90 dias de idade, foi iniciado o
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periodo experimental. Todos os procedimentos experimentais foram de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissio de Etica na

Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu (protocolo 05/05).

2. Seqiiéncia experimental para a inducao do diabete nas ratas

Aos 90 dias de idade, as ratas ndo-prenhes normoglicémicas sorteadas para inducio
do diabete receberam streptozotocin (SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
diluida em tampao citrato (0,1 M; pH 6,5). A dose foi de 40 mg/Kg de peso corpdreo e
administrada na cauda via intravenosa. As sorteadas para o grupo controle receberam pela
mesma via de administracdo tampao citrato em volume equivalente a droga diabetogénica
calculada para uma rata do mesmo peso. A seguir, as ratas foram mantidas em gaiolas
individuais até a manha do 8° dia apGs a indugdo. A glicemia foi determinada colhendo-se
uma gota de sangue por pun¢do com agulha na parte distal da cauda da rata e depositando-a
em glicofita. As glicofitas foram lidas em glicosimetro especifico (One Touch Ultra —
Johnson & Johnson®) para determinagdo glicémica e os valores foram expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). O limite de normalidade estabelecido foi de 120 mg/dL e
glicemias superiores a este valor confirmaram hiperglicemia. O critério de inclusao
estabelecido para compor os grupos com diabete grave consistiu em ratas que
apresentassem valores glicémicos superiores a 200 mg/dL (Calderon et al., 1992;

Damasceno et al., 2002; Lopez-Soldado and Herrera, 2003).

3. Acasalamentos naturais e obtenciao da prole

Oito dias ap6s a inducdo do diabete nas ratas, foi iniciada a fase de acasalamento,
durante o ciclo de escuro, com duracdo maxima de 15 dias, até a obtencao de, pelo menos,
8 ratas prenhes por grupo experimental. Para o acasalamento, as ratas foram acomodadas,
em duplas aleatérias, em gaiolas de polietileno, com cama de maravalha na presenca de um
rato macho. Na manha subseqiiente, os machos foram retirados e lavados vaginais das
fémeas foram colhidos com a ponteira de uma pipetador automadtico contendo 10ml de
solucdo fisiolégica a 0,9% sendo o liquido introduzido na vagina e, em seguida, aspirado. O
material contido nos 10ml de solucdo fisiolégica foi espalhado sobre uma lamina

histoldgica limpa e previamente identificada com o numero do animal. Os lavados vaginais
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foram analisados com auxilio de microscépio Optico. Os fatores indicativos de prenhez
foram presenca de cabecas de espermatozoéides e diagndstico da fase estral, e este foi
definido como dia gestacional zero (DG 0). As ratas foram pesadas em dias alternados do
DG 0 ao DG 20 para controle do ganho de peso.

Nas manhas dos DG 0, 7, 14 e 21 foram colhidas amostras de sangue por pun¢do da
parte distal da cauda para a determinacdo da glicemia materna seguindo os procedimentos
utilizados durante o periodo diabetogénico.

A partir do DG 20, as ratas foram monitoradas quanto ao nascimento dos filhotes. Em
seguida, o ndmero de filhotes por ninhada foi reduzido para oito, procurando-se sempre
manter os filhotes do sexo masculino. Ninhadas com nimero de filhotes inferior a oito
tiveram seus filhotes remanejados para outras ninhadas do mesmo grupo experimental, de
tal forma que o nimero de filhotes amamentados por cada rata fosse de, no minimo, seis e,
no maximo, oito. As ratas que ndo pariram foram mortas em média cinco dias apds a data
prevista para o nascimento dos filhotes. Em seguida, os uteros foram removidos para

verificacdo de sitios de implantagdo, contagem de corpos liteos e presenga de reabsorgdes.

4. Avaliacao da prole masculina apés o nascimento

Os recém-nascidos foram avaliados quanto a presenca de malformagdes externas. A
ninhada foi utilizada como unidade amostral para os parametros avaliados até o 39° dia p6s-
natal (DPN 39). O desenvolvimento reprodutivo foi avaliado em diferentes idades, em
grupos de 6 a 8 ratos cada, sendo um a dois por ninhada, de ratas controle e diabéticas,
considerando as seguintes fases do desenvolvimento sexual: pré-puberdade (DPN 40),
puberdade (DPN 60) e maturidade sexual (DPN 90).

Para evitar rejeicdo materna, o peso corporal e os niveis de glicemia da prole foram
avaliados a partir do DPN 3 (Holemmans et al., 1999) por leitura de hemoglicofita e
monitorados no 10°, 40°, 60° e 90° dias de idade.

4.1. Avaliacao dos sinais fisicos externos do desenvolvimento sexual masculino (inicio
da puberdade)
Foi determinado o dia em que ocorreu a descida dos testiculos a partir do DPN 15

através da palpacdo didria da bolsa escrotal. A separagcdo prepucial foi investigada a partir
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do DPN 33 através da retracdo manual do prepucio.

4.2. Coleta dos 6rgaos reprodutores

Nas idades previstas para experimento [40 dias pds-natal (pré-puberdade), 60
(puberdade) e 90 dias de idade (maturidade sexual)], os animais foram anestesiados com
éter etilico e mortos por decapitacdo, e foi realizada a coleta de sangue para posterior
separacdo do plasma e determinacdo da concentracdo de testosterona total. O testiculo e
epididimo direitos foram removidos e pesados, sendo que nos ratos com 60 e 90 dias foram
congelados a -4°C e, posteriormente, processados para a contagem de células germinativas,
conforme descrito a seguir. Também foram removidas e pesadas a vesicula seminal (cheia,
sem a glandula coaguladora) e a prostata ventral e, em seguida, descartadas. Nas diferentes
idades do desenvolvimento sexual, o testiculo e epididimo esquerdos foram removidos e
imersos em mistura fixadora de Alfac (85% de dlcool 80°, 10% de formol e 5% de acido
ac€ico). Apds uma pré-fixacdo de 4 horas, os 6rgdos foram removidos do fixador,
recortados e retornaram ao fixador até completar 24 horas. Em seguida, a solucdo foi
substituida por dlcool 80°, onde as pecas permaneceram até processamento de rotina para
inclusdo em Paraplast. Os tecidos foram seccionados a 5 um e corados com hematoxilina e

eosina (HE) para avaliacdo da espermatogénese e andlise histopatoldgica.

4.3. Contagem do numero de espermatides maduras nos testiculos e calculo da
producao diaria de espermatozoides

Os testiculos, descapsulados e pesados logo apds a coleta, dos ratos puberes e adultos,
foram congelados até a homogeneizac¢do segundo métodos descritos por Robb et al. (1978),
com as adaptacdes descritas a seguir. O parénquima testicular foi descongelado e
homogeneizado numa mistura de NaCl (9g), Triton X-100 (0,5ml) e Thimerosal (0,1g)
(SIGMA Chemical Company, St. Louis, Mo.), passando em seguida por um sonicador por
30 segundos. Apés diluicdo de 10 vezes na mistura contendo Triton X-100, uma pequena
amostra foi transferida para caAmaras de Neubauer (4 campos por animal), procedendo-se a
contagem das espermdtides maduras, resistentes a homogeneiza¢do (estdgio 19 da
espermiogénese). Para o célculo da producao didria de espermatozéides (PDE), o niimero

de espermatozdides por testiculo foi dividido por 6,1, que € o nimero de dias em que as

espermatides maduras estio presentes no epitélio seminifero.
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4.4. Contagem do nimero e calculo do tempo de transito dos espermatozdides no
epididimo

As por¢des epididimadrias cabeca/corpo e cauda dos ratos puberes e adultos foram
separadas logo ap0s a coleta e congeladas até a homogeneizagdo, conforme método descrito
para o testiculo. Apos diluicdo de 20 vezes, foi realizada a contagem em camaras de
Neubauer. A média aritmética dos campos contados resultou no nimero de
espermatozdides expresso em milhdes por ml, que multiplicado pelas dilui¢des utilizadas,
resultou no nimero de espermatozdides/drgao que, dividido pela PDE, expressou o tempo
de transito dos espermatozoéides (nimero de dias requeridos para que eles atravessassem as

diferentes por¢des epididimarias).

4.5. Morfologia espermatica

Para a avaliacdo da morfologia dos espermatozdides, o canal deferente esquerdo dos
ratos com 90 dias de idade foi secionado nas suas extremidades e lavado com o auxilio de
uma seringa acoplada a uma agulha, contendo 1,0 ml de solug¢dao formol-salina. O lavado
foi colhido num tubo eppendorf e, logo apés, esfregacos foram preparados em laminas
histoldgicas e deixados secar ao ar livre. Com o auxilio de um microscopio com contraste
de fase, os esfregacos foram analisados (aumento final de 250 vezes) e foram contados 100
espermatozdides por animal. As anormalidades morfoldgicas encontradas nos
espermatozdides foram classificadas em duas categorias: a) anormalidades da cabeca: sem
curvatura caracteristica, em forma de alfinete, sem curvatura e isolada; b) anormalidades da
cauda: enrolada, quebrada e isolada. Além da morfologia, a presenca ou auséncia da gota

citoplasmadtica nos espermatozéides também foi avaliada.

4.6. Avaliacao do processo espermatogénico e analise histopatolégica

Com a finalidade de avaliar a dinamica do processo espermatogénico, foram
analisadas 100 secc¢des transversais de tibulos seminiferos por animal nas diferentes idades
(40, 60 e 90 dias), utilizando-se o método de atribui¢do de valores, de acordo com a célula
germinativa mais madura presente no epitélio tubular (Lamano-Carvalho et al.,1996). As
seccOoes foram avaliadas ao acaso e classificadas de acordo com o tipo celular mais

avancgado presente no epitélio: grau 1- apenas espermatdcitos; grau 2- espermatides jovens
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de nicleo arredondado (estdgios 1 ao 8 da espermiogénese); grau 3- espermétides em fase
de maturagcdo, com nucleos ovéides ou alongados (estdgios 9 ao 14 da espermiogénese);
grau 4- espermatides em fase de maturacdo, com nucleos alongados (estiagios 15 ao 18 da
espermiogé€nese); grau 5- espermdtides maduras (estigio 19 da espermiogé€nese) em
pequena quantidade; grau 6- espermatides maduras (estdgio 19 da espermiogénese) em
média e maxima quantidade. Ao final, o nimero de tibulos classificados em cada grau de
maturidade foi multiplicado pelo respectivo grau, sendo os valores resultantes somados e,
posteriormente, divididos por 100, resultando no “grau médio”. Nos animais adultos (90
dias), foi feita uma avaliacdo mais detalhada da espermatogénese nos tibulos seminiferos,
classificando-os nos estdgios de [-VI, VII-VIII, IX-XIII e XIV, de acordo com o nimero de
geragOes de espermatides, presenca de espermatides maduras localizadas na borda do
limen ou espermatdcito secundario (Ferreira et al., 1967).

Aos 40, 60 e 90 dias pés-natal, os testiculos e epididimo dos ratos foram examinados
em microscopio de luz para andlise do aspecto do epitélio, luz ductular e intersticio para

possivel identificacao de danos histopatologicos.

4.7. Numero de células de Sertoli por tibulo seminifero

Para avaliar os possiveis efeitos da hiperglicemia intra-uterina sobre o processo de
proliferacdao das células de Sertoli, foram contados os nucleos das células de Sertoli nos
cortes histologicos dos testiculo dos ratos aos 90 dias, em 20 tibulos seminiferos por rato
no estdgio VII da espermatogénese, classificados de acordo com Leblond e Clermont
(1952). As avaliagdes foram feitas de forma “cega” (sem conhecimento do grupo ao qual
cada animal pertencia). Para isto, as laminas foram previamente codificadas (empregando-

se uma tabela de aleatorizac¢do) por um individuo estranho a avaliagdo.

4.8. Determinacao das concentracoes plasmaticas de testosterona total

Apo6s a decaptacdo dos ratos machos nas diferentes idades, o sangue foi coletado a
partir da ruptura dos vasos cervicais em tubo heparinizado para a determinacdo das
concentracdes plasmaticas de testosterona. O plasma foi obtido através da centrifugacdo
(2400 rpm, 20 min, 3,5°C) em aparelho refrigerado e congelado a -20°C até o0 momento das
dosagens hormonais. As concentracdes de testosterona plasmatica total foram determinadas

no Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP,
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Estado de Sao Paulo, Brasil, pela metodologia de quimiluminescéncia no equipamento de

automac¢do Immulit da marca DPC.

5. Forma de anélise dos resultados

Para a andlise das porcentagens entre o nimero de fémeas prenhes e que tiveram
prenhez a termo e das porcentagens entre o nimero de fémeas que tiveram prenhez a termo
e que permaneceram com as ninhadas foi utilizado Teste exato de Fisher e os dados foram
expressos em porcentagem. Para a comparagdo dos demais parametros avaliados entre os
grupos experimentais, foram utilizados, dependendo da natureza da distribui¢do dos dados,
os testes t de Student ou teste de Mann-Whitney. As andlises estatisticas foram realizadas
no programa Instat (versdo 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). p<0,05 foi considerado como limite

de significincia estatistica.

RESULTADOS

Avaliacao dos resultados maternos

Uma das dificuldades do presente trabalho foi conseguir fémeas com ninhada vidvel e
um ndmero amostral de filhotes machos adequado para cada andlise realizada. No grupo de
ratas diabéticas, a porcentagem de fémeas que tiveram prenhez a termo (45,45%) em
relacdo ao nimero de fémeas inseminadas (n=55) foi menor quando comparado ao grupo
de ratas controle (100%; n=17). Apenas 7 (28%) das ratas diabéticas mantiveram suas
ninhadas. Foi verificado que a hiperglicemia materna, decorrente do quadro clinico de
diabete grave, prejudicou o desenvolvimento e a sobrevivéncia fetal, evidenciado pelo alto
indice de perdas pré e pds-implantacdo, observado nas ratas diabéticas, submetidas as
laparotomias em média 5 dias apds a data prevista para o nascimento dos filhotes (dados
nao mostrados).

O ndmero médio de filhotes nas ninhadas de ratas diabéticas foi menor (6,12+0,67)
comparado ao grupo controle (9,17£0,52). Foi observado um alto indice de canibaliza¢io
dos filhotes e mortes neonatais no grupo de ratas diabéticas, o que nao ocorreu no grupo
controle. Sinais cldssicos do diabete como baixo ganho de peso corporal, hiperfagia

(aumento no consumo de racdo), polidipsia (aumento na ingestdo de &4gua), poliuria
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(aumento da quantidade de urina), foram observados no grupo de ratas diabéticas. As
médias das glicemias nas ratas do grupo diabético, avaliada nos dias DG 0, 7, 14 e 20
apresentaram-se ao redor de 400 mg/dL (diabete grave), enquanto que no grupo controle as
médias das glicemias foram sempre inferiores ao limite maximo de normalidade

(120mg/dl) (dados ndao mostrados).

Avaliacao da prole masculina apés o nascimento

Independentemente do grupo experimental, ndo foram observadas malformagdes
congénitas nos neonatos vidveis. A média do peso corporal (g) dos filhotes, por ninhada,
avaliada no 3° DPN, foi menor na prole de ratas diabéticas (6,29+0,38) quando comparada
a prole de ratas do grupo controle (9,08+0,43). Trés dias apds o nascimento, a média das
glicemias nas proles de ratas diabéticas foi estatisticamente inferior a média das glicemias
nas proles do grupo controle (p<0,0001). No 10° DPN, as médias das glicemias foram
semelhantes entre os grupos (dados ndo mostrados).

A tabela 1 mostra que houve um retardo significativo tanto no tempo (dias) da descida
testicular, quanto da separacdo prepucial dos filhotes machos das ratas diabéticas,
comparados aos filhotes machos das ratas controle. O peso corporal (g), nas idades
correspondentes a descida testicular e separagdo prepucial, foi menor na prole das ratas

diabéticas comparado a prole do grupo controle.

Parametros reprodutivos avaliados nas diferentes fases do desenvolvimento sexual
masculino

Peso corporal, glicemia, peso dos 6rgdos reprodutivos, parametros espermaticos,
hormonais e histopatologia foram avaliados nas proles masculinas de ambos os grupos na
pré-puberdade (40 dias de idade), puberdade (60 dias) e maturidade sexual (90 dias). O
nimero de nucleos de células de Sertoli nos testiculos dos animais adultos também foi
determinado.

Na tabela 2, foi observado que o peso corporal dos ratos machos provenientes de ratas
diabéticas foi menor em todas as idades analisadas, embora aos 90 dias de idade esta
diferenca ndo fosse significativa. As médias das glicemias foram semelhantes entre os
grupos independentemente da idade. O peso absoluto do testiculo (aos 40 e 60 dias de

idade), epididimo (aos 40, 60 e 90 dias), prostata (aos 60 e 90 dias) e da vesicula seminal
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(aos 60 dias), assim como o peso relativo do epididimo dos animais (aos 60 dias) prole de
ratas diabéticas foi menor que na prole de ratas controle.

A tabela 3 ilustra o resultado da avaliacdo dos parametros espermaticos. O nimero de
espermatides maduras nos testiculos dos ratos aos 60 dias de idade, nascidos de ratas
diabéticas, foi significativamente menor, assim como a producdo espermdtica diaria quando
comparados aos ratos de maes controle. Estes mesmos parametros, analisados em termos
relativos [PDE/grama (g) testiculo e nimero de espermétides/g de testiculo], foram
semelhantes entre os dois grupos experimentais. Na cabeca-corpo do epididimo dos machos
nascidos de ratas diabéticas, além de apresentar o tempo (dias) de trinsito espermético
acelerado, comparado aos ratos prole do grupo controle, o nimero de espermatozdides
presentes na luz apresentou-se estatisticamente diminuido. Os parametros espermaticos
avaliados na cauda do epididimo foram semelhantes entre os dois grupos.

Aos 90 dias de idade, tanto a produgdo espermdtica didria, quanto o ndmero de
espermdtides nos testiculos, expressos em termos relativos, foram maiores nos ratos
nascidos de ratas diabéticas comparados aos ratos do grupo controle. Os parametros
espermaticos avaliados na cabeca-corpo do epididimo nao diferiram entre os dois grupos
experimentais. O tempo de transito espermdtico epididimdrio € o ndmero de
espermatozdides na cauda do epididimo foram estatisticamente menores nos machos
nascidos de ratas diabéticas, comparado aos ratos controle (tabela 3).

A morfologia dos espermatozéides foi semelhante entre os grupos, sendo que ambos
apresentaram 89% de espermatozdides normais e 84% de espermatozdides com retengdo da
gota citoplasmética (dado nao mostrado).

A avaliacgdo do processo espermatogénico em diferentes momentos do
desenvolvimento reprodutivo ndo indicou diferencas significativas quanto ao grau médio de
maturagdo das células germinativas do epitélio dos tibulos seminiferos, conforme
apresentado na tabela 4. Da mesma forma, a avaliacio do processo espermatogénico
mostrou que a exposi¢cdo do macho a um meio hiperglicémico in utero e na lactacdo ndo
provocou alteracdes na dinamica do processo na idade adulta (tabela 5). O nimero médio
de células de Sertoli nos ratos machos aos 90 dias de idade por tibulo seminifero no estagio
VII da espermatogénese foi semelhante nos dois grupos experimentais (tabela 5).

A andlise histopatoldgica do testiculo e epididimo, observada sob microscopia de luz,

também nao revelou alteragdes significativas entre os grupos que pudessem ser atribuidas a
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hiperglicemia materna durante a prenhez e lactacdo (figurasl a 6).
A determinacdo das concentragdes plasmaticas de testosterona total no plasma dos
filhotes pré-puberes (40 dias de idade), puberes (60 dias) e na idade adulta nio mostrou

diferenca estatistica significativa quando comparada ao grupo controle (figura 7).

DISCUSSAO

Em adicdo a estudos prévios relatados na literatura, que focaram os efeitos da programacao fetal sobre
o sistema cardiovascular e o desenvolvimento de anormalidades metabdlicas na prole na vida adulta, este
trabalho verificou os efeitos tardios hiperglicemia materna sobre as fun¢des reprodutivas masculinas ao longo
do seu desenvolvimento. Foi demonstrado que a exposi¢do de ratos ao diabete materno durante o periodo fetal

e perinatal teve conseqiiéncias na prole, que sé se manifestaram na vida adulta.

Neste estudo, uma unica dose de streptozotocin (40 mg/kg), administrada antes do
acasalamento (periodo pré-prenhez), foi suficiente para induzir o estado de diabete grave,
com niveis glicEémicos ao redor de 400 mgdL nas ratas, mimetizando o quadro clinico do
diabete tipo 1 ndo-controlado em humanos (Lépez-Soldado and Herrera, 2003). Os sinais
classicos da patofisiologia do Diabetes mellitus tais como hiperglicemia, polifagia,
polidipsia e politdria observado nas ratas oito dias apds a indug¢do do diabete com a
streptozotocin, assim como o menor ganho de peso de corporal durante a prenhez,
confirmam dados da literatura e corroboram com outros trabalhos em roedores
(Padmanabhan and Al-Zuhair, 1988; Damasceno et al., 2002; Al Ghafli et al., 2004).

As ratas diabéticas tiveram prejuizo na prenhez, evidenciado pelo baixo nimero de
fémeas prenhes a termo, quando comparado as ratas normoglicémicas do grupo controle, e
reduzido nimero médio de filhotes. Apds a morte e andlise do utero das ratas diabéticas que
ndo pariram normalmente, foi observada a presenca de diversos sitios de reabsor¢do,
indicando que a hiperglicemia cronica no meio intra-uterino, decorrente do diabete
materno, prejudicou o desenvolvimento e sobrevivéncia do concepto. Al Ghafli et al.
(2004) também relataram um aumento no nimero de reabsor¢des (mortes embriondrias) e
morte fetal na prole de ratas em que o diabete foi induzido quimicamente.

A teratogenicidade do diabete tem sido investigada em diversos estudos
experimentais (Eriksson et al., 2003; Al Ghafli et al., 2004; Savion et al., 2004). Os efeitos
deletérios da hiperglicemia materna sobre a gestacdo, decorrente do diabete, tanto em

humanos como em animais, incluem abortos espontineos e aumento da incidéncia de
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malformagdes congénitas, principalmente defeitos no tubo neural (Kalter, 1996, 2003;
Savion et al., 2004; Sun et al., 2005). No presente estudo, apds nascimentos naturais, ndo
foi observada a presenca de malformagdes congénitas na prole vidvel das ratas diabéticas,
que vieram a termo. Entretanto, ndo se pode ignorar o alto indice de canibalizacdo da prole
e da incidéncia de reabsorcdes, indicativos da existéncia de problemas embriondrios e
fetais.

A embriopatia diabética (defeitos ao nascimento e abortos espontaneos) resulta de um
ambiente intra-uterino metabolicamente anormal (Buchanan and Kitzmiller, 1994), embora
os mecanismos patofisiolégicos precisos ainda nio estejam bem esclarecidos. Trabalhos na
literatura tém demonstrado que ocorre um aumento na producdo de espécies reativas
derivadas do metabolismo do oxigénio (ERMO) em resposta ao distirbio metabdlico
decorrente do diabete, sugerindo que o estresse oxidativo exerce forte influéncia nas
complicagdes reprodutivas maternas e patogénese da embriopatia diabética (Eriksson and
Borg, 1991; West, 2000; Damasceno et al., 2002). A glicose, por si s0, € capaz de gerar
ERMO em células B-pancredticas. Esse fato € essencial para a hipétese de que o estresse
oxidativo induzido por altas concentragdes de glicose € um mecanismo de toxicidade.

Diversos autores tém demonstrado que a suplementacdo com antioxidantes, tais como
vitamina C, vitamina E e 4cido félico, durante a prenhez de ratas diabéticas, diminui a
incidéncia de malformagdes fetais e reabsor¢des embriondrias, evidenciando a fungado
normal dos antioxidantes no processo de sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento
embrionario (Al Ghafli et al., 2004; Wentzel and Eriksson, 2005, 2006)

A glicemia e o peso corporal das proles masculinas das ratas dos dois grupos
experimentais nao foram avaliados imediatamente apds 0 nascimento para se evitar o risco
de rejeicdo materna dos filhotes (Holemans et al., 1999). A média da glicemia da prole
masculina nascida de ratas diabéticas, avaliada no terceiro dia pds-natal, foi inferior a do
grupo controle. Ao 10° DPN e em nas demais idades analisadas (40, 60 e 90 dias), a média
da glicemia da prole masculina foi semelhante as outras ninhadas. A queda glicémica
observado no 3° DPN pode ter ocorrido devido a resposta exacerbada das células [-
pancredticas destes filhotes em func¢do do estimulo hiperglicémico excessivo recebido no
meio intra-uterino. Interessante notar que em alguns modelos de diabete na prenhez,
indicam que a prole que se desenvolve em um meio intra-uterino hiperglicémico tem

aumentadas as chances de desenvolver diabete tipo 2 na vida adulta (Boloker et al., 2002),
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devido a um prejuizo, a longo prazo, na secrec¢do e acdo da insulina no organismo.

No terceiro dia pds-natal a média do peso corporal das ninhadas masculinas das ratas
diabéticas apresentou-se reduzida, quando comparado a média do peso corporal das
ninhadas do grupo controle, evidenciando restri¢do de crescimento intra-uterino devido ao
prejuizo no desenvolvimento fetal decorrente do meio intra-uterino hiperglicémico. No
entanto, aos 90 dias de idade, embora o peso fosse reduzido, ndo houve diferenca estatistica
significativa. A hiperglicemia cronica (glicemia > 400mg/dl) no meio intra-uterino de ratas
estd associada a complicagdes maternas, tais como vasculopatias e reduzida fungdo renal
(Van Assche et al., 2001), deficiéncia no transporte de nutrientes para a unidade
fetoplacentdria e prejuizo do fluxo sanguineo utero-placentdrio, causando restricdo de
crescimento intra-uterino do feto (Holemans et al., 2003a,b),

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma associacdo entre o baixo peso ao
nascimento e o desenvolvimento de doencgas cronicas na vida adulta (Hoet and Hanson,
1999; Soto and Mericq, 2005; Srinivasan et al., 2006). Entretanto, poucos estudos tém
documentado a influéncia do programacdo fetal nas func¢des reprodutivas e gonadal
masculinas (Main et al., 2006). Prejuizo do crescimento durante a vida fetal estd associado
a um aumento no risco de desordens reprodutivas tais como cancer ovariano (Barker et al,
1995), menopausa prematura, cincer testicular, criptorquidismo, diminui¢do da qualidade
espermatica. Em humanos, é observado que a restricdo de crescimento intra-uterino
prejudica o desenvolvimento folicular, caracterizado por uma perda prematura de foliculos
ovarianos, sugerindo que garotas que nascem com baixo peso ao nascimento poderdo ter
problemas de fertilidade na vida adulta (Bruin et al.,1998). Estes estudos demonstram que
fatores ambientais, os quais influenciam a trajetéria do crescimento pré-natal e fisiologia de
muitos 6rgaos do organismo, podem programar mudangas persistentes no eixo reprodutivo
fetal e, em parte, explicar problemas de fertilidade na vida adulta. A programagao do eixo
enddcrino também ocorre durante fases criticas do desenvolvimento fetal e pode ser afetado
pelo retardo de crescimento intra-uterino (Hokken-Koelega, 2002; Van Weissenbruch et al.,

2005), levando a mudangas no inicio e progressao da puberdade.

Neste estudo, as idades da descida testicular e separagdo prepucial, sinais fisicos
externos que sofrem uma intensa regulacdo androgénica, foram utilizados como diagndstico

do desenvolvimento sexual inicial no rato. Em roedores, € estabelecido que a descida

testicular ocorre a partir do 15° dia de vida pds-natal. A separacgdo prepucial, observada
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quando o preptcio se separa da glande do pénis, normalmente ocorre ao redor do 39° dia de
vida pds-natal (Korenbrot et al., 1977). As idades da descida testicular e da separagdao
prepucial, foram aumentadas na prole masculina das ratas diabéticas, sugerindo que as
complica¢des reprodutivas decorrentes do diabete grave nas ratas, além de prejudicar o
crescimento e o desenvolvimento normal da prole masculina, levou a um retardo no
desenvolvimento sexual inicial desses animais. Embora as redugdes das concentracdes
plasmadticas de testosterona nao fossem significativas nas proles de ratas diabéticas em
todas as etapas do desenvolvimento sexual analisadas, estas taxas aparecem menores aos 40
e 60 dias de idade dos animais. Quanto a média do peso corporal da prole masculina no
periodo de descida testicular e de separacdo prepucial, houve diminuicao nos filhos de ratas
diabéticas. Engelbregt et al. (2000) também relataram um retardo no inicio da puberdade na
prole masculina e feminina de ratas com restricdo de crescimento, mas nao foi observada
uma relacdo direta com o peso corporal. A relagdo entre o peso corporal (quantidade de
gordura) durante o desenvolvimento intra-uterino, no nascimento e no periodo perinatal e o
inicio da puberdade em ratos tem sido pouco estudada e os reais mecanismos envolvidos

ainda nao foram totalmente elucidados (Engelbregt et al., 2000, 2001).

Os pesos absolutos do testiculo (aos 40 e 60 dias), epididimo (40, 60 e 90 dias),
prostata (60 e 90 dias) e da vesicula seminal (aos 60 dias) foram menores nos ratos nascidos
de ratas diabéticas. Este fato, pelo menos em parte, pode ser explicado devido ao baixo
peso corporal apresentado por aqueles animais, uma vez que estes mesmos parametros,
quando analisados em termos relativos ndo diferiram entre os grupos, exceto o peso relativo
do epididimo que continuou diminuido aos 60 dias de idade.

A morfologia dos testiculos e epididimos dos ratos aos 40, 60 e 90 dias também nao
foi alterada, assim, o meio intra-uterino hiperglicémico e, desta forma, a restricdo do
crescimento intra-uterino embriofetal, ndo comprometeram a organizacdo estrutural da
gbnada masculina dos filhos de ratas diabéticas ao longo do desenvolvimento. Interessante
notar que nos animais de ambos os grupos experimentais foi verificado a presenca de restos
citoplasmaticos e material em degeneracdo na luz da cauda do epididimo aos 40 dias de
idade. Durante o desenvolvimento dos testiculos ocorrem muitos eventos de divisdes
celulares ¢ um minimo grau de apoptose € um processo normal da espermatogénese
(Uzumku et al., 2004).

O nimero de espermétides maduras presentes nos testiculos, assim como o total de
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espermatozdides produzidos diariamente (PDE), sdo importantes indicativos do potencial
de fertilidade masculina. Ashby et al. (2003) realizaram uma revisao dos valores da PDE e
concluiram que a expressdo deste valor em termos relativos representa a eficiéncia do
processo, sendo um parametro importante para ser avaliado nos estudos reprodutivos.

Na puberdade (60 dias de idade), a andlise dos parametros espermaticos mostrou que
o numero de espermatides maduras nos testiculos dos ratos, prole de ratas diabéticas, foi
significativamente menor, assim como a PDE, embora a eficiéncia do processo
(PDE/gtesticulo), e o nimero de espermatides/g testiculo, tenham sido semelhantes ao
grupo controle. Embora nos ratos machos nascidos de ratas diabéticas os parametros
espermdticos na cauda epididimdria ndo tenham sido alterados, comparados ao grupo
controle, houve diminuicdo do nimero de espermatozdides na cabeca-corpo do epididimo,
provavelmente devido ao aceleramento do tempo de transito espermatico. Essa diminui¢ao
do nimero de espermatozdides desse segmento pode estar relacionada ao baixo peso do
orgdo, mesmo quando expresso em termos relativos, observado nesses animais. Na idade
adulta (90 dias), embora tanto a producdo espermdtica didria, quanto o ndmero de
espermatides por testiculo, expressos em termos relativos, tenham sido maiores nos ratos
nascidos de maes diabéticas, as reservas espermdticas epididimérias na cauda estiveram
diminuidas e o tempo de transito espermatico acelerado.

O tempo de transito espermdtico (nimero em dias, que os espermatozdides levam
para atravessar as diferentes por¢des epididimarias), € um processo que sofre regulacio
androgénica. Varia nas diferentes espécies de mamiferos (Amann et al., 1976) e €
extremamente importante para garantir a eficiéncia e integridade dos processos de
maturagdo dos espermatozdides. O tempo de transito espermético (o ndimero, em dias, que
os espermatozdides levam para atravessar as diferentes por¢des epididimarias), processo
que sofre regulacdo androgénica, variando nas diferentes espécies de mamiferos (Amann et
al.,, 1976), e é extremamente importante para garantir a eficiéncia e integridade dos
processos de maturagcdo dos espermatozdides. A rdpida passagem dos espermatozéides pelo
epididimo promove minima exposi¢ao dos espermatozdides ao microambiente epididimario
normalmente associado aos processos de maturacdo pds-testiculares (Bedford, 1966, 1967).
A aceleracdo do transito espermatico epididimério pode, portanto, prejudicar a maturagao
normal do espermatozdide e a sua capacidade de fertilizacdo. Uma vez que as

concentracdes plasmaticas de testosterona nao diferiram entre as proles masculinas de ratas
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controle e diabéticas, a alteracdo do tempo e transito dos espermatozdides pelo epididimo
parece ter sido independente da acdo do andrégeno.

A morfologia espermdtica € pardmetro importante para a avaliacdo da fertilidade
masculina (Plassmann and Urwyler, 2001). Especificamente, a freqiiéncia de anormalidades
na cabeca dos espermatozodides estd inversamente correlacionada com sua capacidade
fertilizante (Bostofte et al., 1990; Hall et al., 1995; Lim et al., 1998; Donnelly et al., 1998),
assim como caudas enroladas e quebradas podem prejudicar a motilidade espermatica,
afetando a fertilidade masculina. A morfologia dos espermatozéides colhidos da cauda
epididimdria proximal de ratos machos adultos nascidos de ratas diabéticas ndo se alterou
significativamente, comparados aos ratos nascidos de ratas controle. Da mesma forma, a
maioria dos espermatozéides analisados sob o microscépio de luz, com contraste de fase,
apresentaram a gota citoplasmatica no ter¢co médio inferior da cauda, independentemente do
grupo experimental. A gota citoplasmédtica € componente normal dos espermatozdides dos
mamiferos, localizada préxima a regido da cabeca dos espermatozdides imaturos e
distalmente a peca intermedidria na regido da cauda dos espermatozéides maduros (Cooper
et al., 2004). O movimento da gota ao longo do espermatozdide, durante a sua migracao
através do ducto epididimdrio, € caracteristico do processo de maturacio do
espermatozdide, permanecendo em muitos espermatozdides estocados na cauda
epididiméria dos mamiferos (Cooper and Yeung, 2003). Os mecanismos precisos que
controlam a migragcao da gota ao longo do flagelo do espermatozéide durante o transito
pelo epididimo ndo sdo completamente compreendidos.

Quanto ao grau médio de maturidade das células germinativas no epitélio dos tubulos
seminiferos dos machos nas diferentes idades analisadas, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos experimentais. Avaliando a dindmica do ciclo espermatogénico nos animais
adultos (90 dias de idade) também ndo foi verificada nenhuma alteracdo que possa ser
atribuida a exposi¢do ao meio intra-uterino hiperglicémico da prole durante a prenhez.

Nosso estudo mostrou que o nimero de células de Sertoli nos testiculos dos ratos
machos aos 90 dias de idade, nascidos de diabéticas, ndo foi alterado. As células de Sertoli
exercem um papel central na determinacdo do sexo masculino somdtico e no
desenvolvimento e funcdo dos testiculos, suprem as células germinativas com nutrientes e
fatores de crescimento. Estd bem estabelecido que o nimero de células de Sertoli esta

relacionado com o tamanho testicular e com a producio espermética (Walker and Cheng,
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2005; Petersen and Soder, 2006).

As conseqiiéncias tardias na reproducdo e fertilidade de machos tém sido investigada
em roedores e ovelhas (Engelbregt et al., 2000; Rae et al., 2000; Rhind et al, 2001;
Zambrano et al. 2005a,b), utilizando diferentes protocolos experimentais. Entretanto,
modelos de diabete materno e as conseqiiéncias tardias na reproducdo da prole masculina
$d0 escassos.

Leonhardt et al. (2003) estudando os efeitos da restricdo de nutrientes nas ultimas
semanas de gestacdo e lactagdo sobre as fungdes reprodutivas de ratos na idade adulta,
relataram uma diminui¢do do peso testicular, caracterizado pela diminuicdo da drea de
seccdo e diametro intratubular dos tdbulos seminiferos, reducdo dos niveis plasméticos do
hormonio foliculo estimulante e de leptina na idade do desmame, além de uma diminui¢ao
da massa adiposa. Neste trabalho, o inicio da puberdade foi prejudicado porque a prole
sofreu restricdo de nutrientes durante a lactagdo e/ou gestacao.

Bielli et al. (2002), através da manipulagdo de dietas com diferentes conteidos
caldricos em relagdo ao gasto energético, verificaram que prejuizo na nutri¢ao fetal devido
a desnutricdo materna durante a prenhez, pode reduzir o desenvolvimento e func¢do
testicular em ovelhas devido a uma redu¢do do nimero de células de Sertoli nos neonatos.

Zambrano et al. (2005a), em estudos experimentais com ratos, mostraram que a
restri¢ao caldrica durante a gestagdo e/ou lactagdo, embora ndo tenha alterado o tempo de
descida testicular e separacdo prepucial, aumentou a distdncia ano-genital (marcador do
desenvolvimento sexual) dos animais machos, prejudicou o crescimento testicular
associada a uma ligeira tendéncia a diminui¢do de testosterona observada no 21° dia de vida
e diminuiu o nimero de espermatozdides na cauda epididiméria. Estes animais foram
avaliados até a idade de 270 dias p6s-natal para serem verificados os efeitos a longo prazo
na fertilidade. Os animais que sofreram restri¢do de nutrientes durante a lactacdo, mas nao
na gestacdo, além da reducdo das reservas espermdticas epididimdrias, mostraram uma
reducdo da fertilidade a partir dos 70 dias de idade.

No presente estudo, € dificil determinar o quanto as alteracdes encontradas no sistema
reprodutivo e nos parametros espermadticos dos ratos machos podem ser diretamente
resultantes do meio intra-uterino hiperglicémico, decorrente do diabete materno, ou um
efeito indireto do prejuizo nas trocas materno-fetais, que acarreta deficiéncia de nutrientes e

retardo de crescimento intra-uterino da prole, uma vez que ambos os fatores estdo
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relacionados.

Nossos resultados demonstraram que a hiperglicemia cronica durante gestacdo e a
lactagdo além de retardar o inicio da puberdade nos animais afetou as funcdes reprodutivas
da prole na vida adulta, de maneira andrégeno-independente, refor¢cando a hipétese de que
distdrbios no meio intra-uterino podem permanentemente programar a estrutura e funcdo do
organismo. Neste contexto, futuros trabalhos para verificar os mecanismos pelos quais o
diabete materno afeta parametros reprodutivos na prole poderdo ser aplicados na saidde
humana, visando um melhor cuidado pré e perinatal, garantindo uma melhor qualidade de
vida. Tendo em vista que o diabete aumenta em propor¢des epidémicas no mundo todo,
sendo um importante problema de saidde publica da atualidade. Desta forma, a utilizagdo de
modelos animais com diabete materno (grave ou gestacional), induzido experimentalmente,
pode ajudar na elucidagdo dos mecanismos pelos quais a doenga programa o organismo

fetal a desenvolver doengas cronicas e problemas reprodutivos na vida adulta.
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Tabela 1. Peso corporal e idades nos dias da descida testicular e da separagéo prepucial

Grupo 1 ( 12 ninhadas) Grupo 2 ( 7 ninhadas)
Descida testicular (dias) 19,93 + 0,19 22,89 + (0,44 %%
Peso (g) da ninhada na idade 4492 + 1,12 23,07 £ 2,85%**
da descida testicular
Separacao prepucial (dias) 42,83 £ 0,39 45,13 £ 0,36%*
Peso (g) da ninhada no dia da 150,73 £ 3,24 96,48 + 7,62 **
separacio prepucial

Grupo 1- prole de ratas controle; Grupo 2- prole de ratas diabéticas. Valores expressos em média +

EPM. ** p<0,01; *** p<0,001. Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 2. Peso corporal, glicemia, peso absoluto e relativo dos érgéos reprodutivos masculinos de
ratos machos aos 40, 60 e 90 dias de idade.

40 dias 60 dias 90 dias
Grupol Grupo 2 Grupol Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
(n=8) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6) (n=6)

Peso
corporal (g) 148,89+,40 102,9045,17*%*  269,1449,54  219,38+10,45*  375,76+6,70 314,48+25,46
Glicemia
(mg/dl) 132,25+£12,18 142,33+£11,40 109,00£3,71 113,67+£2,94 103,00+2,37 103+0,39
Testiculo 0,69+63,78 0,44+49,10%* 1,50+0,05 1,1240,05%* 1,63+0,15 1,39+0,10
( 0,46£29,60 0,42+35,08 0,56+0,02 0,52+0,04 0,44+0,05 0,45+0,02
Testiculo
(g/100g)
Epididimo 74,51+6,44 49,50+4,30%* 271,56£7,08 172,73+13,92%* 532,92+ 92 423,70+£28,32%*
(mg)
Epididimo 49,7442,96 48,15+ ,74 100,85+£5,26  80,13+7,95* 143,1747,18 135,64+2,73
(mg/100g)
Proéstata 51,6045,74 40,98+2,58 167,30£1,22 112,70+9,06* 429,7249,25 278,88+£14,95%*
(mg)
Proéstata 34,4343,54 40,08+2,65 60,37+5,07 51,84+4,46 115,04+7,96 91,23+7,34
(mg/100g)
Vesicula 28,58+5,51 20,88+2,71 432,63+4,36  260,82+38,65*  1120,00+0,08  853,00+0,10
seminal
(mg)
Vesicula 18,24+3,03 20,41+£2,59 156,32+3,58 123,76£26,25 0,30+0,02 0,25+0,03
seminal
(mg/100g)

Grupo 1- prole das ratas controle; Grupo 2- prole das ratas diabéticas.Valores expressos em média +

EMP. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 3. Produgdo espermdtica didria (absoluta e relativa), nimero de espermatides maduras no

testiculo, niimero e tempo de transito dos espermatozdides no epididimo, de ratos aos 60 dias

(puberes) e 90 dias de idade (maturidade sexual).

60 dias
Grupo 1 (n=8) Grupo 2 (n=6)

Testiculo

Producgdo espermadtica didria 24,38 + 0,77 17,05 + 1,70%**
(X 10°% /testiculo

Producdo espermadtica didria 20,98 + 0,45 20,85 + 1,26
(X 10% /g testiculo

Numero de espermatides 148,70 + 4,70 104,00 + 10,38***
(X 10°%/ testiculo
Nuimero de espermétides 127,97 +£2,72 127,16 7,67

(X 10%/g testiculo

Cabeca/corpo do epididimo

Numero de espermatozéides 59,71 £ 6,71 25,77 £ 6,21**
(X 10%

Numero de espermatozdides 401,33 + 30,55 279,41 +47,69*
(X 10%/ g
Transito espermatico (dias) 2,04 £ 0,21 1,47 +£0,67*

Cauda do epididimo

Numero de espermatozdides 27,07 £ 5,68 10,66 = 5,10
(X 10%

Numero de espermatozéides 353,56 +3,11 249,18 + 97,29
(X 10%/¢g
Transito espermatico (dias) 1,07 £ 0,20 0,54 +0,18

90 dias

Grupo 1 (n=8) Grupo 2 (n=6)

38,08 £ 0,85 34,50 £ 1,81

24,65 +0,69 29,52 +1,15%*

23227 +5,16 210,62+ 11,13

150,60 +£ 0,30 180,23 + 6,97**

112,63 £6,90 92,03 +7,40

365,95 +13,88 386,60 + 14,23

297 0,17 2,65+0,15

188,08 £5,34 137,80 + 10,55%*

1024,25 £ 0,28 840,37 + 26,67**

4,95 +£0,15 4,09 £0,26*

Grupo 1- prole de ratas controle; Grupo 2- prole de ratas diabéticas. Valores expressos em média +

EPM. *#p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste t de Student.
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Tabela 4. Grau médio de maturacgéo do epitélio dos tiibulos seminiferos de ratos machos aos 40, 60

e 90 dias de idade
40 dias de idade 60 dias de idade 90 dias de idade
Grupol Grupo 2 Grupo 1 Grupo2  Grupol Grupo 2
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4)
Grau médio de|2,60+0,14 2,30 £ 0,22 391+ 0,13 3,74 £ 0,07 4,01 £0,03 4,01 £0,07
maturacao

Grupo 1 — prole de ratas controle; Grupo 2 — prole de ratas diabéticas. Valores expressos em média

+ EPM.
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Tabela 5. Efeito do meio intra-uterino hiperglicémico no processo da espermatogénese, estimado
pela freqiiéncia relativa dos estdgios I-VI, VII-VIII, IX-XIII e XIV do ciclo do epitélio seminifero e
nimero médio de células de Sertoli por tubulo seminifero avaliados em ratos adultos (90 dias de

idade).

Grupo 1 (n=5) Grupo 2 (n=5)

Freqiiéncia relativa dos estagios

I-VI 41,75 £ 0,75 39,75 + 1,32
VII-VIII 28,75+ 1,49 31,00+ 1,15
IX-XTII 24,75 + 0,48 24,5+ 1,44
X1V 4,75 £0,85 4,75 +0,48
Numero médio de células de 14,70+ 0,15 14,33 + 0,18
Sertoli

Grupo 1 — prole de ratas controle; Grupo 2 — prole de ratas diabéticas. Valores expressos em média

+ EPM.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Fotomicrografias de cortes transversais de testiculos de ratos aos 40 dias de idade. Grupo
1- prole de ratas controle: coluna a esquerda; Grupo 2- prole de ratas diabéticas: coluna a direita. A
e B: observar o aspecto panoramico do epitélio germinativo (eg), luz tubular (*) e intersticio (in). C
a F: detalhe de tibulos seminiferos com as células germinativas mais maduras encontrada nessa fase
do desenvolvimento. G e H: detalhe do intersticio testicular com destaque para as células de Leydig

(seta). Sum, HE.

Figura 2. Fotomicrografias de cortes longitudinais da cabega (A e B), cauda proximal (C e D) e
cauda distal (E e F) de epididimos de ratos aos 40 dias de idade. Grupo 1 - prole de ratas controle:
coluna a esquerda; Grupo 2 - prole de ratas diabéticas: coluna a direita. Aspecto panordmico
mostrando o epitélio do ducto (ep), luz ductular (*), espermatozoéides (sz) e intersticio (in) (A a F).
No alto de cada fotomicrografia, a direita, detalhe em maior aumento mostrando as células do

epitélio de cada regido. A seta indica restos citoplasmaticos presentes na luz do epididimo (E e F). 5

um, HE.

Figura 3. Fotomicrografias de cortes transversais de testiculos de ratos aos 60 dias de idade. Grupo
1 - prole de ratas normoglicémica: coluna a esquerda; Grupo 2 - prole de ratas hiperglicémicas:
coluna a direita. A e B: observar o aspecto panoramico do epitélio germinativo (eg), luz tubular (*)
e intersticio (in). Figuras C a F: detalhe de tiibulos seminiferos com as células germinativas mais
maduras encontrada nessa fase do desenvolvimento. G e H: detalhe do intersticio testicular com

destaque para as células de Leydig (seta). Sum, HE.

Figura 4. Fotomicrografias de cortes longitudinais da cabeca (A e B), cauda proximal (C e D) e

cauda distal (E e F) de epididimos de ratos aos 60 dias de idade. Grupo 1 - prole de ratas
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normoglicémicas: coluna a esquerda; Grupo 2 - prole de ratas hiperglicémicas: coluna a direita.
Aspecto panordmico mostrando o epitélio do ducto (ep), luz ductular (*), espermatozéides (sz) e
intersticio (in) (A a F). No alto de cada fotomicrografia, a direita, detalhe em maior aumento

mostrando as células do epitélio de cada regido. 5 um, HE.

Figura 5. Fotomicrografias de cortes transversais de testiculos de ratos aos 90 dias de idade. Grupo
1 - prole de ratas normoglicémica: coluna a esquerda; Grupo 2 - prole de ratas hiperglicémicas:
coluna a direita. A e B: observar o aspecto panordmico do epitélio germinativo (eg), luz tubular (*)
e intersticio (in). C a F: detalhe de tibulos seminiferos nos estdgios VII e VIII da espermatogénese.

G e H: detalhe do intersticio testicular com destaque para as células de Leydig (seta). Sum, HE.

Figura 6. Fotomicrografias de cortes longitudinais da cabega (A e B), cauda proximal (C e D) e
cauda distal (E e F) de epididimos de ratos aos 90 dias de idade. Grupo 1 - prole de ratas
normoglicémicas: coluna a esquerda; Grupo 2 - prole de ratas hiperglicémicas: coluna a direita.
Aspecto panordmico mostrando o epitélio do ducto (ep), luz ductular (*), espermatozéides (sz) e
intersticio (in) (A a F). No alto de cada fotomicrografia, a direita, detalhe em maior aumento
mostrando as células do epitélio de cada regido. 5 um, HE.

Figura 7. Concentragdes plasmadticas de testosterona total dos animais aos 40 dias (grupo , n=5;
grupo 2, n=5 ), 60 dias (grupo 1, n= 7; grupo 2, n= 6) e 90 dias (grupo 1, n= 11; grupo 2, n= 8).
Grupo 1- prole de ratas controle; Grupo 2— prole de ratas diabéticas. Valores expressos em média +

EPM.
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CONCLUSOES FINAIS

A literatura carece de estudos sobre a influéncia do meio intra-uterino hiperglicémico nas
funcdes reprodutivas da prole, ao longo do seu desenvolvimento. A maioria dos estudos nessa area
estd relacionada aos efeitos do diabete materno no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
diabete tipo 2 nos filhotes. Embora esteja claro que o desenvolvimento reprodutivo seja claramente
influenciado por fatores pré-natais, os mecanismos fisioldgicos através dos quais essas influéncias
alteram as funcdes de 6rgios especificos é complexa e, em muitos casos, ndo compreendida. Este
estudo demonstrou que a hiperglicemia cronica no meio intra-uterino, decorrente do diabete
materno, além de prejudicar a gestacdo das ratas, causou retardo no crescimento intra-uterino da
prole, além de um prejuizo no inicio da puberdade. O peso de 6rgdos reprodutivos, assim como as
reservas espermadticas e o tempo de trinsito no epididimo foram alterados de maneira andrégeno-
independente. A compreensdo dos mecanismos pelos quais a hiperglicemia materna, decorrente do
diabete, afeta o desenvolvimento fetal e altera as funcdes reprodutivas da prole masculina, pode

ajudar a prevenir futuras complicagdes na prole e melhorar a sua qualidade de vida.



ANEXOS



74

' ) z - I ‘
. ¥
g . . : ;
I ' I : : : L L] 1l
'
k] 1] i " 1 ; i ' ;
b : H ' : : : | :
'
: : ’ : ! 1 | ; : .
i r ¥ i ] |
: ! ; : . -
H P
: | : . : : :
L] 1 ] 4 H : .
! £ 3 i i ' . i !
: d i i : n i i
[ i | 3 ' ' : ) i
L wa i f : H ! !
L] i ] 1 . i z H 1 H
. 1 r b i 0 -} . :
x ; ] ] " H . ¥ '
Vst ' - r / ! : ;
' ! i
i 1 # 1 2 1 ' 1 H
: : ; ) . :
: L 1 1 n 1 1
i I ' ) 1 B ki ' 1 =
> i gk .| 1 | ' !
‘ % . i E 1 1
i ' J ' f 5
' H H : !
1 ' 1 ' ' '
| [ 1 i '

GG uf‘;c}d
% @ @ ® &0 8 @’

1
P :

. @, . &1’3@@

BM: P! "'Pu:




75

. Universidade Estadual Paulista

unesp b Instituto de Biociéncias
CEEA — COMISSAO DE ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL

Caixa Postal 510 - 18.618-000 - Botucatu. SP - fone (014) 3811 6014/ 3814 6013 - fax(014)38153744

CERTIFICADO

acordo com 0s Pr1nc1p1()s EtICOS na Experlmentagao Animal

adotado pelo Coleglo Brasﬂelro de Experlmentagao Animal
(COBEA) = fo1 aprovado pela comIssAi0 DE ETICA N4

EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) em reunido de 16/03/2005

Botucatu 16 de marco de 2005.

% P Dw
Prof.Dr. Francisco de Assis Ganeo de Mello . " Nadla Jovéncio-Cotrim D
Presidente - CEEA Secretaria — CEEA



