Renata Carolina Piffer

| nfluéncia da terapia prénatal com betametasona
sobr e o desenvolvimento da prole, do nascimento a

vida adulta reprodutiva, em ratos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista -
UNESP, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor no Programa de
P6s-Graduacdo em Fisiopatologia em Clinica
M édica (Area de Concentragdo: Salde).

Orientador: Prof. Dr. Oduvaldo Camara Marques Pereira

Botucatu — SP
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Piffer, Renata Carolina

Influéncia daterapia pré-natal com betametasona sobre o
desenvolvimento da prole, do nascimento a vida adulta reprodutiva, em
ratos / Renata Carolina Piffer. — Botucatu : [s.n.]2009

Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, 2009.

Orientador: Prof. Dr. Odulvaldo Cadmara Marques Pereira

Assunto CAPES: 40101002

1. Rato — Reproducgdo. 2. Rato — Comportamento sexual .
CDD 616.026

Palavras-chave: Comportamento sexual; Corticosterdide; Diferenciacdo
sexual; Rato; Reproducéo.




Dedico este trabalho aos meus pais
Piffer e Isabel, familiares e ao meu

marido Daniel,



Agradecimentos Especiais

A Deus

“Obrigada Senhor, pelo dom precioso da vida. Obrigada por meus pais,
amigos, professores, por todos que fizeram parte desta minha historia e
me ajudaram a crescer. Obrigada por mais esta

etapa vencida”

Ao Orientador

Prof. Dr. Oduvaldo, que me recebeu em seu laboratdrio e transmitiu-me
suas experiéncias e seus conhecimentos cientificos com muita dedicagdo e

respeito; pela confianga, incentivo e apoio nestes anos.



Agradecimentos

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Fisiopatologia em Clinica Médica da FMB-
UNESP e a Dra. Célia Regina Nogueira, pela oportunidade para a realizacdo do

Doutorado.
Ao Departamento de Farmacologia, por conceder a realizacéo deste trabalho.

Aos Prof essores dos Departament os de Clinica Médica e de Farmacologia, pelos

ensinamentos e pela contribuicdo em minha formacgéao profissional.
A Profa. Dra. Eunice Oba, pelo auxilio nas dosagens hormonais.

Ao Laboratério do Prof. Dr. José Buratini Junior, pelo auxilio na padronizacdo

dos experimentos de biologia molecular.

Aos funcionarios do Departamento de Farmacologia, pelo auxilio laboratorial.

Aos funcionarios da Secdo de Pds-Graduacdo da FMB, pela disposicdo e auxilio

prestados nestes anos.

Aos colegas do Curso de Pés-Graduacgéo e do Departament o de Farmacologia, pela

ajuda, amizade e companheirismo nestes anos.

As Prof essoras Wilma de Grava Kempinas e Débora Cristina Damasceno, pela

participacéo da Banca de Qualificacéo e sugestdes.

A amiga Patricia Carvalho Garcia, companheira de Doutorado e de todos o0s

momentos de minha vida. Obrigada!
A Biblioteca da UNESP, pela elaboracg&o da Ficha Catalografica.

Ao CNPq, pelo auxilio financeiro para o desenvolvimento deste trabalho

(Processo n° 142388/2004-1).



SUMARIO
RESUMO

ABSTRACT
INTRODUGAO
OBJETIVOS

METERIAL E METODOS
1. Animais
2. Drogas e reagentes
3. Acasalamento e diagnéstico de prenhez
4. Grupos experimentais
5. Par@metros maternos e dados da prenhez e lactagéo
6. Parametros determinados nas descendentes machos
7. Paré@metros reprodutivos determinados na vida adulta
8. Parametros farmacol 6gicos determinados na vida adulta
9. Expressdo génica do receptor de androgeno
10. Teste oral detoleranciaaglicose
11. Anélise estatistica

RESULTADOS
1. Par&metros maternos e dados da prenhez e lactagdo
2. Parametros determinados nas descendentes machos
3. Parametros reprodutivos determinados na vida adulta
4. Parametros farmacol 6gicos determinados na vida adulta
5. Expressdo génica do receptor de androgeno

6. Teste oral detolerénciaa glicose
DISCUSSAO
CONCLUSQES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

Certificado de Aprovac&o do Comité de Etica em Experimentacio Animal

Comprovante de submiss&o de artigos para publicagdo

15

16
16
18
19
20
21
23
24

37
41
41

42
42
45
47
55
59
61

62

75

77

91
92



RESUMO

A corticoterapia vem sendo muito utilizada na prética obstétrica, em gestantes com risco de
parto prematuro, no intuito de promover a aceleracdo da maturidade pulmonar fetal.
Entretanto, atos niveis de corticosterdides podem interferir com o pico de testosterona
perinatal, importante para a diferenciacéo sexua do hipotalamo. Este processo é mediado por
hormonios gonadais durante o periodo perinatal e responsavel pelas diferencas fisiolégicas,
morfoldgicas, comportamentais e neuroanatdmicas entre machos e fémeas adultos. O
hipotdlamo de mamiferos, antes da diferenciacéo sexual, estd organizado do tipo “feminino”.
No macho, o hipotalamo precisa ser masculinizado e defeminizado para que apareca o padréo
tonico de secrecdo de gonadotrofinas e 0 comportamento de monta. Desta maneira, objetivou-
se investigar através de parametros reprodutivos, metabdlicos, farmacol égicos e de biologia
molecular, possiveis ateractes resultantes da terapia com betametasona no periodo pré-natal
em ratos, avaliando o desenvolvimento dos descendentes machos, do nascimento até a vida
adulta reprodutiva. Ratas Wistar prenhes receberam 0,1mg/kg de betametasona (grupo
Betametasona) ou salina (grupo Controle) no 12°, 13°, 18° e 19° dias de prenhez (IM). A
exposicdo pré-natal a betametasona reduziu a0 nascer a massa corpora e a distancia
anogenital; o peso Umido da glandula adrenal e a corticosterona plasmética também estavam
reduzidos ao nascer em relagdo ao grupo Controle, indicando comprometimento do eixo
hipotélamo-hipéfise-adrenal. No entanto, esta terapia ndo aterou o desenvolvimento fisico da
prole, exceto pelo atraso na descida testicular. Na vida adulta, a exposicdo pré-natal a
betametasona reduziu o peso Umido do testiculo e da secrecdo da vesicula seminal, bem como
a concentracdo plasmética de testosterona e corticosterona. A reducdo da fertilidade
observada nos animais do grupo Betametasona possivelmente tenha sido ocasionada pela
diminuic¢do da qualidade e quantidade espermaética, bem como pela diminui¢do da testosterona

plasmética, uma vez que ndo houve ateracbes na resposta contrétil da vesicula semind e



ducto deferente, as drogas autonémicas, importantes no processo gjaculatorio. A exposicao
pré-natal & betametasona também comprometeu 0 comportamento sexual destes animais, pois
apresentaram atraso na laténcia para a primeira gaculacdo e reducdo no numero de
intromissdes e de gaculacbes, aém disso, 50% dos ratos do grupo Betametasona
apresentaram comportamento sexua feminino. Quanto a preferéncia sexual dos ratos expostos
a betametasona, estes animais permaneceram menos tempo na zona da fémea que o grupo
Controle, resultando em reducdo no escore de preferéncia. Estes resultados sugerem uma
incompleta masculinizagdo e defeminizagdo do hipotdlamo. A expressdo génica relativa do
receptor de andrégeno na prostata, mas ndo no testiculo, de ratos do grupo Betametasona foi
maior que no grupo Controle. Provavelmente esta resposta aumentada tenha sido
compensatéria, uma vez que ndo houve diminui¢éo no peso umido da prostata, mesmo com
reducdo na testosterona plasmética. Finalmente, a exposicdo pré-natal a betametasona ndo
alterou a concentracdo de glicose sanguinea em jejum, nem apds a sobrecarga de glicose,
provavelmente o periodo de tratamento utilizado neste estudo ndo tenha aterado a
“programacdo” génica da hiperglicemia. Assim, o tratamento com betametasona, através do
nivel aumentado de corticoster6ides materno pode ter induzido uma diminuicdo nos niveis
enddégenos de testosterona dos filhotes machos, de suma importancia para a diferenciacéo
sexual do hipotdamo. Como consequéncia, este tratamento pré-natal comprometeu o eixo
hipotélamo-hipdfise, reduzindo a producéo de testosterona e corticosterona na vida adulta,
prejudicando o0s par@metros seminais, a capacidade de gerar descendentes vivos, 0
comportamento e a preferéncia sexual, bem como a expressdo génica do receptor de
androgeno na prostata destes animais. Com base nestas observagoes, os resultados do presente
estudo mostraram a importancia de controlar o uso de corticosterdides no periodo pré-natal.
Apesar da evidéncia de efeitos benéficos para 0 neonato, com esta terapia, os efeitos tardios

da exposicéo pré-natal & betametasona podem ser prejudiciais.



ABSTRACT

Corticosteroids are used widely in obstetric clinical practice in pregnant women at risk for
preterm delivery. This therapy promotes fetal lung maturation, thus reducing the incidence of
respiratory distress syndrome, which in turn decreases neonate mortality and morbidity. In
spite of this, much less is known about the interference of high corticosteroid levels at the
testosterone peak during the critical period of brain sexual differentiation. Thus, the aim this
study was to investigate reproductive, metabolic, pharmacologycal, and molecular biology
parameters in male rats exposed prenatally to betamethasone. Pregnant rats received 0.1mg/kg
of betamethasone (Betamethasone group) or saline (Control group) on the 12", 13", 18", and
19" days of pregnancy (IM). The prenatal treatment with betamethasone reduced the body
weight, the anogenital distance, the wet weight of adrenal, and plasmatic corticosterone level
of male pups at birth. However, this terapy did not ater the physical development, but there
was retardation in the age of testicular descent. In adulthood, there were reductions in the wet
weight of testis, in the seminal vesicle secretion, in the adrenal wet weight and as well as
plasmatic corticosterone level. The fertility reduction observed in the Betamethasone group
probably was caused by decreased sperm quality, sperm production, and plasmatic
testosterone level, and not for alterations in contraction response of seminal vesicle and vas
deferens, to autonomic drugs, so important for eaculatory process. Prenatal exposure to
betamethasone also damaged sexua behavior. There was a delay in the latency to first
gjaculation, as well as a decrease in the numbers of postgaculatory intromissions, total
intromissions and total gaculations. Although 80% of the betamethasone-treated animals
exhibited male sexual behavior, when they were castrated and pretreated with estrogen, 50%
of them showed lordosis and accepted mounts of another sexually experient male. Prenatal
exposure to betamethasone led to a significantly lower sexual female partner preference score

than did the control group. These results suggest an incomplet masculinization and



defeminization of the hypotalamus. The expression of the androgen receptor in prostate, but
nor in testis, was increased in the Betamethasone group. Probably this increased response has
been compensatory, once there was not decrease in the wet weight of prostate, same with
reduction in plasmatic testosterone level. Finally, the prenatal terapy did not ater the
glycaemia in the blood of this male rats. On the basis of these observations, the results of the
present study suggest that the prenatal treatment with betamethasone by increasing maternal
corticosteroid level may have diminished endogenous testosterone in male fetuses, crucia for
brain sexual differentiation. As a consequence, the prenatal betamethasone exposure may
have endangered the hypothalamus-pituitary axis, by reducing testosterone and corticosterone
productions in adulthood. This therapy also damaged the seminal parameters, the capacity to
generate viable descendants, the sexua behavior and sexua preference, as well as the

expression of androgen receptor in prostate from these male rats.



INTRODUCAO

A corticoterapia vem sendo muito utilizada ultimamente na pratica obstétrica, em
gestantes com risco de parto prematuro, para promover a aceleracdo da maturidade pulmonar
fetal. Em 1994 o Institute National of Health Consensus Development Conference, com base
em evidéncias cientificas, reconheceu o0s beneficios da administracdo pré-natal de
corticosterdides em fetos com risco de nascimento prematuro, com reducéo da sindrome da
angustia respiratéria apds 0 nascimento, da morbidade e mortalidade dos neonatos e da
hemorragia intraventricular. Neste consenso definiu-se também a faixa da idade gestacional
(24 a 34 semanas) em que 0 uso do corticosterdide deve ser considerado, independente da
disponibilidade de terapia de reposicdo de surfactante exdgeno, de tocoliticos e do sexo fetal.
Os corticosterGides preferidos para a terapia pré-natal sdo a dexametasona e a betametasona.
Estes dois farmacos sdo idénticos na atividade bioldgica e atravessam rapidamente a placenta
em suas formas biologicamente ativas, além de serem praticamente desprovidos de atividade
mineralocorticoide. O efeito desta terapia dura sete dias e o tratamento consiste de duas doses
de 12mg de betametasona por via intramuscular com 24 horas de diferenca ou quatro doses de
6mg de dexametasona por via intramuscular com 12 horas de diferenca (NIH Consensus
Development Panel, 1995).

Apébs a divulgacdo deste consenso, 0 uso da corticoterapia em obstetricia com o
objetivo de acelerar a maturagdo pulmonar fetal se intensificou, ocasionando aumento na
utilizacdo de ciclos repetidos do medicamento. Walfisch et al. (2001) estudaram os efeitos de
multiplas doses de corticosterdides administrados em gestantes com risco de parto prematuro.
Os efeitos benéficos verificados foram os baixos indices da sindrome da angustia respiratéria
e reducdo no uso de oxigénio e os efeitos adversos foram reducdo da circunferéncia da
cabeca, baixo peso corpora e aumento de infeccbes neonatais. Complicagdes maternas como

supressao da adrenal, diabetes e infecgbes também foram observadas, recomendando-se dose



Unica de corticosterdides pré-natal para mulheres com risco de parto prematuro com 24-34
semanas de gestacdo. Contudo, Thorp et al. (2002) verificaram que a corticoterapia pré-natal
esta associada a reducdo do peso corporal e da circunferéncia da cabeca ao nascimento,
independente de outros fatores, como idade materna, raca, nuliparidade, gestacdo multipla,
uso de dcool, cigarro ou drogas ilicitas, tempo gestacional, tipo de parto, etc.

Recentemente foram comparadas informagdes clinicas, em humanos, sobre o uso pré-
natal de betametasona ou dexametasona em relagdo ao grupo controle. Neste estudo,
sugeriram que betametasona e dexametasona ndo sdo equivalentes, e que a betametasona é a
droga de escolha para a corticoterapia pré-natal, uma vez que a betametasona foi mais
eficiente que a dexametasona em reduzir a sindrome da angustia respiratoria, a hemorragia
intraventricular, a infecgdo fetal ou neonatal e a morte, exceto a infecgdo materna (JOBE &
SOLL, 2004). Assim, a betametasona é a droga de escolha para a corticoterapia pré-natal em

humanos (FELDMAN et al., 2007).

Em circunstancias normais, o feto é protegido de altos niveis de glicocorticoides
materno pela enzima placentéria 11p-hidroxisteréide desidrogenase tipo-2 (118-HSD-2). Esta
enzima converte rapidamente a hidrocortisona ou cortisol (em humanos) e a corticosterona
(em ratos) em produtos 1l-ceto inativos (cortisona e 11-dehidrocorticosterona,
respectivamente), aém de manter o gradiente de glicocorticides fisiolégicos entre a
circulacéo materna e fetal (Figura 1, adaptada de LINDSAY et a, 1996). Entretanto, a 11p-
HSD-2 tem baixa afinidade aos glicocorticdides sintéticos (SECKL, 1997), sendo assim, a
dexametasona e a betametasona passam rapidamente da circulacdo materna para a fetal, sem

que ocorra biotransformacao.
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Figura 1. Corticosterona sanguinea sendo convertida em 11-dehidrocorticosterona pela

atuacdo da enzima placentaria 113-HSD-2. FONTE: adaptado de LINDSAY et al, 1996.

Por outro lado, os glicocorticéides sdo essenciais ao desenvolvimento normal do
cérebro, e os mecanismos envolvidos na programagdo permanente da funcdo hipotadlamo-
hipéfise-adrenal e comportamental ndo estdo bem compreendidos. Durante o
desenvolvimento do cérebro fetal, o sistema limbico (principamente o hipocampo),
hipotdamo e hipdfise anterior expressam grande concentragdo de receptores de
corticosterdides, que sado sensiveis aos glicocorticoides. A exposicdo de glicocorticoides
exogenos neste periodo podera alterar o desenvolvimento e subsequente funcéo do sistema
limbico e do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal. O hipocampo, por suavez, regula a funcéo do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, e os glicocorticides endégenos também modificam muitos
aspectos funcionais do sistema limbico, predispondo a doencas cardiovascul ares, neurol 6gicas
e metabdlicas (Figura 2, adaptada de MATTHEWS, 2000). Portanto, a exposi¢éo pré-natal
aos glicocorticdides € responsavel pela programacdo das fungdes comportamentais e

neuroendocrinas na vida adulta.
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Figura 2. RepresentacBo esguemdtica das vias pelo qual a exposicdo pré-natal aos
glicocorticdides (GC) programa as funcdes comportamentais e neuroenddcrinas na vida

adulta. HHA: hipotdlamo-hipdéfise-adrenal. FONTE: adaptado de MATTHEWS, 2000.

Muitos agentes perinatais como glicocorticoides enddgenos ou  sintéticos,
neuropeptideos, estresse e esterGides gonadais sdo capazes de modificar a morfologia, a
guimica e a fisiologia do cérebro, uma vez que o desenvolvimento do cérebro e sua
plasticidade (crescimento neuronal, simpatogénese e comunicagdo celular) dependem
principalmente da programacdo genética e de sinais intrinsecos (REZNIKOV et al., 1999).
Em artigo de revisdo, Edwards & Burnham (2001) descreveram os efeitos tardios da
eXPOosi¢ao a corticosteroides exdgenos e do estresse nos periodos pré- e pés-natal. Em vérias
espécies de animais, efeitos prejudiciais sobre o corpo, cérebro, comportamento e eixo

hi pot& amo-hipofise-adrenal foram observados na vida adulta.

Por outro lado, reproducdo é um processo fundamenta para a manutencdo e
perpetuacdo das espécies. Desta maneira, 0 sexo genético e os hormdnios gonadais

determinam o fenotipo sexua do animal e também influenciam o desenvolvimento de vérios



sistemas, incluindo o sistema nervoso (PRINCE et al., 1998). Assim, a diferenciacéo sexual é
o resultado de complexos mecanismos envolvendo a determinagdo genética e a
endocrinolégica. A partir do estabelecimento do genoma (XX ou XY), que ocorre na
fertilizacdo, € desencadeada uma série de eventos, que levara a diferenciacdo das gbnadas, a
gual uma vez completada estabel ecerd o padréo sexual do sistema nervoso central (PARKER
et a., 1999; HIORT & HOTERHUS, 2000).

A diferenciacdo sexual ocorre devido a acdo dos hormbnios gonadais no sistema
nervoso central (SNC) em um determinado periodo, que pode estar associado ao estagio de
maturacdo neuronal. Esse periodo pode variar dependendo da espécie sendo denominado
periodo critico de diferenciacéo (LEE et a., 1975; CORBIER et a., 1978; GOGAN et 4d.,
1981). No rato, o processo de diferenciagdo sexua hipotal@mica inicia-se no ultimo terco de
vida fetal e continua através da primeira semana de vida do animal (MACLUSKY &
NAFTOLIN, 1981; MONTANO et d., 1995). Este processo depende de um pico de
testosterona que ocorre entre 0 18° e 19° dias da gestagdo (WEISZ & WARD, 1980; LALAU
et al., 1990; SINHA et a., 1997) e entre O hora in utero e 2 horas apds 0 nascimento
(CORBIER et a., 1992), periodo no qua ocorre um aumento rapido nos nivels séricos e
hipotaldmicos de testosterona. O aumento nos niveis desse hormodnio sexua apds o
nascimento € presumidamente de origem testicular, j& que ndo esta presente em fémeas e nem
em machos castrados ao nascer. Corbier et d. (1992), em estudo comparativo, demonstraram
gue ocorre também uma elevacdo nos niveis de testosterona, apds as primeiras horas do
nascimento numa variedade de mamiferos machos, como camundongos, cavalos e humanos,
corroborando a importancia dos androgenos na diferenciacéo sexual do SNC desta classe de
vertebrados.

O hipotdamo dos mamiferos, antes do periodo critico de diferenciacdo, esta

organizado intrinsecamente do tipo ‘“feminino”, determinando na vida adulta, o



comportamento sexual tipico de fémea (lordose) e um padrédo de secrecdo ciclico de
gonadotrofinas. Nos machos, o hipotdlamo precisa ser “masculinizado” para que ocorra o
comportamento sexual tipicamente masculino (monta) e apareca o padréo tonico de secrecéo
de gonadotrofinas (MACLUSKY & NAFTOLIN, 1981). Deste modo, dois processos distintos
determinam a diferenciacdo do sistema nervoso central em machos. a “defeminizacdo” e a
“masculinizacdo”. A defeminizagdo compreende na indugdo de esterilidade anovulatoria e a
reducdo da capacidade de apresentar lordose, e a masculinizagdo, a capacidade de apresentar
comportamento de monta (McEWEN, 1978). A masculinizagcdo do hipotdlamo é dependente
de testosterona, porém, esse processo € decorrente da sua metabolizag&o, por acdo da enzima
citocromo P450 aromatase, originando o estrogeno no sistema nervoso central (RHODA et
a., 1984; ERSKINE et al., 1988). Em fémeas, a auséncia de andrégenos (McCARTHY et
al.,1997) elou a exposicdo a pequenos niveis de estrégenos (DOHLER, 1991) no fina da
gestacdo, garante a feminizagcdo do cérebro, independente da presenca do ovario (KELCE &
WILSON, 1997).

Embora a testosterona esteja envolvida na virilizag&o do sistema genital em embrifes
masculinos e na regulacdo da producéo de horménio estimulante das céulas intersticiais de
Leydig (ICSH), elanéo é provavelmente a forma mais ativa do horménio. Nos testiculos e nos
tecidos alvos (pele, glandula submandibular e préstata) a testosterona, sob a agdo da enzima
5a-redutase, € metabolizada a dihidrotestosterona (DTH) (SELMANOFF et al., 1977), sendo
esta a forma mais ativa. Tanto a testosterona quanto a DHT modificam a transcricdo genética
a0 interagirem com receptores androgénicos nucleares, resultando em aumento da atividade
da RNA polimerase, na sintese de RNA e proteinas especificas. O receptor de androgeno
responsavel por essa interacdo € codificado por um gene presente no cromossomo X,
contendo dominios ligadores de androgénios, existindo portanto, em ambos 0s sexos. A

testosterona é também metabolizada a estradiol pela atividade da enzima citocromo P450



aromatase (NAFTOLIN et d., 1975) e a atividade desta enzima no cérebro estd aumentada
durante a vida perinatal. Este aumento corresponde ao padréo temporal e ao “periodo critico”
do desenvolvimento do dimorfismo sexual do sistema nervoso central dos roedores
(LEPHART, 1997). Evidéncias sugerem que a conversdo de testosterona a estradiol pela
aromatase neural, compreende um mecanismo chave pelo qual a testosterona regula muitos
processos fisiologicos e comportamentais, incluindo a ativagdo do comportamento sexual
masculino, a diferenciacéo sexua hipotalamica e efeitos na retroalimentacéo negativa sobre a
secrecdo de gonadotrofinas (BALTHAZART & BALL, 1998). Portanto, a aromatizagdo da
testosterona é um evento necessario a masculinizacdo do sistema nervoso central de roedores
e 0 estrogeno resultante, ligado a seus receptores, € 0 responsavel por essa masculinizacdo
(NAFTOLIN et al., 1975).

Em artigo de revisdo foi descrito o papel dos desreguladores enddcrinos interferindo
no processo de diferenciacdo sexual. Foram citadas diferentes manipulacdes e exposigoes a
drogas no periodo perinatal consideradas potencialmente como desreguladoras enddcrinas,
dentre elas o corticosteréide — hidrocortisona (PEREIRA, 2003). Foi também verificado em
nosso laboratdrio que a exposicao perinatal de ratos a um inibidor da enzima citocromo P450
aromatase - letrozol, (GERARDIN & PEREIRA, 2002; GERARDIN et a., 2008) ou ao
antagonista de receptor de estrogeno - clomifene, no periodo neonatal (PEREIRA et al.,
2003b) afetam o processo de diferenciacdo sexua do hipotdlamo, resultando em
comprometimento na fertilidade e no comportamento sexual desses animais na vida adulta,
corroborando o papel do estradiol na diferenciacdo sexua hipotaldmica. Dessa forma, a
exposicdo perinatal do sistema nervoso central aos hormdnios da reproducdo resulta em
diferencas fisiologicas, morfolégicas, comportamentais e neuroanatdbmicas sexuais entre
machos e fémeas na vida adulta (McCARTHY et a., 1997). Assim, o processo de

diferenciacdo sexual hipotaldmica e os efeitos tardios de algumas drogas na fisiologia



reprodutiva e no comportamento sexual necessitam de maiores estudos. Alteragdes neste
processo, se presentes, geralmente sdo percebidas somente na puberdade ou na vida adulta
reprodutiva (PEREIRA, 2003; PEREIRA & PIFFER, 2005).

A exposicao pré-natal aos corticosteréides no ultimo terco da prenhez também pode
ser considerado um modelo de estresse materno e€/ou pré-natal aplicado aos filhotes
(DAHLOF et a., 1978). Assim, acOes similares entre exposi¢ao aos corticosterdides e estresse
suportam a idéia que a demasculinizacdo e a feminizacdo observadas em filhotes machos de
ratas estressadas sdo resultados do aumento na producéo de corticosteréides materno. Estudos
em humanos e animais de laborat6rio mostram que a exposi¢do ao estresse durante a gestacéo
pode ocasionar efeitos adversos a longo-prazo, no desenvolvimento da prole. Estes efeitos
parecem ser mediados, em parte, pelo eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (WILLIAMS et a.,
1999). Sabe-se também que situacdes estressantes no Ultimo terco da gestagcdo podem induzir
a mudangas no desenvolvimento e no comportamento sexual em ratos adultos (GERARDIN
et a., 2005). Assim, 0 estresse perinatal, em ratos, especialmente no Gltimo terco da prenhez,
também é capaz de reduzir a masculinizacdo e feminizar o comportamento sexua de
descendentes machos (WARD, 1972). O aumento nos niveis plasméticos de corticosterdides
como parte da resposta ao estresse pré-nata (HERRENKOHL, 1979; POLITCH &
HERRENKOHL, 1984) bem como a administracéo de corticosteréides no final da gestagdo
(PEREIRA et d., 20033, ¢; PIFFER & PEREIRA, 2004; PEREIRA & PIFFER, 2005) podem
influenciar a troca de horménios gonadal e adrenal entre a mae e o feto durante o periodo
critico de diferenciacdo sexua hipotal@mica fetal, produzindo desse modo, disfuncdes
reprodutivas na vida adulta, como reducdo da fertilidade e fecundidade de descendentes
fémeas e machos. A administracao de corticosterdides durante o periodo pré-natal, pode levar
a ndo masculinizagdo e ndo defeminizacdo do hipotdlamo, comprometendo assim o

desenvolvimento sexual da prole masculina (DAHLOF et a., 1978; KAISER, et al., 2000).



Deste modo, o tratamento pré-natal de ratos com hidrocortisona tem ocasionado prejuizos na
fertilidade e no comportamento sexual de ratos adultos, sugerindo uma incompleta
masculinizagéo e defeminizag&o do sistema nervoso central (PEREIRA et al., 2003a).

As manipulagdes perinatais do eixo hipotdamo-hipéfise-adrenal, como aguela
induzida por corticosterdides, também podem aterar o desenvolvimento dos neurdnios
centrais monoaminérgicos, a resposta endécrina e comportamental em adultos (MUNEOKA
et a., 1997). Assm, 0 aumento nos niveis plasmaticos de corticosteréides como parte da
resposta ao estresse tém sido associado com falhas no desempenho reprodutivo e sexual de
vérias espécies de vertebrados (RETANA-MARQUES et d., 1998). Machos submetidos ao
estresse e/ou a0 aumento de corticosteroides, na vida adulta, podem exibir uma supresséo na
secrecdo de testosterona (COLLU et a., 1985; ORR et a., 1994) e na espermatogénese
(RABIN et a., 1988), bem como alteragdes no comportamento sexual (SAPOLSKY et a.,
1976).

Receptores especificos para corticosterdides tém sido evidenciados nas células de
Leydig (EVAIN et a., 1976; STALKER et al., 1989). Neste sentido, foi demonstrado que a
administracdo aguda de corticosterona suprime a concentracdo sérica de testosterona sem
alterar a afinidade ou o nimero de receptor testicular de horménio luteinizante, indicando que
a corticosterona pode atuar em nivel testicular suprimindo a biossintese de testosterona pela
inibicdo da enzima 17-hidroxilase (VOGELSONG & CHATTERTON, 1995). A capacidade
esteroidogénica das células de Leydig € também diretamente afetada pela exposicéo pré-natal
aos corticosteroides, alterando a producdo de testosterona em ratos puberes (PAGE et al.,
2001) e adultos (PAGE €t al., 2001; PEREIRA et al., 20033, ¢). Portanto, os corticosteréides
interferem na funcdo testicular, atuando no eixo hipota amo-hipdfise-gbnada (MICHAEL &

COOKE, 1994).



Sabe-se que a corticoterapia € amplamente utilizada em gestantes com risco de parto
prematuro no intuito de promover a maturagdo pulmonar do feto e conseqiientemente obter
um melhor prognostico neonatal. Embora os efeitos benéficos desta terapia para 0 neonato
sgjam evidentes na prética médica, pouco é sabido sobre os efeitos tardios, uma vez que esta
terapia pré-natal pode interferir no processo de diferenciacdo sexual do hipotdamo. Desta
forma, através do modelo experimental estudado neste trabalho, procurou-se evidenciar

possiveis interferéncias da terapia pré-natal com betametasona na prole masculina.



OBJETIVO GERAL

Investigar através de par@metros reprodutivos, metabdlicos, farmacolégicos e de
biologia molecular, possiveis alteracfes resultantes da terapia com betametasona no periodo
pré-natal em ratos, avaliando o desenvolvimento dos descendentes machos, do nascimento até

avida adulta reprodutiva.

Obj etivos especificos:
- Veificar a efetividade da terapia através da concentragcdo plasmatica de corticosterona e do

peso da glandula adrenal materna e de seus filhotes, imediatamente apds o parto.

- Avdliar o desenvolvimento fisico da prole masculina, do nascimento até a puberdade.

- Investigar se a terapia pré-natal com betametasona em ratos pode alterar, na vida adulta,
pardmetros como:

- Concentracdo plasmética de testosterona, a massa corporal e o peso Umido de

Orgéos da reproducéo;

- Concentracao plasmética de corticosterona e 0 peso imido da glandula adrend;

- Quantidade e a qualidade espermética;

- Fertilidade;

- Comportamento sexual;

- Preferénciasexual;

- Respostas da vesicula seminal e ducto deferente a drogas autonémicas;

- Expressdo génica do receptor de androgeno em tecido horménio masculino

dependente (préstata e testicul 0);

- Toleranciaora aglicose.



MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar, machos e fémeas, provenientes da col6énia do
Biotério da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais foram transferidos
para o Biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu-
UNESP, onde foram mantidos sob condigcBes padronizadas (temperatura de 25 + 1°C,
umidade de 55 + 5%, fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) e com agua e ragdo a vontade. O
projeto de pesquisa e o protocolo experimental foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (protocolo

429). O esguema do delineamento experimental encontra-se na Figura 3.
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2. Drogas e reagentes

17B-Benzoato de Estradiol (Sigma Co., USA); Acetilcolina (acetylcholine chloride, Sigma
Co., EUA); Acetil-B-metilcolina (acetyl-B-methylcholine, Sigma Co., EUA); Acido ascérbico
P.A. (L-ascorbic chloride, Sigma Co., E.U.A.);Agarose (Invitrogen®); Agua ultra-pura
(Ambresco); Alcool etilico (Merk); Alcool isopropilico (Merk); Bicarbonato de sodio P.A.
(NaHCOg3, Lab. Synth, Brasil); Cloreto de célcio diidratado P.A. (CaCl,2H,0, Lab. Nuclear,
Brasil); Cloreto de potassio P.A. (KCl, Lab. Pro Anaysi, Brasil); Cloreto de sodio P.A.
(NaCl, Lab. Nuclear, Brasil); Cloroférmio (Merk); Cocaine hydrochloride (Lab. Merck do
Brasil); Corticosterona (Sigma Co., E.U.A.); DL-Propranonol (Sigma Co., E.U.A.); DNAse |
Amplification Grade (Invitrogen®); DNPT mix (Invitrogen®); Fosfato dissédico de
betametasona (Sigma Co., E.U.A.); Fosfato de sodio hidratado P.A. (NaH,PO4H,0, Lab.
Merck do Brasil); Glicose P.A. (Lab. Inlab, Brasil); Kit COAT-A-COUNT® Rat
Corticosterone (DPC, Los Angeles, CA); Kit COAT-A-COUNT® Testosterone Total (DPC,
Los Angeles, CA); Noradrenalina (arterenol hydrochloride, Sigma Co., E.U.A.); Oligo dt 12-
18 (Invitrogen®); Prazosin hydrochloride (Pfizer S.A); Primers (Invitrogen®); Propionato de
Testosterona (Sigma Co., E.U.A.); Pentobarbital Sédico (Hypnol 3%, Fontoveter); RNase
OUT inhibitor (Invitrogen®); Sulfeto de Aménio, solucdo a 40% purissima (Vetec-Quimica
fina Ltda); SuperScript |11 (Invitrogen®); Thimerosa (Sigma Chemica Co., St. Louis, MO,
EUA); Tiras Reagentes ONE TOUCH® Ultra™ (LIFESCAN a Johnson & Johnson company);
Triton X100 (Octyl-phenoxy polyethoxyethanol, Sigma Chemical Co., EUA); Trizol

(Invitrogen); Y ohimbine hydrochloride (Sigma Co., E.U.A.).



3. Acasalamento e diagndstico de prenhez

Para a obtencdo dos grupos experimentais, foram colocados para acasalar em gaiolas
coletivas, no final da tarde, duas ratas fémeas adultas em proestro, virgens e ciclando
normalmente, com um rato macho adulto comprovadamente fértil. Foram utilizados animais
com 90 dias de idade. Na manha do dia seguinte, foi realizado o esfregago vaginal tomando-se
0 cuidado de ndo induzir pseudo-prenhez. O material coletado foi espalhado em uma lamina
histol 6gica para analise ao microscopio Optico (“Zeiss’, aumento 10/0,25x6,3). A prenhez foi
considerada positiva quando foram encontrados espermatozoides nas |aminas de esfregaco
vaginal e constatada a fase estro do ciclo estral. Esse dia foi considerado o primeiro dia da

prenhez.



4. Grupos experimentais

Os periodos de tratamento foram escolhidos com a finalidade de mimetizar a
corticoterapia empregada em gestantes com risco de parto prematuro. Para perfazer o
intervalo entre os dois ciclos de tratamento, como ocorre na terapéutica, iniciamos o
tratamento no final da segunda metade da prenhez, contemplando também o periodo de

diferenciacdo sexual do sistema nervoso central no rato.

4.1 Ratostratados com betametasona pré-natalmente (Grupo Betametasona)
Ratas prenhes receberam betametasona (IM), diluida em solucgéo fisiol6gica (JOBE &
SOLL, 2004) na dose de 0,1mg/kg de peso corpora (FRANKO et a., 2001) uma vez ao dia,

no 12°, 13°, 18° e 19° dias de prenhez (adaptado de SOUZA et al., 2001a,b).

4.2 Ratostratados com solucéo fisiolégica pré-natalmente (Grupo Controle)
Ratas prenhes receberam igual volume de solucdo fisiolégica estéril por via

intramuscular, umavez ao dia, no 12°, 13°, 18° e 19° dias de prenhez.



5. Parametr os mater nos e dados da prenhez e lactacéo

5.1 Evolucéo da prenhez
Asratas (10 ratas/grupo) foram pesadas nos 1°, 12°, 13°, 18°, 19° e 21° dias da prenhez

para calcular o ganho de massa corporal.

5.2 Parto e desmame

No dia do parto vaginal, considerado como o primeiro dia de vida pés-natal, foram
determinados. 0 tamanho da ninhada (numero de filhotes nascidos), o indice de nascimento
(proporcéo de filhotes nascidos vivos) e a razdo sexo (propor¢éo entre fémeas e machos
nascidos). Foram mantidos sempre 8 filhotes (6 machos e 2 fémeas) por rata com o objetivo
de evitar que o tamanho das ninhadas interferisse no desenvolvimento dos filhotes e para

garantir a presenca de ambos 0s sexos na ninhada.

o ] n° de filhotes nascidos vivos
Indice de nascimento = X 100

n° de filhotes nascidos

n° de filhotes machos

Razdo sexual =
n° de filhotes fémeas

O desmame ocorreu aos 22 dias de vida pos-natal, ocasido em que foi determinado o
indice de desmame (sobrevivéncia durante a lactacdo). Os descendentes machos foram

mantidos em gaiolas coletivas (4 animais por gaiola) até sua utilizagio nos experimentos.

. n° de filhotes vivos no desmame
Indice de desmame = X 100

n° de filhotes mantidos com arata




5.3 Concentracdo plasmatica de corticosterona, dosagem de glicose sanguinea e

peso Umido da glandula adrenal

Para verificarmos a eficacia do tratamento, outras 7 ratas/grupo foram anestesiadas
com pentobarbital sodico, i.p., na dose de 40mg/kg, imediatamente apos o0 parto e submetidas
alaparotomia. Amostras de sangue foram col etadas da artéria aorta abdominal com auxilio de
seringa heparinizadas, centrifugadas (2.500 rpm/20 min., a 2°C) e o plasma congelado para
posterior andlise. As ratas foram sacrificadas e glandulas adrenais (esquerda) identificadas,
removidas e dissecadas. Apds secagem em papel de filtro foram determinados os pesos
Umidos, empregando-se balanca analitica.

Para a dosagem de corticosterona utilizou-se o Kit COAT-A-COUNT® Rat
Corticosterone, DPC, Los Angeles, CA. O procedimento para a obtencdo da concentracéo
plasmética de corticosterona consistiu em adicionar 50ul de plasma e 1,0ml de ' | Rat
Corticosterone em tubos contendo o anticorpo especifico e incubado por 2 horas em
temperatura de 15-28°C. A seguir, o contetido dos tubos foi desprezado para as contagens em
contador de raios gama, por 1 minuto. Os resultados da leitura foram obtidos em ng/ml de
plasma. Esta andlise foi realizada no Laboratorio de Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia (UNESP), sob a supervisao da Profa. Dra. Eunice Oba.

Para a dosagem sanguinea de glicose, 1l sangue das ratas foram coletados da
extremidade da cauda e analisados pelo “kit” comercial ONE TOUCH® Ultra™ (LIFESCAN a
Johnson & Johnson company). Os resultados da leitura da glicose no sangue foram obtidos

em mg/dl.



6. Par ametr os deter minados nos descendentes machos

6.1 Concentracao plasmatica de corticoster ona e peso umido da glandula adr enal

Os filhotes das ratas sacrificadas imediatamente apés parto (item 5.3) foram pesados,
decapitados e as amostras de sangue coletadas (pool de 3 animais), centrifugadas (2.500
rpm/20 min., a 2°C) e o plasma congelado para posterior analise por radioimunoensaio (item
5.3). A glandula adrenal (esquerda) foi removida e seu peso Umido determinado em balanca

analitica.

6.2 Massa corporal edistancia anogenital ao nascimento e aos 22 dias deidade
Imediatamente apds 0 nascimento e aos 22 dias de idade foram determinadas a massa

corporal e adistancia anogenital (DAG) média da ninhada dos descendentes machos.

6.3 Avaliacdo do desenvolvimento fisico
Foi realizada por observactes diretas dos filhotes apds o0 nascimento, determinando-se:

Descolamento das orelhas: observada entre o 1° e 0 5° dia de lactacéo.

Erupcdo dos dentes incisivos: observada pela abertura da boca dos filhotes entre 0 6° e

0 12° dia de lactagdo, sendo registrado o dia do aparecimento do esmalte dos dentes
superiores e dos inferiores.

Abertura dos olhos: observada pela ocorréncia da primeira fresta da abertura bilateral

dos olhos entre 0 10° e 0 15° dia de lactag&o.

Descida testicular: observada pela descida bilateral dos testiculos para 0 escroto a

partir do 15° dia de lactac&o.



6.4 I nstalagdo da puberdade
A partir do 40° dia de vida, os descendentes machos foram examinados diariamente até

se verificar a completa separacdo prepucial.

7. Parametros reprodutivos deter minados na vida adulta (a partir dos 90 dias de idade)

7.1 Concentracao plasmatica de testosterona e corticoster ona

Aos 90 dias de idade, animais dos grupos experimentais foram pesados, anestesiados
com pentobarbital sodico, i.p., na dose de 40mg/Kg e submetidos a laparotomia. Amostras de
sangue foram coletadas da artéria aorta abdominal, em seringas contendo heparina, sempre no
mesmo horério. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas
(2500 rpm por 20 minutos a 2°C) e o plasma congelado para posterior andlise da

concentracao plasmatica de testosterona e corticosterona (item 5.3) por radioimunoensaio.

7.2 Massa cor poral e peso Umido de 6r géaos

Apébs a coleta de sangue (item 7.4) os 6rgaos da reproducdo esquerdos (testiculo,
epididimo, vesicula seminal com secrecdo e sem secrecdo - conteldo vesicular, ducto
deferente e prostata ventral) e a glandula adrenal foram identificados, removidos e dissecados
(Figura 4). Apos secagem em papel de filtro foram determinados os respectivos pesos Umidos,
empregando-se balanca analitica. A partir do peso imido dos testiculos direito e esquerdo e da
massa corporal, foi determinado o indice génado-somético dos animais, empregando-se a

formula:



peso do TD + peso do TE
massa corporal

i ndice gbnado-somético = X 100

Onde, TD= testiculo direito e TE= testicul o esquerdo.

Figura 4. Laparotomia exploratéria de ratos e dissecacdo de 6rgéos da reproducéo e glandula

adrenal .

7.3 Espermograma

Os espermatozo6ides foram coletados da secrecdo contida no ducto deferente, apds
overdose com pentobarbital sodico, i.p. Imediatamente apds, os espermatozéides foram
diluidos em 0,5ml de meio de cultura (Nutriente Ham F-10 Modificado - Cultilab, Brasil) e
incubados a 37°C, para andlise microscopica.

Motilidade espermética: 10ul de espermatozoides diluidos foram colocados na
camara de contagem de Makler (Makler Counting Chamber, Sefi-Medical, Haifa, Israel-
Figura 5A) e a leitura feita em microscopia de fase no aumento 200X (Figura 5B). A leitura
foi feita em 2 amostras diferentes de cada animal sendo analisados 100 espermatozdides por
amostra e feita a média. Os espermatozoides foram classificados como méveis (tipo A+B:
espermatozdéides méveis com progressdo rdpida ou lenta, com capacidade fertilizante) e

iméveis (tipo C+D: espermatozdides moveis sem progressao ou imoveis).



Concentracdo espermatica: apés a andlise do padrdo de motilidade verificou-se a
concentracdo dos espermatozéides estimada em milhdes por mililitro em camara de Makler,
em microscopia de fase aumento 200X, com auxilio de contador de células. Foram contados
espermatozéides presentes em 10 quadrados (marcacdo da propria camara) escolhidos
aleatoriamente, em 3 campos diferentes e feitaamédia.

Vitalidade espermatica: foi analisada apOs a sobrevivéncia aos corantes eosina e
nigrosina. Em um tubo foram acrescidos a 50 pl de espermatozéides diluidos em meios de
cultura uma gota de eosina amarela a 3% e duas gotas de nigrosina a 8%, homogeneizados e
apos os esfregacos em |aminas a vitalidade foi analisada em microscopia de fase com
aumento de 400X. Para cada animal foram realizados dois esfregagos e em cada um foi
contabilizado um total de 100 células e feita a meédia. Nos espermatozoides mortos a cabeca
estava corada de vermelho e os vivos néo se coraram (Figura 5C).

Morfologia espermatica: foram preparados 2 esfregacos de sémen para cada animal,
secados a temperatura ambiente e fixados em acool 70% por 15 minutos. As laminas foram
coradas com hematoxilina e depois em corante de Shoer por 5 minutos. Foram contados, no
minimo, 200 espermatozdides por [&amina com aumento de 1000X (imersdo) e classificados

como morfologicamente normais ou anormais, FigurasD, (LINDER et al., 1992, WHO 1999).

Figura 5. Andlise seminal. A: camara de Makler. B: amostra de espermatozdides na camara
de Makler vista a0 microscopio. C: vitalidade espermética (cabecga incolor= vivo e cabega

corada= morto). D: andlise morfol ogica.



7.4 Contagem esperméatica
O testiculo e o epididimo removidos de ratos adultos (conforme item 7.2) foram

congelados para posterior determinacéo da concentracdo de células germinativas.

Contagem das cabegas de espermétides no testiculo e calculo da producéo diéria

de esper matozéides

Para a readlizagdo da contagem espermaética, os testiculos de ratos adultos foram
descongelados, a tunica albuginea retirada, o parénquima testicular pesado, homogeneizado
com uma mistura de 0,9% de NaCl, 0,05% de Triton X100 e 0,01% de Thimerosal, e a
contagem das espermétides resistentes a homogeneizacdo foi reaizada utilizando
hemocitdmetros. A contagem de espermatozoides foi readlizada em cdmara de Neubauer
melhorada (Figura 6A). Para cada animal, foi calculado o valor médio de quatro contagens. O
nimero de espermatozéides produzidos pelo testiculo por diafoi estimado pela razdo entre o
nimero total de espermétides por testiculo dividido por 6,1, que é o nimero de dias que

espermétides maduras (estagio 19 da espermiogénese) estéo presentes no epitélio germinativo.

Contagem do nimer o e cdlculo do transito de esper matozoides no epididimo

O numero de espermatozbides na cabegal/corpo e cauda do epididimo dos animais foi
estimado segundo a técnica descrita por Robb et al. (1978). As porgdes epididimarias foram
separadas logo apdés a coleta e congeladas até homogeneizagdo. A contagem de
espermatozéides foi realizada em cdmara de Neubauer melhorada. Para cada animal, foi
calculado o valor médio de quatro contagens. O tempo de transito dos espermatozdides pelo
epididimo foi calculado dividindo-se o nimero de espermatozoides na cabega/corpo ou cauda

epididiméria, pelo valor obtido na produgdo diéria de espermatozéides de cada animal.



T oS
Figura 6. A: Camara de Neubauer. B: Camara de Neubauer vista a0 microscopio com 0s 5
guadrantes escolhidos para contagem. C: Ampliagdo do quadrante e visualizagdo das

espermétides ou das cabecas de espermatzoides.

7.5 Testedefertilidade

Ratos adultos (Grupos Controle e Betametasona) foram colocados para acasalar com
ratas adultas ndo tratadas, virgens e com ciclo estral regular. Cada rato foi colocado em uma
gaiola coletiva com 2 fémesas. A partir da manha seguinte, diariamente e até o 15° dia ou até
gue tenham acasalado, foi realizado o esfregaco vaginal (conforme descrito no item 3). O dia
em que foram encontrados espermatozoides nas laminas e constatada a fase estro do ciclo
estral, foi considerado o primeiro dia da prenhez. No 21° dia de prenhez as ratas foram
sacrificadas com overdose de pentobarbital sddico, i.p., e colocadas em decubito dorsal.
Readlizou-se uma incisdo longitudina na parede abdomina para visualizacdo dos cornos
uterinos. A partir da andlise do contetido dos cornos uterinos (Figura 7A) foi determinado o
numero de implantacBes (fetos vivos, mortos e sitios de reabsorcdo-Figura 7B). Quando
necessario, foi realizada a técnica de coloracdo dos cornos uterinos com o reativo de
Salewski, uma preparacdo de sulfeto de amoénio a 10% (SALEWSKI, 1964) que permite a

visualizacdo das implantagBes e de reabsorcbes precoces. Adicionalmente, os ovérios foram



isolados e os corpos |Uteos separados e contados (Figura 7C). A partir da contagem

implantagdes e dos corpos | Uteos foram determinados o0s seguintes par@metros:

das

n° de corpos lteos — n° de implantacdes
Taxade perda pré-implantagéo = X 100
n° de corpos | iteos

o B n° de implantagdes — n° de fetos vivos
Taxa de perda pés-implantagdo = X 100

n° de implantagBes

0 A ~
Taxa deimplantagdo = ° de implantagoes X 100
n° de corpos | (iteos

Viabilidade fetal = n° de fetos vivos X 100

n° de implantacdes

A partir do total de fémeas acasaladas (que apresentarem espermatozoides na |lamina

de esfregaco vaginal), fémeas prenhes (que acasalaram e levaram a prenhez a termo) e fémeas

gue apresentaram fetos vivos, foram cal culados os seguintes indices:

indice gestacional = n° de fémeas que apresentaram fetos vivos % 100
n° de fémeas prenhes
i n° de fémeas prenhes
Indice de fertilidade = X 100
n° de fémeas que acasalaram

De posse do nimero de fetos (machos e fémeas) obtidos por laparotomia em fémeas

ndo tratadas acasaladas com machos dos grupos experimentais, foi possivel determinar o

indice de masculinidade da prole:

i n° de fetos machos
Indice de masculinidade = X 100
n° total de fetos




Figura 7. Laparc;iomla exploratorla A: Vlsuallzagao dos cornos uterinos. B: Ponto de

reabsorcdo fetal. C: Ovérios dissecados e corpos | Uteos separados.

7.6 Comportamento sexual

Apoés o teste de fertilidade os ratos adultos, agora sexualmente experientes foram
submetidos a cirurgia abdominal, orquiectomizados bilateralmente e mantidos em biotério
com ciclo claro/escuro invertido. Para a realizacdo da orquiectomia bilateral, os animais
foram anestesiados com pentobabrbital sodico na dose 40 mg/Kg (IP). Os experimentos
iniciaram-se ap6s um periodo minimo de 15 dias para adaptacdo dos animais ao ciclo
claro/escuro invertido e recuperagdo dacirurgia. Paraa avaliagdo do comportamento sexua os
animais foram colocados em gaiolas de observacdo (acrilico transparente), durante o periodo

escuro do ciclo claro-escuro, sob luz com filtro vermel ho.

Comportamento sexual masculino

Os animai s orquiectomi zados receberam propionato de testosterona 1mg/dia (SC), trés
vezes por semana, durante 15 dias, de modo que a primeira administracéo foi realizada no dia
seguinte a orquiectomia e a Ultima, no dia anterior a avaliagdo do comportamento sexual
masculino (RIBEIRO & PEREIRA, 2005). Desta maneira, os niveis de androgenos dos
animais dos dois grupos experimentais avaliados foram similares, descartando a hip6tese de

uma deficiéncia hormonal, na auséncia de comportamento sexual masculino. No dia do



experimento, inicialmente, cada macho foi colocado na gaiola de observagdo, onde
permaneceram por pelo menos 5 min para adaptacdo. Em seguida, introduziu-se na mesma
caixa uma fémea comprovadamente receptiva, com estro natural ou induzido previamente
pela administracdo de benzoato de estradiol, 20ug/Kg (1P), 24h antes do teste (ARTECHE et
al., 1997, GERARDIN et al., 2005, 2006 e 2008). Os animais foram observados por 30
minutos. Contudo, se ndo apresentarem comportamento sexual ao final de 10 min, a avaiacéo
foi concluida e considerou-se que este rato ndo apresentou tal comportamento. Cada animal
foi testado uma Unica vez. Foram avaliados os seguintes parametros: laténcias para 1" monta,
intromissdo, eaculacdo; laténcias para 1° monta e intromissdo pés 1° gjaculacdo; nimero de
montas (montas sem insercdo peniana e intromissdes) e intromissdes até a 1° gjaculacdo,
nimero total de montas (montas sem insercdo peniana e intromissdes), intromissdes e
gjaculagbes durante o teste. A ocorréncia de intromissdo peniana foi considerada quando
observou-se 0 seguinte conjunto de sinais: monta com duragdo superior a 2 segundos, lordose
(encurvamento caracteristico do dorso da fémea) e limpeza da regido genital do macho apés a
monta. A gjaculacéo foi evidenciada pela observagéo de intromisséo seguida pelo levantar do

tronco do macho e parada por aguns segundos.

Comportamento sexual feminino

Apo6s pelo menos 15 dias da avaliagdo do comportamento sexua masculino, 0s
mesmos ratos dos grupos experimentais foram pré-tratados com 173-benzoato de estradiol
20ug/Kg (1P), 24h antes da avaliacdo do comportamento sexua feminino (ARTECHE et al.,
1997). Iniciamente, machos ndo tratados, sexualmente experientes foram colocados,
individualmente, em gaiolas de observacéo, onde permaneceram por pelo menos 5 min para
adaptacdo. Em seguida, o macho pertencente a um grupo experimental foi introduzido na

gaiola. A observacdo foi realizada por 10 min e foi avaliada a apresentacdo de lordose e



aceitacdo da monta pelos machos dos grupos experimentais, quando na presenca de um

macho néo tratado e sexual mente experiente.

Figura 8. Comportamento sexual. A: Caixa de observacdo. B: Comportamento sexual

masculino de monta com intromissao e fémeas em lordose.

7.7 Preferéncia sexual

Este teste foi empregado com o objetivo de identificar a preferéncia sexua de ratos
por outro macho ou por uma fémea. A avaliacéo da preferéncia sexua foi realizada em uma
arena semicircular (100 x 50cm) com duas gaiolas (25 x 15cm) posicionadas em lados
opostos e fora da arena (Figura 9A), onde os animais “iscas” foram posicionados, uma gaiola
contendo 0 macho adulto sexual mente experiente e a outra contendo uma rata (iscas) em estro
natural ou induzido por manipulagdo hormonal (201g/Kg de benzoato de estradiol, s.c., 24
horas antes do inicio do teste). Os ratos testados néo tiveram contato direto com os animais
“iscas” e o incentivo foi 0 odor que os animais “iscas” exalam. O piso da arena (Figura 9B)
em frente de cada animal “isca” foi demarcado em zonas de incentivo do macho e da fémea
(30 x 20cm) e o teste teve duragdo de 20 minutos. Os animais foram transferidos para a sala
com ciclo de luz invertida 2 semanas antes do teste. Cada rato teste foi colocado

individualmente no centro da arena, por 5 minutos, 3 vezes/semana, durante 1 semana, sem 0s



animais “iscas”, para que o mesmo se habitue. No dia do teste, 1 rato-isca foi colocado na
caixa de incentivo e, em sentido oposto, outra caixa com 1 rata-isca, 5 minutos antes do teste.
Ap6s o periodo de habituacdo, o animal experimental foi colocado no centro da arena e os
seguintes paréametros foram mensurados por 20 minutos. nUmero de visitas a cada zona de
incentivo, tempo total gasto em cada uma das zonas, duracdo de cada visita a cada zona de
incentivo. Apds o termino do teste, um escore de padrdo de preferéncia sexual foi calculado
para cada animal, subtraindo-se 0 tempo de permanéncia na zona da fémea ao tempo de
permanéncia na zona do macho. Assim, um escore positivo indica a preferéncia por uma

fémea receptiva e um escore negativo a preferéncia por um macho sexualmente experiente.

Figura 9. Aparato paraavaliar apreferénciasexua. A: Vistaexterna. B: Vistainterna.



8. Par ametr os far macol 6gicos deter minados na vida adulta

Foram analisadas as respostas farmacoldgicas da musculatura lisa genital acessoria
masculina (vesicula seminal e/ou ducto deferente) a drogas parassimpatomi méticas (agonista
total: acetilcolina e agonista parcial: acetil-B-metilcolina) para estudar o receptor muscarinico
e a droga simpatomimética (mediador: noradrenalina, na presenca de um cocktail contendo
propranolol 0,1uM, ioimbina 0,1uM, corticosterona 10uM e cocaina 6uM e da incubacéo
com 0 antagonista prazosin em doses crescentes) para estudar o adrenoceptor a;. O cocktail
foi utilizado para bloguear B-adrenoceptores, adrenoceptores o, captacdo extraneuronal e
captacdo neuronal, respectiamente, registrando apenas as respostas induzidas pela

noradrenalina em adrenoceptor o.;.

I solamento e montagem da vesicula seminal e ducto deferente para registro das

respostas a drogas colinérgicas e noradrenérgica

Os ratos foram pesados e sacrificados por overdose de pentobarbital sodico (IP). Em
seguida, foram identificados, removidos e isolados a vesicula seminal desprovida de glandula
coaguladora e o ducto deferente, livres de tecidos conjuntivos e lavados internamente com
liquido nutriente a 30°C.

Para estudo das contracdes i sométricas da muscul atura lisa genital acessoriaisoladafoi
utilizado um poligrafo de dois canais “Ugo Basile” (modelo 7070, Figura 10A), segundo a
técnica descrita por Pereira (1987). A vesicula seminal e o ducto deferente foram montados
em camara muscular de 6rgéo isolado, com capacidade de 10 ml, contendo liquido nutriente
aerado, com auxilio de bomba de aquario e mantidos a temperatura de 30°C. O liquido
nutriente utilizado foi o Tyrode modificado, segundo Picarelli et a. (1962), com pH variando

de 7,5 a 7,8, contendo a seguinte composi¢do em mM: NaCl 136,0; KCl 5,6; CaCl, 2H,0 1,8;



NaH,PO4H,0 0,36; NaHCO; 15,0 e glicose 5,5 diluidos em &gua destilada. O érgéo isolado
foi fixado por uma extremidade a terminagcdo S de uma haste de vidro que foi colocada na
camara muscular e pela outra extremidade a um transdutor de forca isométrico “Ugo Basile”
(modelo 7004) e submetido a uma tensdo inicial de 1 grama. A preparacdo permaneceu por
um periodo de estabilizacdo de 45 minutos, antes do inicio do experimento de reatividade,
sendo trocado o liquido nutriente a cada 10 minutos. Apos o periodo de estabilizagdo o tecido

foi estimulado com KCI 80mM e a contragdo registrada em poligrafo.

Curvas concentr agdo-r esposta

As drogas noradrenalina, acetilcolina e acetil-B-metilcolina foram preparadas a 10™*M
em solucéo de HCl 0,01N e mantidas a temperatura de -20°C. Imediatamente antes de sua
utilizacdo a noradrenalina foi diluida em solucéo de NaCl 0,9%, contendo acido ascorbico
0,005% e as drogas colinérgicas em solucéo de NaCl 0,9%.

Foram redlizadas curvas concentracdo-resposta completas pela técnica das doses
cumulativas descritas por van Rossum (1963), onde a concentracdo da droga no liquido que
banha o 6rgéo vai aumentando geometricamente (Figura 10B). As curvas iniciaram-se com
baixas concentragdes dos agonistas, incapazes de provocar efeito mensurével, até atingirem
concentracdes altas, as quais ndo se segue aumento de efeito. As curvas concentragdo-resposta
para as drogas colinérgicas foram realizadas nas vesiculas seminais. Nos 6rgdos contra-
laterais seguiu-se com pelo menos um par de curvas concentragéo-resposta de noradrenalina
até a verificacdo da estabilidade da preparacéo, refletida pela obtencdo de curvas semel hantes.
A seguir foram readlizadas curvas concentracdo-resposta de noradrenalina na presenca
(incubado por 15 min) do antagonista prazosin em concentragdes crescentes (108, 3x10® e

107 M) e do cocktail contendo propranolol (0,1uM), ioimbina (0,14M), corticosterona



(10pM) e cocaina (6uM). Foi observado um intervalo de tempo de 30 min entre uma curva

concentragdo-resposta e outra.

Par ametr os de sensibilidade a drogas

Apds a obtencdo das curvas concentragdo-resposta, foi estimada a poténcia dos
agonistas através da determinacado do parametro pD,, expresso como o hegativo do logaritmo
da concentragdo do agonista, aqual produz 50% do seu efeito méximo (MILLER et al., 1948),
determinado pelo método grafico de interpolacdo de cada curva concentragdo-resposta obtida,
empregando-se 0 software Prisma 3.0. Para 0 agonista parcial foi determinada também a
atividade intrinseca (a), resultado da comparacéo do efeito maximo do agonista parcial acetil-
B-metilcolina e o efeito maximo produzido pelo agonista total acetilcolina (ARIENS, 1954).
A poténcia do antagonista prazosin (pA;) em antagonizar as respostas a0 agonista
noradrenalina foi determinada por andlise de regressdo linear, utilizando a equacdo:
-log Kg= -log [B] + log (DR-1), onde DR € arelacéo de concentracdo do agonista encontrada
para obtencdo de efeitos iguais na auséncia e na presenca do antagonista; [B] € a concentracéo
molar do antagonista e Kg é a constante de afinidade do antagonista pelo receptor em estudo.
A concentragdo do antagonista que promove um deslocamento a direita na curva

concentragdo-resposta do agonista de duas vezes corresponde ao pA; (Kenakin, 1997).

Figura 10. A: Poligrafo - transdutor de forga isométrico e cdmara muscular de 6rgéo isolado.

B: Curvas concentragdo-resposta.



9. Expressao génica do receptor de androgeno (RT-PCR)

A expressdo de RNAm para o receptor de androgeno (AR) na prostata ventral e
testiculo de ratos dos Grupos Controle e Betametasona foi detectada por RT-PCR
semiquantitativo, utilizando-se o protocolo descrito no "Kit" SuperScript 111 (Invitrogen®) e
"primers" especificos parao AR.

A prostata ventral e testiculo (100mg) foram individualmente imersos em 1ml de
solugdo Trizol (Invitrogen®), homogeneizados (Polytron-Ultra Turrax/T25) e submetidos a0

protocolo Trizol de extracdo de RNA total.

Extracdo de RNA total

As amostras foram submetidas ao protocolo Trizol para a extragdo de RNA tota que
consiste em quatro etapas seqlenciais. separagdo, precipitacdo, lavagem e ressuspenséo do
RNA total. Para a separagéo, as amostras foram acrescidas de 200ul de cloroformio, agitadas
por 15 segundos, incubadas por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugadas a 11.000
rpm por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante resultante, contendo o RNA total, foi submetido a
precipitacdo. Assim, a fracdo sobrenadante foi transferida para outro tubo estéil e
adicionaram-se 500ul de isopropanol. Esta mistura homogeneizada foi mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos e centrifugada a 11.000 rpm por 10 min, a5°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 1 ml de etanol a 75%, centrifugado a 7.500 rpm por 5
min, a 5°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, contendo o RNA total foi
ressuspendido em 20ul de &gua ultra-pura e incubado por 10 minutos a 60°C.

As concentragbes das amostras de RNA total foram mensuradas por
espectrofotometria (Biophotometer-Eppendorf®, Figura 11A) num comprimento de onda de

260nm.



Transcricéo Reversa (RT)

A fim de evitar que uma eventua contaminacéo por DNA gendmico interfira nos
resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem
submetidas a0 RT-PCR. Conforme as instrugdes do protocolo DNAse | — Amplification
Grade (Invitrogen®), o volume da solucdo de RNA total a ser tratado com DNAse foi
calculado a fim de conter 1ug de RNA total. A este volume, foi adicionado 1ul de tampéo
DNAsge, 1ul de DNAse | (lunidade/pl) e &gua ultra-pura suficiente para completar 10pl. Essa
solugdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida
de 1ul de EDTA (25mM) e incubada a 65°C por 10 minutos. Apds esse procedimento, as
amostras foram transferidas para o gelo e imediatamente submetidas a reagdo de transcricéo
reversa

Para a reagdo de transcricdo reversa (RT), foi utilizado o “kit“ SuperScript 1l
(Invitrogen®), cujo protocolo inicia-se pela adicdo em tubo estéril de 8ul da solucdo de RNA
total tratada com DNAse, 1ul de oligonucleotideo iniciador Oligo (dt) (500ug/ml), 1ul de
dNTP Mix (10nM) e 3 pl de &gua ultra-pura. Essa solucéo foi incubada no termociclador
(Eppendorf®, Figura 11B) & 65° C por 5 minutos e, em seguida, uma segunda incubacdo em
gelo por 1,5 minuto. Apés essas etapas, foi adicionado a solugéo 4l de tampéo “First Strand”
5X, 1ul de DTT (0,1M) e 1ul de “RNAse OUT Inhibitor” (40unidades/ul) (Invitrogen®). Na
seqiiéncia, foi acrescido 1pl (200 U) de SuperScript 111 -trancriptase reversa- (Invitrogen®) e
iniciou-se a incubagdo, primeiramente a 50° C por 50 minutos, depois a 70° C por 15 minutos
e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas (-20° C) para

posterior reacdo de PCR.



Reacéo em cadeia pela polimerase (PCR)

Como controle interno das reagdes de RT-PCR foi utilizada a amplificagéo do gene
constitutivamente expresso ciclofilina, a fim de testar a integridade das amostras de RNA e o
sucesso da reacdo de transcricdo reversa. A sequéncia de oligonucleotideos do receptor de

andrégeno e ciclofilina para o Rattus norvegicus foram pesquisadas ho

bin/primer3_ www.cqi) e andisados pelo Oligo Toolkit da  Quiagem

seqguiéncias de oligonucleotideos iniciadores como primers:

Receptor de andrégeno (AR): sense: AAG CAG GGA TGA CTC TGG GA

antisense: GGA ATCAGGCTGGTT GTT GT

Ciclofilina: sense: ACGCCGCTGTCTCTTTTC

antisenses TGC CTT CTT TCA CCT TGC

O tamanho esperado para o produto amplificado por PCR é de 227 pares de base para
o receptor de androgeno e de 440 pares de base para a ciclofilina

A PCR para amplificacdo da ciclofilina e do gene-alvo (AR) foram realizados
conforme o protocolo Invitrogen® descrito a seguir: foram adicionados ao cDNA (1,0 pl)
2,5ul de tampédo PCR 10X, 0,75ul de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTP Mix (10mM), 1,0ul de
oligonucleotideo iniciador “sense” (20mM), 1,0ul de oligonucleotideo iniciador “antisense”
(20mM), 0,25ul de Tagq DNA polimerase (5unidades/pl; Invitrogen®) e &gua ultra-pura para
completar 25,0ul. Em seguida, as amostras foram submetidas a incubacdo a 94°C por 3
minutos (denaturacdo inicial) em termociclador, seguida pelas incubagBes ciclicas

correspondente as fases de denaturacdo (94°C por 45 segundos), anelamento (prostata: 57°C


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://kobra.ebc.ee/cgi-
bin/primer3_www.cgi
http://www.operon.com/oligos/toolkit.php

por 45 segundos e testiculo: 61°C por 45 segundos) e extensdo (72°C por 1 minuto). Apds 26

ciclos para prostata e 28 ciclos para testiculo, as amostras foram mantidas a 4°C.

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR (15 pl ) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampdo TBE, constituido de Tris, Acido bdrico, e EDTA (Figura 11C). Os géis foram
incubados por 30 minutos em solucéo de brometo de etidio (5 pg/ml). O DNA “Ladder”
100bp (Invitrogen®) foi utilizado como referéncia para avaiar o tamanho dos fragmentos. As
imagens dos géis foram visualizadas a luz ultravioleta (GelVue UV Transilluminator,
Syngene) e digitalizadas através do sistema de captura de imagem (DigiGenius, Fuji Finepix
S95000 Digital Cémera, Figura 11D). Para a validacdo e ensaios do RT-PCR semi-

quantitativo, a intensidade das bandas foram determinadas por densitometria

computadorizada.

°

Figura 11. A: Biofotdmetro. B: Termociclador. C: Eletroforese em gel de agarose. D: Sistema

de captura de imagem do gel.



10. Teste oral detolerancia a glicose

Os descendentes adultos foram submetidos ao jejum durante a noite anterior e o teste
iniciou-se na manha seguinte. Amostras de sangue (1pl) dos ratos foram coletadas da
extremidade da cauda e analisadas pelo “kit” comercial ONE TOUCH® Ultra™ (LIFESCAN a
Johnson & Johnson Company, Figura 12) nos tempos 0, 30, 60 e 120 min. apds a sobrecarga
de glicose administrada por gavagem (2g/Kg). Os resultados da leitura da glicose no sangue

foram obtidos em mg/dl.

Figura 12. Medidor de glicose sanguinea ONE TOUCH® Ultra.

11. Andlise dosresultados

Foram determinadas as médias + erro padrdo da média ou medianas e intervalos
interquartis dos resultados obtidos nos dois grupos experimentais. Os resultados foram
comparados entre Si por testes estatisticos usuais (teste “t” de Student, para dados
paramétricos e teste U de Mann-Whitney ou teste de exato de Fisher, para dados ndo-
paramétricos). Foram consideradas significantes as diferencas associadas a probabilidade
p<0,05. Para a avaiacdo estatistica foi utilizado o programa INSTAT 3.0 (GraphPad

Software).



RESULTADOS

1. Par@metros mater nos e dados da prenhez e lactacao

As Figuras 13 e 14 representam a evolucéo da prenhez e o ganho de massa corporal
das ratas que receberam soro fisiolégico (Controle) ou Betametasona. As ratas adultas dos
grupos experimentais ndo apresentaram diferenca na massa corporal inicial, entretanto, apés a

€Xposi¢ao a betametasona, estas ratas ganharam menos massa corporal que as ratas controle.
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Figura 13. Massa corporal (g) de ratas prenhez que receberam soro fisiologico (Controle) ou

Betametasona

Valores expressos em média + erro padréo da média de 10 ratas/grupo.

*p< 0,05, teste “t” de Student.
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Figura 14. Ganho de massa corporal (peso final — peso inicial; g) durante a prenhez de ratas
controle e expostas a betametasona. Vaores expressos em média + erro padréo da média de

10 ratas/grupo. *p< 0,05, teste “t” de Student.

Os parémetros avaliados na ninhada do nascimento até o desmame encontram-se na

Tabela 1. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabedla 1. Tamanho da ninhada, indice de nascimento, razéo sexo e indice de desmame de

ratos dos grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona
Tamanho da ninhada 10,50 (9,25 — 11,00) 8,50 (6,50 — 10,50)

i ndice de nascimento (%) 100,00 (93,18 — 100,00) 90,00 (80,00 — 100,00)
Razdo sexo 1,88 (1,19 - 2,00) 2,00 (0,87 — 3,755)
indice de desmame (%) 100,00 (100,00 - 100,00) 100,00 (97,22 — 100,00)

Valores expressos em mediana e interval o interquartil (1Qzse-1Q7s0,) de 10 ninhadas/grupo.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos, p> 0,05, teste de Mann-Whitney.



Os dados referentes a massa corpora das ratas imediatamente apos o parto, bem como
0 peso Umido da glandula adrenal, a corticosterona plasmética e a glicose sanguinea estéo
representados na Tabela 2. N& houve diferenca significativa entre 0s grupos na massa
corporal daratas apds o parto, no peso da glandula adrenal e na glicose sanguinea. Entretanto,
as ratas expostas a betametasona apresentaram aumento significativo na corticosterona

plasmética.

Tabela 2. Massa corporal, peso umido da gléndula adrenal, dosagem de corticosterona e de

glicose de ratas imediatamente apds o parto.

Grupos Experimentais

Parametros Controle Betametasona
Massa corporal (g) 260,96 + 8,96 24557+ 6,41
Peso da glandula adrenal (mg) 35,83+ 0,82 3314+271
Corticoster ona plasmatica (ng/ml) 323,75 + 39,52 461,70 + 23,24*
Glicose sanguinea (mg/dl) 117,60+ 7,34 116,50 + 8,99

Valores expressos em média + erro padréo da média de 7 ratas/grupo.

*p< 0,01, teste “t” de Student.



2. Par ametr os deter minados nos descendentes machos

Na Tabela 3 encontram-se os dados dos filhotes das ratas sacrificadas imediatamente
apos o parto. Os filhotes do grupo Betametasona apresentaram redugdes significativas na
massa corporal, no peso Umido da glandula adrena e na corticosterona plasmética, quando

comparadas com o grupo Controle.

Tabela 3. Massa corporal, peso imido da glandula adrenal e dosagem de corticosterona de

filhotes imediatamente apds 0 nascimento.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona
Massa corporal (g) 6,22 + 0,22 5,57+ 0,14*
Peso da glandula adrenal (mg) 1,83+0,13 1,32 + 0,08*
Corticoster ona plasmatica (ng/ml) 83,61+ 7,04 58,92 + 7,58*

Valores expressos em média + erro padrao da média de 7 ninhadas/grupo.
* p< 0,05, teste “t” de Student.

Tabela 4 apresenta a massa corporal e a distancia anogenital ao nascer e aos 22 dias de
vida (desmame) dos ratos dos grupos Controle e Betametasona. Houve redugdes significativas
na massa corporal e na disténcia anogenital ao nascer dos ratos do grupo Betametasona
guando comparado ao grupo Controle. Entretanto, estas reducdes foram revertidas aos 22 dias
devida

A avadiagcdo do desenvolvimento fisico estd demonstrada na Tabela 5. Ndo houve
diferencas significativas entre os grupos na idade do descolamento das orelhas, erupcdo dos
dentes incisivos, abertura dos olhos e descolamento de prepucio (instalagdo da puberdade).
No entanto, houve um retardo na idade da descida testicular no grupo Betametasona quando

comparado ao grupo Controle.



Tabela 4. Massa corporal (g) e disténcia anogenital (mm) ao nascer e aos 22 dias de vida de

filhotes machos dos grupos Controle e Betametasona.

Massa corporal (q) Distancia anogenital (mm)
Grupos ao nascer 22 dias ao nascer 22 dias
Controle 6,33+ 0,06 46,63+ 1,30 2,85+ 0,09 15,71+ 0,40
Betametasona 5,86 £ 0,12* 46,45+ 2,17 2,58+ 0,07* 15,23+ 0,27

Valores expressos em média + erro padréo da média de 10 ninhadas/grupo.

*p< 0,05, teste “t” de Student.

Tabela 5. Idade (dias) do descolamento das orelhas, erupcdo dos dentes incisivos, abertura
dos olhos, descida testicular e instalacdo da puberdade (descolamento do prepucio) de ratos

dos grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros (dias) Controle Betametasona
Descolamento das orelhas 2,50 (2,00 - 3,00) 3,00 (3,00 - 3,00)
Erupcéo dos dentesincisivos 12,50 (11,00 — 14,00) 13,00 (12,25 - 13,00)
Abertura dos olhos 15,00 (15,50 — 16,50) 15,00 (15,00 — 15,00)
Descida testicular 20,00 (20,00 — 21,00) 22,00 (21,00 — 22,00)*
Instalacdo da puberdade 50,88 (50,00 — 51,47) 52,75 (50,85 — 53,50)

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil (1Qzsy-1Q759%) de 10 ninhadas/grupo.

*p< 0,05, teste de Mann-Whitney.



3. Par@metrosreprodutivos deter minados na vida adulta

A massa corporal e 0 peso Umido de 6rgdo da reproducdo estdo apresentados na
Tabela 6. Nao houve diferenca entre os grupos na massa corporal, nem no peso Umido do
epididimo, vesicula semina, ducto deferente e prostata Entretanto, houve reducdes
significativas no peso do testiculo e na quantidade de secrecdo vesicular no grupo
Betametasona, quando comparada ao grupo Controle. O indice gbnado-somatico também foi
igual entre os grupos [Controle= 1,01 (0,95-1,57), %; Betametasona= 0,98 (0,93-1,04), %)].

A Tabela 7 apresenta 0 peso Umido da glandula adrenal e a concentracéo plasmética de
corticosterona de ratos adultos dos grupos Controle e Betametasona. Houve reducdo
significativa na concentragdo plasmética de corticosterona dos ratos do grupo Betametasona.
No entanto, nenhuma ateracdo no peso Umido da glandula adrenal foi observada entre os

grupos.

Tabela 6. Massa corporal, peso Umido de 6rgéos da reproducéo e testosterona plasmética de

ratos adultos dos grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par &ametros Controle Betametasona
Massa Corporal () 368,65+ 9,10 350,55 + 9,03
Testiculo (g) 1,83+ 0,04 1,70 + 0,04*
Epididimo (g) 0,54+ 0,01 0,52+ 0,02
Vesicula seminal (g) 0,14+0,01 0,13+0,01
Secregdo vesicular (g) 0,44+ 0,03 0,36 + 0,01*
Ducto deferente (mg) 69,43+ 2,35 65,24 + 2,30
Prostata () 0,34+ 0,02 0,30+ 0,02
Testosterona plasmatica (ng/dl) 406,65 + 57,41 192,81 + 15,27**

Valores expressos em média + erro padrao da média de 10 ratos/grupo.

*p< 0,05, **p< 0,01, teste “t” de Student.



Tabela 7. Peso umido da glandula adrena e corticosterona plasmética de ratos adultos dos

grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona
Adrenal (mg) 26,65+ 1,15 28,08 + 0,82
Corticoster ona plasmatica (ng/ml) 339,53 + 28,32 210,36 + 33,65*

Valores expressos em média + erro padréo da média de 10 ratos/grupo.

*p< 0,01, teste “t” de Student.

Os resultados da andlise microscopica (espermograma) da secrecdo contida no ducto
deferente estéo apresentados na Tabela 8. Os ratos do grupo Betametasona apresentaram
reducbes significativas nas porcentagens de espermatozdide vivos, moéveis e
morfologicamente normais, bem como na concentracdo espermatica, em relagdo ao grupo

Controle.

Tabela 8. Espermograma de ratos adultos dos grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona

Espermatozoides (%)

Vivos 97,00 (97,00 — 98,00) 96,00 (94,25 — 96,00)**
M oéveis 33,50 (27,50 — 40,00) 28,00 (16,25 — 28,75)*
Morfologia Nor mal 98,00 (97,00 — 99,00) 94,00 (93,25 — 95,75)**
Concentracao (x 10° 77,80 + 5,56 57,00 + 4,37***

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil (1Qa2s-1Q7s%) 0u média + erro padréo
da média de 10 ratos/grupo.
*p< 0,05, **p< 0,01; teste de Mann-Whitney.

*** n< 0,01, teste “t” de Student.



Na Tabela 9 encontram-se os resultados da contagem espermatica. Os ratos do grupo
Betametasona apresentaram reducdes significativas no nimero de espermatides, na produgdo
diaria de espermatozéides e no nimero de espermatozoides nas porcdes cabeca-corpo e cauda

do epididimo, bem como no tempo de transito espermético na cabeca-corpo do epididimo, em

relacdo ao grupo Controle.

Tabela 9. Contagem espermatica de ratos dos grupos Control e e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona
NUmer o de esper matides (10°/testicul o) 240,77 + 6,43 197,07 + 3,81***
NUmero de esper matides (10%g/testiculo) 150,75 + 4,75 133,60 + 4,31*
PDE (n° de esper méatides x10%testiculo/dia) 39,47 + 1,06 32,31 + 0,60%**
PDE (n° de esper métides x10°r ato/dia) 78,94+ 2,11 64,61 + 1,21%**
NUmero de espermatozéides x10%cabeca- 114,78 + 2,01 83,88 + 2,53***
corpo do epididimo

NUmero de espermatozéides x10%cauda 179,06 + 16,47 142,32 + 7,03**
do epididimo

Tempo detransito espermatico na cabeca- 2,88 (2,84-3,06) 2,51(2,45-2,77)*

cor po do epididimo (dias)
Tempo de transito esperméatico na cauda

do epididimo (dias)

4,86 (4,37-4,94)

4,59 (4,26-4,70)

PDE: producdo diaria de espermatozoides.

Valores expressos em média + erro padréo da média ou mediana e intervalo interquartil

(|Q25%-|Q75%) de7 ratos/grupo.

* p<0,05, teste “t” de Student. ** p<0,05, teste “t” com correcéo de Welch.

*** n<0,001, teste “t” de Student.



A Tabela 10 apresenta os dados do teste de fertilidade de ratas controles ndo tratadas e
gue acasalaram com ratos dos grupos Controle ou Betametasona. Ap6s 15 dias de coabitacéo,
80% dos ratos do grupo Betametasona foram capazes de acasalar suas fémeas. Entretanto, no
21° dia de prenhez, estas ratas apresentaram reducdo significativa no nimero de fetos vivos e
aumento significativo no numero de sitios de reabsor¢do. Néo houve diferenca significativa
entre 0s grupos no numero de corpos |Uteos, fetos mortos e sitios de implantacdo, bem como

nos indices gestacional, de fertilidade e de masculinidade.

Tabela 10. NUmero de ratas acasaladas e prenhes, corpos IGteos, fetos vivos, sitios de
reabsorcao, pontos de implantacdo, indices gestacional, de fertilidade e de masculinidade (%),

obtidos a partir do teste de fertilidade com machos dos grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona
Fémeas acasaladas 20 (100%) 16 (80%)

Fémeas prenhes 19 (95%) 14 (87,50%)
Corpos (teos 12,00 (10,00-13,00) 12,00 (11,00-13,00)
Fetos vivos 11,00 (9,00-12,50) 9,00 (6,00-9,00)*
Fetos mortos 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00)
Sitios de r eabsor ¢&o 0,00 (0,00-0,50) 3,00 (1,00-3,75)*
Sitios de implantacao 11,00 (9,00-12,50) 11,00 (8,50-12,00)
i ndice gestacional (%) 100,00 100,00

indice defertilidade (%) 95,00 87,50

i ndice de masculinidade (%) 54,54 54,55

Valores expressos em mediana e interval o interquartil de 10machos/grupo (2 fémeas/macho).

*p< 0,05, teste de Mann-Whitney.



A partir dos dados da Tabela 10 foram calculadas as taxas de perda pré- e pos-
implantagéo, implantagdo e viabilidade fetal (Figura 15). As ratas que acasalaram com ratos
do grupo Betametasona apresentaram aumento significativo nataxa de perda pés-implantacéo
e reducbes na taxa de implantacdo de na viabilidade fetal, quando comparadas com ratas que
acasalaram com ratos do grupo Controle. Além disso, a Figura 16 mostra que 64% da ratas
acasaladas com o0 grupo Betametasona apresentaram perda pré-implantagdo (Controle= 31%)

e 93% apresentaram perda pds-implantacdo (Controle= 26%).

Controle Betametasona
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Figura 15. Taxas de perda pré- e pos-implantagdo, implantacéo e viabilidade fetal, de ratas
gue apresentaram tais parametros quando acasaladas com machos dos grupos Controle e

Betametasona. Valores expressos em mediana. *p< 0,05, teste de Mann-Whitney.
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Figura 16. Porcentagem de ratas que apresentaram perda pré-implantacdo e perda pos-
implantagdo quando acasaladas com machos dos grupos Controle (n= 10) e Betametasona (n=

8). *p< 0,05, teste exato de Fisher.

A avaliacdo do comportamento sexual masculino encontra-se na Tabela 11. No grupo
Betametasona ndo houve atraso significativo na laténcia para a 12 intromisséo, no entanto,
apresentou aumento significativo na laténcia para a 1* gaculacdo, sem aumentar
significativamente o nimero de intromissdes. ReducBes no nimero de intromissdes pos-
gjaculacdo e no numero total de gaculacbes também foram observadas nos ratos do grupo
Betametasona quando comparado ao grupo Controle. A Figura 17 mostra que 80% dos ratos
do grupo Betametasona apresentaram comportamento sexual masculino em 10 min. de
observacdo e 50% apresentaram comportamento sexual feminino, ou sga, apresentaram
lordose e aceitaram a monta de outro macho, comportamento este inexistente no grupo

Controle.



Tabela 11. Influéncia da exposicdo pré-natal com betametasona no comportamento sexual de

ratos adultos sexua mente experientes.

Grupos Experimentais

Par &ametros Controle Betametasona
Laténcia para 12intromissao () 48,20+ 12,34 94,38 + 30,16

N° de intromissdes até 12 gjaculacao 31,10+ 5,14 36,25+ 6,72
Laténcia para 12 g aculacao () 635,00 + 124,26 1109,00 + 168,45*
L aténcia para intromissao poés-ejaculacdo (s) 282,60 + 23,49 305,80 + 35,29

N° de intromissdes pos-€j aculacédo 35,40 + 5,66 16,83 + 4,25*

N° total de intr omissoes 67,90 + 6,75 48,88 + 5,34*

N° total de g aculacdes 3,00+ 0,30 1,50 + 0,42**

Valores expressos em média + erro padréo da média. Controle: n=10 e Betametasona: n=8.

*p< 0,05, **p< 0,01, teste “t” de Student.
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Figura 17. Frequéncia de ratos que apresentaram comportamento sexual masculino apés
reposicdo com testosterona e comportamento sexual feminino apdés administracdo de

estrogeno (n= 10ratos/grupo). * p< 0,05, teste exato de Fisher.



Os dados da preferéncia sexua de ratos sexuamente inexperientes dos grupos
Controle e Betametasona estdo apresentados na Tabela 12. Os ratos do grupo Betametasona
nao apresentaram um padrdo preferéncia sexual em relacdo ao numero total de visitas
realizadas as zonas da fémea ou do macho. Entretanto, estes ratos permaneceram menos
tempo na zona da fémea e cada visita teve menor duragdo quando comparados ao grupo
Controle. Por outro lado, os ratos do grupo Betametasona ndo permaneceram mais tempo na
zona do macho que o grupo Controle. Assim, a exposi¢do pré-natal a betametasona levou a
um menor escore de preferéncia, porém ndo foi negativo. Ratos sexual mente inexperientes do
grupo Controle demonstraram um significativo padrédo de preferéncia sexual para a fémea
receptiva, ja que permaneceram mais tempo (p<0,001) e maior duracdo de cada visita
(p<0,001) na zona da fémea quando comparada a zona do macho, enquanto os animais do
grupo Betametasona ndo demonstraram padrdo de preferéncia sexual pela fémea receptiva ou

pelo macho sexual mente experiente.

Tabela 12. Preferéncia sexual de ratos sexualmente inexperientes dos grupos Controle e

Betametasona.
Grupos Experimentais

Parametros Controle Betametasona
N° devisitas a zona da fémea 28,20+ 2,13 26,00 + 2,40

N° de visitas a zona do macho 27,10+ 2,68 28,20+ 1,83
Tempo total na zona da fémea (9) 613,80 + 35,35 429,40 + 59,69*
Tempo total na zona do macho(s) 272,50 + 31,61 332,30 + 39,52
Tempo de cada visita a fémea(s) 23,96 + 3,41 16,42 + 1,91*
Tempo de cada visita ao macho (s) 10,45+ 1,03 12,25+ 1,59
Escorede preferéncia +341,60 + 60,28 +97,40 + 83,33*

Valores expressos em média + erro padréo da média de 10 ratos/grupo.

*p< 0,05, teste “t” de Student .



4. Par ametr os far macol 6gicos deter minados na vida adulta

As respostas farmacoldgicas da vesicula seminal as drogas colinérgicas estéo
apresentadas na Figura 18 e Tabela 13. Observa-se que ndo houve diferenca entre os grupos
nas poténcias da acetilcolina (ACh) e acetil-B-metilcolina (MCh), na atividade intrinseca da

MCh e naresposta méxima da ACh, umavez que as curvas mostraram-se sobrepostas.
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Figura 18. Curvas concentragcdo-resposta de vesicula semina isolada de ratos dos grupos

Controle e Betametasona (n=5 ratos/grupo). ACh= Acetilcolina. MCh= Acetil-B-metilcolina.



Tabela 13. Respostas farmacol 6gicas dos agonistas total Acetilcolina (ACh) e parcia Acetil-

B-metilcolina (MCh) em vesicula seminal isolada de ratos adultos dos grupos Controle e

Betametasona.
Grupos Experimentais
Parametros Controle Betametasona
pD,ACh 5,00+ 0,06 5,05+ 0,06
pD2,MCh 4,94 + 0,06 4,98 + 0,07
Atividade intrinseca (o)) daMCh 0,75+ 0,03 0,81+ 0,02
Resposta contratil maximada ACh (g) 1,62+ 0,19 1,86 +0,20

Valores expressos em média + erro padréo da média de 5 animai s/grupo.
pD2 = -log[ EDso]
o = raz8o entre resposta maxima do agonista parcial em relagdo ao agonista total.

p >0,05, teste “t” de Student.

As curvas concentracao-resposta da vesicula seminal e ducto deferente a noradrenalina
na presenca de concentragdes crescentes do antagonista prazosin estdo apresentadas na Figura
19. Observa-se que na vesicula seminal o prazosin foi eficaz em deslocar a curva da
noradrenalina em todas as concentracdes utilizadas, enquanto no grupo betametasona ocorreu
deslocamento apenas com as concentragbes de 10nM e 100nM de prazosin. Todavia, ao
compararmos os resultados de sensibilidade (pD-), dados ndo mostrados, obtidos das curvas
dos grupos controle e betametasona, ndo houve diferenca significativa. No ducto deferente, o
prazosin foi eficaz em deslocar a curva da noradrenalina nas concentractes de 10nM e 100nM
de prazosin em ambos 0s grupos. Tanto na vesicula semina quanto no ducto deferente, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos no valor de pA, (Tabela 14). A regressdo de
Schild para 0 antagonista prazosin em contragdes induzidas pela noradrenalina na vesicula

seminal e ducto deferente de ratos dos grupos Controle e Betametasona esté apresentada na



Figura 20. Semelhantemente, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos no

deslocamento e na inclinagdo da curva. Os dados mostraram também que pelainclinacdo das

curvas de regressdo, ocorreu antagonismo competitivo, indicativo de envolvimento dos

receptores o.1.
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Figura 19. Curvas concentragdo-resposta para a noradrenalina na presenca de concentracoes

crescentes do antagonista prazosin de vesicula seminal e ducto deferente isolados de ratos dos

grupos Controle e Betametasona (n=5 ratos/grupo).



Tabela 14. Vaores de pA, determinados para 0 antagonista prazosin em contragdes induzidas

pela Noradrenalina em vesicula seminal e ducto deferente isolados de ratos adultos dos grupos

Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Par ametros Controle Betametasona
pA,Vesicula Seminal 7,88+ 0,10 8,14+ 0,10
pA.Ducto Deferente 8,11+ 0,13 8,30+ 0,10

Valores expressos em média + erro padréo da média de 5 animai s/grupo.

p >0,05, teste “t” de Student.
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Figura 20. Regressdo de Schild para o antagonista prazosin em contracdes induzidas pela
Noradrenalina na vesicula semina e ducto deferente de ratos dos grupos Controle e
Betametasona. Valores expressos em média + EPM de 5 ratos/grupo. N&o houve diferenca

significativa entre os grupo, p>0,05, teste “t” de Student.



5. Expressao génica do receptor de andr égeno

A Figura 21 apresenta géis representativos para os produtos amplificados com
“primers” especificos para o gene constitutivo Ciclofilina e para o Receptor de Androgeno
(AR) na prostata e testiculo de ratos dos grupos Controle e Betametasona. A expressao génica
relativa do AR na préstata e testiculo esta apresentada na Tabela 15. Houve um aumento
significativo na expressao relativa do AR apenas na prostata dos ratos do grupo Betametasona

guando comparado ao grupo Controle.



Prostata: Ciclofilina
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Figura 21. Gé's representativos para os produtos amplificados por RT-PCR do RNA total
extraido da prostata e testiculo de ratos dos grupos Controle e Betametasona, usando
“primers” especificos para o gene constitutivo Ciclofilina e para o Receptor de Androgeno.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e identificados

com brometo de etidio.



Tabela 15. Expressdo génica relativa do Receptor de Androgeno (AR) em prostata e testiculo

de ratos dos grupos Controle e Betametasona.

Grupos Experimentais

Expressdo Génica Relativa para AR Controle Betametasona
Prostata 0,27 + 0,04 0,41 + 0,04*
Testiculo 1,03+0,32 1,23+ 0,22

Valores expressos em média + erro padréo da média de 6 animai s/grupo.

*p <0,05, teste “t” de Student.

6. Teste oral detolerancia a glicose

A Figura 22 apresenta os dados do teste oral de tolerancia a glicose. Os ratos do grupo
Betametasona apresentaram aumento significativo apenas aos 60 minutos apds a sobrecarga
de glicose. Nos demais tempos avaliados a concentracdo de glicose sanguinea foi igual entre

0S grupos.
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Figura 22. Concentragdo de glicose sanguinea de ratos dos grupos Controle e Betametasona
nos tempos 0, 30, 60 e 120 min. apds a sobrecarga de glicose. Valores expressos em média +

erro padréo da média de 10 ratos/grupo. * p< 0,05, teste “t” de Student.



DISCUSSAO

A betametasona, um glicocorticéide sintético, € utilizada na prética obstétrica para
maturacdo pulmonar do feto. Entretanto, altos niveis de corticosterdides podem interferir com
0 pico de testosterona perinatal (LALAU et al., 1990), importante para a diferenciacéo sexual
do hipotdlamo. No presente estudo, para verificar a efetividade da terapia com betametasona
ao final da gestagdo foi avaliado a concentracéo plasmaética de corticosterona e o peso Umido
da glandula adrenal materna e de seus filhotes, imediatamente apds o parto. Assim, 0s niveis
de corticosterona materno estavam aumentados e nos filhotes estavam reduzidos, bem como a
massa da glandula adrenal. Estes resultados nos indicam que os fetos foram expostos a
variacdo nos nivels de corticosteréide no final da prenhez, sugerindo que a corticosterona
aumentada pelo tratamento € inativada ao passar na placenta pela enzima placentéria 11p-
hidroxisterdide desidrogenase tipo-2 (11B-HSD-2) (LINDSAY et al., 1996).
Simultaneamente, a betametasona, droga sintética que ndo é biotransformada pela enzima
11B-HSD-2, passa livremente pela placenta, o que terialevado a retroalimentacdo negativa no
eixo HHA dos filhotes até a vida adulta. Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram
gue o tratamento com hidrocortisona no Ultimo periodo da gestacdo também diminuiu o peso
Umido da adrenal e o os niveis de corticosterona imediatamente apos o parto das ratas tratadas
e de seus filhotes, indicando comprometimento do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (PIFFER
& PEREIRA, 2004). Estes resultados também corroboram com os dados de Dahlof et al.
(1978), em que a exposicdo pré-natal a hidrocortisona a partir do 14° dia de prenhez reduziu o
peso umido da glandula adrena (reducdo dose dependente). Resultados semelhantes foram
também encontrados por Holson, et a. (1995). Entretanto, na vida adulta de ratos expostos a
hidrocortisona, estes parametros estavam inalterados, sugerindo recuperacdo do eixo

hipotalamo-hipdfise-adrenal (PEREIRA & PIFFER, 2005). Por outro lado, no presente estudo



a exposicéo pré-natal a betametasona comprometeu permanentemente o eixo hipotdlamo-
hipéfise-adrenal, persistindo entéo as alteracfes na vida adulta.

No presente estudo, o tratamento de ratas prenhes com betametasona reduziu o ganho
de massa corpora durante a prenhez, bem como diminuiu a massa corpora e a distancia
anogenital da prole masculina ao nascer, déficit este que foi revertido no desmame.
Resultados similares foram mostrados por Holson et al. (1995) e Welberg et al. (2001), onde
ratas foram expostas a dexametasona no Ultimo terco da prenhez; entretanto, quando este
tratamento foi restrito aos dois Ultimos dias da prenhez (NYRENDA et al., 2001) ou com
hidrocortisona no periodo critico de diferenciacdo sexual do hipotdlamo (PIFFER &
PEREIRA, 2004; PEREIRA & PIFFER, 2005) nenhuma alteracdo no ganho de massa
corporal materno ou na prole ao nascer foi observada. Na prética médica humana, apesar dos
beneficios para os neonatos, a administragdo de corticosterdides no final da gestagdo também
esta associada com a diminuicdo do peso corporal (BLOOM, et a., 2001), reducdo da
circunferéncia da cabeca do recém-nascido e ao aumento de infecgbes neonatais (WALFISH,
et a., 2001; THORP, et a., 2002). Sabe-se que a testosterona determina diferencas sexuais
em animais em varios parametros, incluindo a disténcia anogenital (CLARK et a., 1990).
Neste sentido, a distancia anogenital ao nascer € um preditor da diferenciagdo sexual. Assim,
areducdo na distancia anogenital, observada no presente estudo, esta relacionada a uma agéo
ou liberagdo inadequada de testosterona, podendo ser um precoce indicador de
comprometimento na atividade sexua na vida adulta (KESHET & WEINSTOCK, 1995).
Ent&o, os dados do presente estudo com betametasona e de outros estudos com hidrocortisona
(DAHLOF et a., 1978) ou dexametasona (HOLSON et a., 1995) demonstraram
demasculinizagdo da prole masculina, evidenciado pelo encurtamento da disténcia anogenital
ao nascer. Por outro lado, a exposi¢cdo pré-natal a betametasona ndo alterou os parametros

avaliados na ninhada ao nascer ou seu desenvolvimento fisico até a puberdade, exceto pelo



atraso da descida testicular. Modelos animais tém demonstrado que corticosterGides
administrados durante a prenhez ou produzidos por suas glandulas adrenais durante 0 estresse,
atravessam a circulacéo fetal, deprimindo desse modo, a funcéo gonadotréfica da hipéfise
(DAHLOF et al., 1978), resultando em diminui¢cdo nos niveis de LH e testosterona em fetos
machos (WARD & WEISZ, 1980 e 1984), o que pode ter causado o atraso da descida
testicular. Assim, o tratamento com betametasona no periodo pré-natal, na dose utilizada, ndo
demonstrou sinais de toxicidade, entretanto, estes resultados favoraveis ndo isentam a droga
de subseqientes agdes prejudiciais.

A exposicdo pré-natal a betametasona ndo aterou na vida adulta o peso Umido do
epididimo, ducto deferente, vesicula seminal, prostata e glandula adrenal, em relagdo ou
grupo Controle. No entanto, reducfes nos pesos da secrecdo vesicular, testiculo e nas
concentragdes de testosterona e corticosterona foram observadas no grupo Betametasona.
Reducdo no peso testicular foi também observada em ratos adultos expostos prenatal mente a
hidrocortisona (DAHLOF et a., 1978; PEREIRA & PIFFER, 2005). Ratos expostos a niveis
aumentados de glicocorticoides in utero (14°-19° dias de gestacdo com dexametasona)
apresentaram alteracfes nos eixos hipotélamo-hipdéfise-adrenal e hipotal amo-hipodfise-gbnada
na puberdade e na vida adulta, mas em alterar o peso do testiculo. Nestes ratos imaturos
houve redugdes na corticosterona e testosterona séricas, e na vida adulta estes hormdnios
estavam aumentados (PAGE et al., 2001). Estes resultados estdo em desacordo com o
presente estudo, onde ambos 0s niveis hormonais (corticosterona e testosterona) estavam
reduzidos na vida adulta.

A manipulacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal pela acéo do estresse ou pela
administracdo de hormonios esteroidais, durante o Ultimo terco da gestacéo, pode influenciar
no processo de diferenciacdo sexual do cérebro ocasionando efeitos tardios na fisiologia

reprodutiva de ratos machos (WARD, 1972; ANDERSON, et a., 1986; PEREIRA et a,



2003a; PEREIRA & PIFFER, 2005) e fémeas (HERRENKOHL, 1979; POLITCH &
HERRENKOHL, 1984; PIFFER & PEREIRA, 2004). Estas ateracOes reprodutivas sdo
decorrentes de mudangas hormonais na prenhez e/ou no feto, como uma conseqiéncia de
nivels alterados de corticosterona. De forma similar, 0 estresse pré-natal também influencia a
troca de horménios gonadal e adrena entre a mée o feto ou o balanco destes hormbnios no
feto durante o periodo critico de diferenciagdo hipotaldmica, produzindo desta maneira
disfungdes reprodutivas na vida adulta (HERRENKOHL, 1979).

No presente estudo, uma reducdo em torno de 50% no nivel de testosterona foi
observada em ratos adultos expostos prenatalmente a betametasona. Este resultado corrobora
com dados de ratos estressados prenatalmente (KINSLEY et al., 1992; GERARDIN et al.,
2005) bem como de ratos expostos a hidrocortisona nos periodos pré-natal (PEREIRA et a,
2003a; PEREIRA & PIFFER, 2005) e perinata (PEREIRA et a., 2003c). Assm, os
resultados do presente estudo reforcam o conceito de que a exposicdo pré-nata aos
corticosteroides pode influenciar o processo de diferenciacdo sexual do cérebro e induzir
efeitos tardios em varios aspectos reprodutivos.

Administracdo cronica de dexametasona na agua de ratas prenhes (15°-21° dias de
gestacdo) também reduziu a concentragdo de testosterona nos fetos e aboliu os picos pré-natal
e pos-natal de testosterona, sugerindo que o efeito inibitério dos glicocorticoides exdgenos na
secrecdo de testosterona poderia ser mediado, nos fetos e nos recém nascidos, a0 menos
parcialmente pela supressdo na secrecdo hipotaldmica e hipofisaria de hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e horménio luteinizante (LH), respectivamente (LALAU et a., 1990).
Por outro lado, na vida adulta, o rapido aumento de glicocorticoides durante o estresse pode
reduzir a testosterona sem suprimir LH (ORR et al., 1994) e a administracdo aguda de
corticosterona também reduz a concentragcdo de testosterona sem alterar o niUmero ou a

afinidade do receptor e LH no testiculo, indicando que a corticosterona pode atuar no testiculo



e suprimir agudamente a biossintese de testosterona por inibi¢cdo da enzima 17-hidroxilase
(VOGELSONG & CHATTERTON, 1995). Por outro lado, estudos tém demonstrado gque os
glicocorticdides inibem diretamente a producdo de testosterona por induzir apoptose das
células de Leydig, reduzindo o nimero destas células por testiculo (GAO et a,, 1995 e 2002).
Assim, os efeitos inibitérios do estresse na funcdo reprodutiva masculina tém sido
demonstrados, os quais séo parcialmente mediados por agdes diretas dos glicocorticdides nas
células de Leydig do testiculo (HARDY et a., 2005). Entdo, uma recente revisao reportou os
rapidos mecanismos do glicocorticéide na regulacdo da producéo de testosterona nas células
de Leydig (HU et a., 2008). Os autores evidenciaram que a rpida resposta dos
glicocorticdides ndo estd associada com a via cléssica receptor glicocorticoide, mas via

receptor de membrana plasmética ou pré-receptor.

No presente estudo, 80% dos ratos adultos tratados prenatalmente com betametasona
foram capazes de acasalar com fémeas controles. No entanto, estas fémeas exibiram reducdo
no nimero de fetos vivos e aumento no nimero de sitios de reabsorcdo fetal. Como
consequéncia disto, foram observadas taxas reduzidas de implantacéo e viabilidade fetal, bem
como aumento da taxa de perda pés-implantacéo. Como foram encontrados espermatozoides
no esfregaco vaginal, estes resultados sugerem que 0s prejuizos observados na fertilidade
podem estar relacionados com ateragdes nos espermatozdides, ja que diminuicdo na
qualidade seminal tem sido associada com fertilidade diminuida (OVERSTREET & KATZ,
1987). De fato, ateragbes nas andises seminais foram observadas, incluindo redugdes na
concentracdo espermatica, vitalidade, motilidade e morfologia normal dos espermatozoides
obtidos do ducto deferente. Além disto, os ratos do grupo Betametasona apresentaram
reducdes no nimero de espermétides testiculares e espermatozdides epididimais, na producéo

diaria de espermatozdides, bem como no tempo de trénsito através da cabeca-corpo do



epididimo. Provavelmente, estas alteracOes nos parametros seminais levaram a subfertilidade
dos ratos expostos prenatalmente a betametasona, ja que o nimero de espermaétides presentes
no testiculo e a producdo diaria espermética sdo indicadores importantes da fertilidade
masculina. Além disso, ateragdes no tempo de transito através do epididimo tém uma
importante funcdo na maturagdo dos espermatozéides. Assim, tais ateracdes, ou acelerando
ou retardando o tempo de trénsito, parametros seminais como a quantidade e a motilidade dos
gametas também sdo alteradas (FERNANDEZ et al., 2007). Portanto, o tratamento pré-natal
com betametasona, um glicocorticbide sintético, ocasionou efeitos tdxicos na
espermatogénese, uma vez gque as contagens espermaticas sdo usuamente consideradas
indicadores para detectar quantitativamente os efeitos adversos na espermatogénese (BAN et
al., 1995). Em adicdo, parametros espermaticos incluindo motilidade e morfologia podem
também fornecer informagdes da potencial toxicidade reprodutiva (SEED et al., 1996).
Sabe-se que a fertilidade ndo é um ponto sensivel em roedores. Enquanto ha um
excesso de espermatozdides em roedores necessarios para a fertilidade basal, em humanos a
producdo espermatica é bem menos robusta. Neste sentido, o potencial impacto de um agente
afetar a reproduc@o masculina € provavelmente maior para humanos que para animais, ja que
em ratos uma reducdo de 50 ou 90% no nuimero de espermatozodides férteis durante o
acasdlamento ndo diminuem a fertilidade (AMANN, 1986). Mesmo assim, no presente
estudo, o modelo experimental usando betametasona foi capaz de induzir alteragOes
prejudiciais nos parametros espermaticos e conseguentemente na fertilidade dos ratos.
Considerando que para um agente alterar a func@o reprodutiva a correlacdo € maior para
humanos que para animais, pode ser especulado que este tratamento podera apresentar um
efeito potencialmente deletério em humanos. Além disso, um comprometimento na
producéo/acdo de androgenos pelos testiculos fetais € um mecanismo pelo qual podera

ocasionar reducdo na contagem espermatica na vida adulta (SHARP, 2006). Em adi¢éo, a



administragdo de corticosterona em ratos adultos diminuiu a fertilidade sem dterar a
motilidade e a contagem espermética ou a andlise microscopica dos testiculos. As ateracdes
na fertilidade foram revertidas apds cessar a administracéo de corticosterona (LERMAN at
a., 1997). Entretanto, no presente estudo, a exposicdo pré-natal a betametasona alterou

permanentemente afertilidade destes animais.

Em relacdo a0 comportamento sexual, no presente estudo, 80% dos ratos expostos
prenatalmente a betametasona apresentaram comportamento sexual masculino, porém foi
observado um atraso na laténcia para primeira intromissdo, bem como uma reducdo no
numero de intromissdes pos-gaculagdo, no nimero total de intromissdes e gjaculaces. Estas
alteracOes ndo estéo relacionadas a reducdo no nivel de testosterona, uma vez que a reposi cao
hormonal foi feita antes da avaliacdo do comportamento sexual. Apés o tratamento com
benzoato de estradiol, 50% dos ratos expostos a betametasona no periodo pré-natal
apresentaram lordose e aceitaram a monta de outro macho. Estes resultados sugerem uma
incompleta masculinizacéo e defeminizacdo do comportamento sexual. Assim, no sistema
nervoso central dos ratos expostos prenatalmente a betametasona pode ter restado receptores
de estrégeno que foram ativados pelo benzoato de estradiol na vida adulta. Estudo prévio em
nosso |aboratério também demonstrou que a exposi¢do pré-natal a hidrocortisonalevou auma
incompleta defeminizacdo do hipotalamo, provavel mente pela interferéncia de atos niveis de
corticosterdides durante a vida perinatal pela supressdo ou atraso no pico de testosterona
(PEREIRA et al., 2003a). AlteracBes no apetite e no desempenho sexua também foram
observados em ratos adultos estressados no periodo pré-nata (GERARDIN et al., 2005),
enquanto uma Unica dose de testosterona ao nascer foi capaz de prevenir algumas das
alteracbes observadas (PEREIRA et a., 2006). Assim, 0 estresse pré-natal feminiza e

demasculiniza o comportamento sexual de macho (WARD 1972). Em estudo comparativo,



Holson et a. (1995) demonstraram que a administracdo pré-nata de dexametasona
demasculiniza e feminiza 0 comportamento sexual de ratos, duplicando os efeitos do estresse
pré-natal. Por outro lado, em prairie voles, a corticosterona € capaz de masculinizar sem
defeminizar o comportamento sexual (ROBERTS et a., 1997). Entéo, isto reforca a hipotese
gue a masculinizacdo e defeminizac8o sdo processos neuronais separados. (KUDWA et al.,

2006).

Por outro lado, o padrdo de preferéncia sexua de ratos é programada neonatal mente,
presumidamente pelo estradiol derivado da testosterona enddgena. A falta do estrégeno
neonatal causa machos menos masculinizados e menos defeminizados (BRAND et al., 1991).
Neste sentido, o receptor de estrégeno o esté primariamente envolvido na masculinizacéo,
enquanto o receptor de estrégeno B tem uma maior funcdo na defeminizacdo do
comportamento sexual (KUDWA et d., 2006).

No presente estudo, ratos ingénuos do grupo Betametasona ndo demonstraram algum
padréo de preferéncia sexua em termos do numero total de visitas as zonas do macho ou da
fémea. Entretanto, estes animais permaneceram menos tempo e menor duracdo de cada visita
na zona da fémea que o grupo Controle. Por outro lado, estes machos ndo permaneceram mais
tempo na zona do macho. Desta forma, a exposicdo pré-natal a betametasona levou a um
menor escore de preferéncia sexual que seus controles, mas ndo foi um escore negativo. Estes
resultados sugerem que ratos adultos expostos prenatal mente a betametasona preferem menos
a fémea receptiva quando comparados ao grupo Controle, porém eles ndo preferem mais ao
macho sexualmente experiente. Por outro lado, ratos ingénuos do grupo Controle
demonstraram significante preferéncia pela fémea receptiva, enquanto os ratos tratados com
betametasona nd&o demonstraram preferéncia pela fémea receptiva ou pelo macho sexual mente

experiente. Estudos tém sugerido também que machos sexuamente inexperientes ndo



demonstram maior preferéncia por uma fémea em estro que por outro estimulo animal, e que
a experiéncia sexua é um pré-requisito para preferéncia pelafémea (VEGA MATUSZYK &
LARSON, 1994 e 1997; WANG et d., 2006). Outros estudos tém encontrado que machos
sexual mente inexperientes podem preferir afémea (VEGA MATUSZYK & LARSON, 1995;
MEEK et al., 2006). Assm como no presente estudo, camundongos adultos estressados
prenatalmente demonstraram um deslocamento no padréo de preferéncia sexual das fémeas
receptivas para 0 macho sexualmente ativo (MEEK et al., 2006). Assim, o estresse pré-natal
resulta em demasculinizac&o da motivagéo sexual em ratos, mas ndo defeminizacdo (WANG
et al., 2006).

Portanto, o desenvolvimento normal do dimorfismo sexua e da atividade sexual
dependem de niveis apropriados de testosterona, receptores de estrogeno no cérebro e da
atividade da aromatase em areas criticas do cérebro nos dias 18 e 19 da gestagdo (McEWEN
et al., 1977). Estudos tém demonstrado que o estresse pré-natal (WARD & WEISZ, 1984;
GERARDIN et a., 2005) ou a administracdo pré-natal de dexametasona (LALAU et a.,
1990) reduziram as concentracfes de testosterona nos fetos machos e aboliu os picos pré- e
pos-natal de testosterona. Outros estudos demonstraram diminui¢do na atividade da aromatase
na area pré-optica do cérebro de machos estressados prenatalmente (REZNIKQV et al., 1999)
ou expostos prenatalmente a um glicocorticéide (REZNIKOV et al., 2004).

No presente estudo, o tratamento com betametasona pode ter induzido a uma
diminuicdo nos niveis endégenos de testosterona dos filhotes machos, tdo importante para a
diferenciacéo sexual do cérebro. Como uma consequéncia, este tratamento pré-natal pode ter
comprometido o eixo hipotdamo-hipdfise, reduzindo a producéo de testosterona na vida
adulta. Em roedores, a &ea pré-oOptica do cérebro estd associada com a regulacéo
neuroendécrina do comportamento sexual masculino. Assim, uma menor formagdo de

estradiol nesta regid no inicio da vida pos-nata poderia ser considerada como um



mecanismo responsavel pela demasculinizagdo e feminizagdo do comportamento sexual em
ratos adultos estressados prenatal mente e tratados in utero com glicocorticoides (REZNIKOV
et a 2004). Uma falta de estr6geno neonatal leva a machos menos masculinizados, tanto no
padréo de preferéncia sexual quanto no comportamento ejaculatorio, e menos defeminizado
no comportamento de lordose, quando expostos prenatalmente a um inibidor da aromatase
(BRAND et al., 1991). Tratamento pré-natal com antiestrégeno também interfere no padréo
de preferéncia sexual e no comportamento sexual masculino e feminino, sugerindo que o
estrégeno pré-natal esta envolvido nos processos de masculinizagdo e defeminizagdo em ratos

(VEGA MATUSZYK & LARSON, 1995).

Sabe-se que os hormdnios da reproducdo sdo de fundamental importéncia para o
desenvolvimento, para a manutencao do padréo de respostas e pela plasticidade dos receptores
autondmicos da muscul atura lisa genital acessoria, essencial para a erecéo e gjaculacdo. Neste
sentido, observamos, desde os trabal hos pioneiros de Wilcke (1937) que mudancgas nos niveis
de hormdnios da reproducéo resultam em alteragbes na excitabilidade e contratilidade da
musculatura lisa genital acessoria masculina. NoO presente estudo, a exposicdo pré-natal a
betametasona, apesar de ter induzido redugdo na concentracdo plasmatica de testosterona na
vida adulta, ndo foram observadas ateracBes na contratilidade da vesicula semina e ducto
deferente. Portanto, a reducéo da fertilidade observada nos animais do grupo Betametasona
provavel mente tenha sido ocasionada pela diminuicéo da qualidade e quantidade espermética,
umavez que ndo houve ateragdes na resposta contrétil da vesicula semina e ducto deferente,
as drogas autonémicas, importantes no processo gjaculatorio. Contrariamente, varios autores
observaram 0 aparecimento de contracbes esponténeas e ritmicas e/ou aumento de
sensibilidade, a vérias drogas, tanto no ducto deferente quanto na vesicula seminal isolados de

ratos apos depressdo androgénica (PICARELLI & VALLE, 1969; ABREU et al., 1980;



PORTO et al., 1981; PEREIRA et a., 1991) e tratamento perinatal (PEREIRA et al., 2003c)
ou prénata (PEREIRA & PIFFER, 2005) com hidrocortisona. Desta forma, nivels
plasmaticos fisioldgicos de androgénios sdo realmente importantes para o desenvolvimento
dos 6rgéos acessorios da reproducdo bem como para a manutencdo do padréo de respostas da
musculatura lisa genital acessoria masculina (PEREIRA et al., 1998), participando assim da

manutencdo da homeostase.

No presente estudo, a expressdo génica relativa do receptor de andrégeno (AR) na
prostata de ratos do grupo Betametasona foi significativamente maior que no grupo Controle,
enquanto no testiculo nd houve aumento significativo. Provavelmente, este aumento da
expressao génica na prostata tenha sido compensatorio, uma vez que ndo houve alteracéo no
peso umido deste 6rgdo, mesmo com reducdo na concentragdo plasmética de testosterona.
Assim, infere-se que 0 aumento na expressdo de AR associado a outros fatores, incluindo-se
os de transcricao, foi suficiente para garantir um desenvolvimento normal da préstata, mesmo
com reducdo nos niveis de testosterona plasmética. Ja no testiculo, observou-se um aumento
aparente da expressao destes receptores; entretanto a comparacéo com o grupo controle falhou
em mostrar uma diferenca estatisticamente significante. Portanto, a intensidade de expresséo
desses receptores ndo foi suficiente para garantir o desenvolvimento do 6rgéo, umavez que a
testosterona encontrava-se reduzida, nestes animais. Estes resultados estdo de acordo com
aqueles que mostraram em modelo de privacdo androgénica, em que as células de Leydig
foram destruidas, um aumento dos ARS na prostata sem alterar essa expressao no testiculo.
Este resultado indica que a expresséo de mRNA do AR na préstata ventral e no epididimo é
diferencialmente regulada pela testosterona quando comparado a regulagdo no testiculo

(BLOK et al., 1992). Outro estudo de privacéo androgénica, utilizando agora ratos castrados,



também observou um aumento nos niveis de MRNA do AR na préstata, indicando que os

androgenos realmente regulam a transcricdo de AR na préostata (KUMAR et al., 2002).

Estudos epidemiologicos em humanos tém demonstrado também que o baixo peso
corporal a0 nascer estd associado com ata incidéncia na vida adulta de doengas
cardiovasculares, hipertensdo, hiperglicemia e diabetes tipo2. Neste sentido, Lindsay et al
(1996) demonstraram que a administragdo de carbenoxolona, um inibidor da enzima
placentéria 118-HSD-2, em ratas prenhes, levou a uma reducdo no peso corporal dos filhotes
a0 nascer e predispds a hiperglicemia na vida adulta. Foi demonstrado também que a
exposicao pré-natal ao glicocorticoide sintético dexametasona, em ratos, induz hiperglicemia
permanente na prole adulta, associada com hiperinsulinemia, elevacdo na expressdo hepatica
de mRNA do receptor de glicocorticdide, ativagdo da enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase
(PEPCK), enzima chave da gliconeogénese, aém de aumento na expressao hepética desta
enzima (NYIRENDA et al., 1998). Porém, no presente estudo a exposicao pré-natal a
betametasona ndo alterou a concentracdo de glicose sanguinea dos animais em jejum, nem
apos a sobrecarga de glicose. Niveis aumentados de glicose foram observados 60 minutos
apos a sobrecarga de glicose, porém apds 120 minutos, estes niveis estavam normais em
relacdo ao grupo Controle. Estes dados ndo corroboram com os de Piffer et al. (2005), cuja
hiperglicemia observada em ratos expostos prenatal mente a hidrocortisona (17° - 19° dias de
prenhez), provavelmente ndo tenha resultado de uma atividade anormal do eixo hipotéamo-
hipéfise-adrenal na vida adulta, mas da exposicdo ao corticosterdide no fina da gestagéo,
periodo critico na “programacdo” génica da hiperglicemia. Assim, os glicocorticoides
programam a hiperglicemia por atuarem diretamente no feto ou no neonato, € ndo por
alteragdes do comportamento materno durante a lactacdo ou por atividade anormal do eixo

hipotalamo-hipdfise-adrenal em resposta ao estresse (NYIRENDA et al., 2001). Porém, esta



programacao da hiperglicemia ocorre somente quando os glicocorticdides sdo administrados
durante a Ultima semana da prenhez, e ndo em estdgios iniciais da prenhez ou apds o
nascimento (NYIRENDA et al., 1998), corroborando com a origem fetal da doenca. Desta
forma, no presente estudo o periodo de exposicéo a betametasona provavelmente ndo tenha

alterado a “programacao” génica da hiperglicemia.

Assim, os resultados do presente estudo reforcam o conceito de que a exposicdo pré-
natal aos corticosterdides pode influenciar o processo de diferenciacéo sexual do cérebro e

induzir efeitos tardios em vérios aspectos reprodutivos, em ratos.



CONCLUSOES

> A concentracdo plasmatica de corticosterona apresentou-se reduzida nos filhotes ao

nascer e navida adulta, sugerindo comprometimento do eixo hipotélamo-hipofise-adrenal.

> Apesar de a exposicdo prénata a betametasona ndo ter interferido no
desenvolvimento fisico da prole, houve reducdo na distancia anogenital ao nascer e atraso na
idade da descida testicular, provavelmente como conseqiéncia de uma incompleta

masculiniza¢&o do hipotalamo.

> A reducdo na fertilidade observada nos ratos expostos prenatalmente a betametasona
provavelmente tenha sido ocasionada pela diminuicdo na testosterona plasmética, bem como
na qualidade e quantidade espermética, uma vez que ndo houve alteracdo na resposta contrétil
da vesicula seminal e ducto deferente, as drogas autondmicas, importantes no processo

gjaculatorio.

> O tratamento pré-natal com betametasona pode ter induzido a uma diminui¢&o no pico
de testosterona durante o periodo critico de diferenciagdo sexual do cérebro. Assim, as
alteragdes observadas no comportamento sexual e na preferéncia sexual sugerem uma

incompleta masculinizac&o e defeminizacdo do hipotalamo.

> O aumento da expressdo génica do receptor de androgeno na pristata sugere uma
resposta compensatoria, uma vez que ndo houve alteragdo no peso Umido deste 6rgdo, mesmo

com reducdo na concentracdo plasmatica de testosterona.



Portanto, a terapia pré-natal com betametasona apesar de aparentemente ndo ter
interferido no desenvolvimento dos descendentes até a idade adulta, levou a efeitos

indesgjaveis em varios aspectos reprodutivos, em ratos.

Com base nestas observagdes, os resultados do presente estudo mostraram a
importancia de se controlar 0 uso de corticosterdides no periodo pré-natal. Apesar da
evidéncia de efeitos benéficos para 0 neonato, com esta terapia, os efeitos tardios da
exposicdo pré-natal a betametasona podem ser prejudiciais. Assim, o tratamento com
betametasona, através do nivel aumentado de corticosterdides materno pode ter induzido uma
diminuicdo nos niveis enddgenos de testosterona dos filhotes machos, de suma importancia
para a diferenciagdo sexual do cérebro, levando a uma incompleta masculinizagdo e
defeminizacdo do hipotadlamo. Como conseqliéncia, este tratamento pré-natal comprometeu o
eixo hipotdlamo-hipdfise, reduzindo a producéo de testosterona e corticosterona na vida
adulta, prejudicando os parametros seminais, a capacidade de gerar descendentes vivos, o
comportamento e a preferéncia sexual, bem como a expressdo génica do receptor de

andrégeno na préstata destes animais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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