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Diabetes mellitus é uma sindrome clinica heterogénea caracterizada por alteracfes enddcrinas
e metabdlicas, prejudicando a homeostasia do organismo. Em um quadro de diabete materna, a
quantidade exagerada de glicose na circulacdo sanguinea da méde ocasiona efeitos deletérios na
formacgdo e no desenvolvimento da placenta, acarretando prejuizo no crescimento e oxigenagdo fetal
(TARICCO et al., 2003). Estudos tém demonstrado que distlrbios no meio intra-uterino durante a
gestacdo, tal como ocorre no diabete, estdo relacionados ao aparecimento de desordens metabdlicas na
prole durante a vida adulta, sugerindo que no desenvolvimento embrionario ocorra uma programacao
fetal de possiveis doencas a se desenvolver na vida adulta (ZAMBRANO et al., 2005;
NATHANIELSZ; THORNBURG, 2003; BOLOKER et al., 2002; VAN ASSCHE et al., 2001).
Entretanto, poucos estudos tém investigado a influéncia da programacdo fetal in utero sobre o
desenvolvimento e funcéo do aparelho reprodutor masculino. Diante disso, o objetivo desse estudo foi
avaliar os possiveis efeitos tardios sobre o sistema reprodutor masculino, em ratos nascidos de mées
em que se induziu diabete quimicamente antes do acasalamento.

Para tanto, 83 ratas Wistar (90 dias), com aproximadamente 220g, foram divididas em dois
grupos experimentais. A estreptozotocina foi a droga escolhida para inducéo do diabete nas ratas do
grupo diabetogénico, administrada via intravenosa (i.v.), na dose Unica de 40 mg/kg. Foram incluidas
no estudo ratas que apresentaram glicemia > 200 mg/dl (n=59), uma semana apés a inducéo,
caracterizando diabete grave. As ratas do grupo controle (n=24) receberam solucéo fisiol6gica a 0,9%
(i.v.). As fémeas de ambos os grupos foram acomodadas na presenca de ratos machos durante o
periodo da noite (duas ratas por macho). Nas manhds subsequentes, as ratas foram submetidas a coleta
de esfregacgos vaginais e a presenca de cabecas de espermatozoides foi utilizada como indicativo de
prenhez. Durante o periodo de prenhez, as fémeas foram observadas quanto ao comportamento,
ingestdo hidrica e consumo de racdo, além de serem monitoradas quanto a glicemia e ganho de peso.
A partir do 20° dia de prenhez, as ratas foram observadas quanto ao nascimento dos filhotes. Ap6s o
nascimento, o nimero de filhotes por ninhada foi reduzido para oito, procurando-se sempre manter 0s
filhotes do sexo masculino. Ninhadas com numero de filhotes inferior a oito tiveram seus filhotes
remanejados para outras ninhadas do mesmo grupo experimental, de tal forma que o nimero de
filhotes amamentados por cada rata fosse de no minimo seis e, no méaximo, oito.

Quando os filhotes das ratas dos dois grupos experimentais completaram 90 dias de idade
(maturidade sexual), foram submetidos a anestesia com éter etilico e mortos por decapitacéo,
procedendo-se a coleta de sangue para posterior dosagem de testosterona plasmatica. Os testiculos e
epididimos direitos foram retirados e congelados a — 4°C para posterior contagem das células
germinativas. Para obtencdo do calculo da producdo diéaria de espermatozoides no testiculo (PDE), a
concentracao de espermatozoides por testiculo foi dividida por 6,1, que é o nimero de dias em que as
espermatides maduras estdo presentes no epitélio seminifero. O célculo do tempo de transito
espermético nas regiGes do epididimo, que expressa 0 nimero de dias necessarios para que 0S
espermatozoides atravessem as porcdes epididimarias, foi obtido através da divisdo do numero de
espermatozoides presentes em cada regido do epididimo pela PDE. Os testiculos e epididimos
esquerdos desses mesmos animais foram removidos e submetidos a processamento de rotina para
inclusdo em Paraplast. Este material foi seccionado a 7um e corado com hematoxilina e eosina, para
posterior avaliacdo da espermatogénese. Os resultados obtidos estdo expressos em média + EPM e
foram comparados estatisticamente, de forma que as diferencas foram consideradas significativas
guando p<0,05.

O processo espermatogénico obedece, dentro dos tibulos seminiferos, a um rigido padréo, em
que as diferentes associagdes celulares, que sdo definidas pelos estagios de desenvolvimento das



espermatides, se sucedem no tempo e no espaco. Esse ciclo do epitélio seminifero pode ser
subdividido em 14 estagios, adotando como critério a observacao do desenvolvimento e evolugdo do
sistema acrossomico das espermatides. Em nosso estudo, avaliamos a propor¢do dos estagios da
espermatogénese nos tdbulos seminiferos, baseados na classificacdo proposta por Ferreira et al.
(1967), que subdivide os 14 estagios da espermatogénese em 4 grupos: estagio | ao VI, estagios VIl e
VI, estagio 1X ao XIII e estagio XIV. Esta divisdo é baseada no nimero de geragdes de espermatides,
presenca de espermatides maduras na borda do lumen ou presenga de espermatocito secundario. A
analise das proporcdes de cada estagio revelou que ndo houve diferenca significativa entre grupos
experimentais em relacdo a dindmica do processo espermatogénico nos tubulos seminiferos (Tabela
1).

Em relacdo aos pardmetros espermaticos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos quanto ao nimero de espermatozoides no testiculo (Figura 1) e producdo diaria de
espermatozoides (Figura 2). Ambos os parametros sdo considerados importantes indicativos do
potencial de fertilidade masculina. Quanto ao nimero de espermatozéides na regido da cabeca-corpo
do epididimo, também ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais
(Figura 3). Entretanto, a analise do nimero de espermatozoides na regido da cauda do epididimo
revelou um significativo prejuizo das reservas epididimarias na cauda dos ratos filhos de fémeas
diabéticas, quando comparados aos machos filhos das ratas normoglicémicas (Figura 4). O tempo de
transito espermatico na regido da cabeca-corpo do epididimo ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos (Figura 5). No entanto, na regido da cauda do epididimo, foi observada uma reducgéo
estatisticamente significativa no tempo (em dias) do transito espermatico dos machos filhos de ratas
hiperglicémicas, quando comparados aos filhos de ratas normoglicémicas (Figura 5). Essa aceleracdo
do tempo de transito dos espermatozéides pela cauda do epididimo pode revelar um prejuizo na
maturacdo dos espermatozoides e na sua capacidade de fertilizacdo. Quanto aos niveis de testosterona
plasmatica, as dosagens mostraram-se semelhantes entre 0s grupos experimentais (Figura 6).

Tabela 1. Efeito do meio intra-uterino hiperglicémico no processo da espermatogénese de ratos
adultos (90 dias de idade) estimado pela freqiiéncia relativa dos estagios I-VI, VII-VIII, IX-XI1I1 e XIV
do ciclo do epitélio seminifero. Dados expressos em média + EPM. Teste t de Student.

I-VI VII-VIII IX-XI111 XV
Grupo 1 (n=4) 41,75+0,75 28,75+149 24,75+048 4,75+0,85
Grupo 2 (n=4) 39,75+£1,32 31,00+1,15 245+1/44 4,75 +0,48
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Figura 1- Ndmero de espermatides maduras no testiculo. Dados expressos em média + EPM.
Teste t de Student. Grupo 1 (n=6): prole de ratas normoglicémicas; Grupo 2 (n=6): prole de
ratas diabéticas.
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Figura 2- Producdo diaria de espermatozéides no testiculo. Valores expressos em média + EPM.
Teste t de Student. Grupo 1 (n=6): prole de ratas normoglicémicas; Grupo 2 (n=6): prole de ratas
diabéticas.
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Figura 3- Nimero de espermatozoides na cabega-corpo do epididimo. Valores expressos em
média + EPM. Teste de Mann Whitney. Grupo 1 (n=6): prole de ratas normoglicémicas; Grupo
2 (n=6): prole de ratas diabéticas.
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Figura 4- Numero de espermatozoides na cauda do epididimo. Valores expressos em média + EPM
**p<0,01. Teste de Mann Whitney. Grupo 1 (n=6): prole de ratas normoglicémicas; Grupo 2 (n=6):
prole de ratas diabéticas.
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Figura 5- Tempo de transito espermético. Valores expressos em média + EPM *p<0,05. Teste de
Mann Whitney. Grupo 1 n=(6): prole de ratas normoglicémicas; Grupo 2 (n=6): prole de ratas
diabéticas.
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Figura 6: ConcentracOes plasmaticas de testosterona total aos 90 dias. Grupo 1 (n=11): prole de
ratas normoglicémicas; Grupo 2 (n=8): prole de ratas hiperglicémicas.

Este estudo mostrou que a exposicdo de ratos a um meio intra-uterino hiperglicémico acarreta
efeitos sobre os parametros reprodutivos observados na prole masculina adulta, em especial sobre as
reservas espermaticas epididimarias e tempo de transito espermatico.
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