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Resumao

Este estudo teve como objetivo analisar os efeitos da manipulagio neonatal
na fertilidade de ratos machos adultos. Os filhotes foram separados de
suas mies e submetidos a estimulos ticteis do primeiro a0 décimo quarto
dia de vida pds-natal: o nimero de espermitides madums e a produgio
didiria de espermatozdides foram calculados em homogeneizados dos
testiculos e das caudas dos epididimos. Os ratos adultos submetidos 2
manipulacio neonatal foram acasalados com fémeas normais para observar
sua capacidade de fertilizagio. Os resultados mostramm que a manipulacio
neonatal diminuiu o peso do epididimo e reduziu a produgio diiria de
espermatozdide e o nimero de espermitides madurms. Apesar destes efeitos
deletérios no reprodutor masculing, os animais manipulados nio reduziram
sua capacidade de fertilizaciio, visto que o ndmero de descendentes obtidos
do acasalamento de machos manipulados com fémeas nomnais nio foi
redurido quando comparado aos animais controles.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of neonatal handling on
fertility of adult male mts. The pups were separated from their mothers and
submitted to 1 min of tactile stimulation from the 1st to the 14th day after
delivery: number of mature spermmatids, the daily spemrn production were
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estimated in homogenates from testes and caud epididymis. The adult rats
submitted to neomatal handling were mated with nomal female to observe
their fertilizing capacity. Results showed that neonatal handling decreased
epididymis weight and reduced the daily sperm production and the number
of mature spemmatids. Despite this deleterious effects on male reproduction,
the animals handled did not reduce their fertility capacity, since the number
of offspring obtained from the mating of handled mts with normal female
was not reduced when compared to the control animals.

Key words: Stress, neonatal handling, fertility.

INTRODUCAO

Muitas formas de eswresse podem aferar a fertilidade
masculina e a reproducio.

A literatura mostra que em ratos adultos ocorre um déficit
na performance sexual em resposta a estimulos estressores
aplicados durante as duas primeiras semanas de vida“™. Neste
periodo, em mamiferos, a mie € a fonte nutricional do recém-
nascido (RN), no entanto, a relacio RN-mae vai além das
necessidades nutricionais. A mide ¢ quem estimula o
desenvolvimento pds-natal proporcionando um ambiente que
influenciard nas respostas metabdlicas durante toda a vida,
tanto nos animais como em seres humanos®®.

Modelos experimentais com medores demonstram que
a exposicio ao estresse durante o periodo neonatal ou logo
apods o desmame (21 dias) podem alterar permanentemente o
SiStema nervoso assim como as reacoes comporamentais no
rato adulto®™, Dessa forma, a privacio da mie pode ser um
fator estressante durante o inicio da vida.

Diferentes modelos experimentais sio propostos para
anilise dos efeitos do estresse neonatal em roedores:
manipulagio neonatal™”; separacio materna de curta ou longa
duracao™*'?,
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Os efeitos da manipulacio neonatal se manifestam tanto
em animais do sexo masculino quanto feminino, embora
apresentem maior magnitude nas ratas"®. De acordo com os
autores, ocorrem lesoes cerebrais decorrentes do estresse no
periodo neonatal, que causam um desbalanco na liberacao de
horménios sexuais, repercutindo diretamente sobre o seu
interesse sexual e a capacidade de procriaciao. Em trabalhos
preliminares, Lucion et al"® observou que os machos quase
nio perseguem as fémeas na época da ovulacio, montam
menos nas parceiras, ejaculam pouco e a sua producio de
espermatozéide se reduz. Raineki” mostrou que ratas
manipuladas no periodo neonatal apresentam uma menor
concentracdo plasmidtica de estradiol no proestro, o que
provavelmente estaria interferindo no mecanismo de
retroalimentacio positivo do estradiol sobre os neurdnios
GnRH.

Nas duas primeiras semanas de vida pds-natal, os niveis
basais de CRF (fator liberador de corticotrofina) no hipotdlamo,
do homénio adrenocorticordfico (ACTH) e da concentracio
plasmidtica de corticosterona sio particularmente baixos, pois
o eixo hipotilamo-hipéfise-adrenal (HHA) estd normalmente
quiescente.

Este periodo, quando a resposta da adrenal ao estresse
€ minima ou inexistente, tem sido denominado como Periodo
Hiporresponsivo ao Estresse (SHRP). A nio ativacio do eixo
HHA, nesse periodo, tem sido atribuida 4 rewro alimentacio
negativa do corticosterona sobre o hipotdlamo™®.

O objetivo deste estudo foi investigar se a manipulacio
neonatal aplicada em filhotes machos de ratos interffere na
fertilidade dos machos adulto.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 10 ratas Wistar (Raftus norvegicus
albinus) prenhes, provenientes do Biotério do CCB da UEL.
No dia seguinte ao nascimento, as ninhadas foram padronizadas
em dez filhotes (machos). Aos 21 dias de vida os animais
foram desmamados e mantidos em caixas, com no miximo
cinco animais, até a idade adulra.

Estimulagdo Neonatal

Nao-manipulados (controle): animais que nio sofreram
qualquer tipo de manipulacio. Apenas receberam os cuidados
padrio de manejo para criacio de animais de laboratério.

Manipulados (experimental): os animais foram retirados
da caixa por 20 minutos e gentilmente manipulados por um
minuto, do 19 ao 14° dia de vida pés-natal (Figura 1), sempre
no mesmo hordrio. Os filhotes machos apds o desmame (21
dias) foram alojados em caixas com no mdximo 5 animais.

Figura 1. Filhote macho sendo manipulado.
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Acasalamento

Aos 100 dias de vida, todos os animais foram acasalados
com fémeas sexualmente maduras, durante 15 dias (3 ciclos
estrais) para anilise do produto da gestacio, na proporcio de
1 macho para 2 fémeas (1:2). Os filhotes resultantes do
acasalamento foram contados e pesados.

Varidveis Analisadas

Ao final do acasalamento os animais foram pesados e
sacrificados através de overdose de anestésicos (Ketamina e
Xilazina). Os testiculos e epididimo (cauda) foram coletados
e pesados. O nimero de espermatozéides foi estimado pela
contagem de cabecas de espermdtides em homogeneizados
diluidos do parénquima testicular e epididimario (cauda)™.
Realizou-se a homogeneizacio em homogeinizador, utilizando-
se como diluente a solucdo S.T.M. (Salina + Triton X-100 +
Mertiolate) e a contagem foi efetuada em cimaras
hemocitométricas do tipo Neubauer. Obteve-se a producio
didria de espermatozdide (PDE) pela divisio do nimero total
de espermitides contadas em cada 6rgio por 6,1 dias. O
nimero de espermatozéides por grama de drgio foi calculado
pelo nimero de espermatozdides encontrados @anto no testiculo
quanto no epididimo dividido pelo peso do respectivo drgio.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por Média = Erro padrio
da média (£ EPM). Os dados foram analisados através do teste
t de Student, para amostras independentes. O nivel de
significincia utilizado para os testes foi de 0,05 (0=0,05).
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RESULTADOS

Os dados das massas relativa e absoluta dos testiculos,
assim como a massa corporea do animal, sio mostrados na
tabela 1. Niao houve variacio significativa em tais mensuracoes
entre 0s grupos controle e experimental. No entanto, a
producao didria de espermatozdides e o nimero de
espermmitides maduras estavam reduzidos nos testiculos dos
animais manipulados no periodo neonatal.

O peso absoluto e relativo da cauda epididimiria foram
significantemente menores nos ratos puberes submetidos a
manipulacio neonatal quando comparadas ao grupo controle.
O niumero de espermatozdides foi reduzido cerca de 43% na
cauda do epididimo nos animais manipulados.

Apesar da reducio no nimero de espermatozoides, os
animais foram capazes de procriar. Os resultados dos
acasalamentos (Figura 2) nio mostraram diferencas significativas
no nimero de filhotes nascidos do acasalamento de ratos adultos

submetidos 2 manipulacio neonatal com fémeas normais.

Tabela 1. Peso corporal, pafimetros testiculares e epididimirios de ratos
manipulados e nio-manipulados neonatalmente. Os dados sio expressos
por Média ¢+ Erro padrio da média (+ EPM). Teste ¢ de Student (ot=0,05).

Parimetios Controle Manipukdos
Peso corporal (g) 417 £ 37 67 425 + 40 30
Testiculo
Peso absoluto (g) 170 £ 0,13 165 + 0,10
Peso relativo (g/100g p.c.) 040 + 0,02 040 0,03
N 2 Espemutozsides (10¢) 133,55 + 7,64 0974 + 1510*

Producao diria de espermatozéide (PDE) 21,89+ 1,25 1634 £ 2 47
Cauda do epididimo

Pesn absoluto (g) 0,27 £ 0,017 0,19 + 0,005*

Pesn relativo (g/Kg p.c.) 0,64 = 0,081 045 £ 0,046

N 2 Espermmuatoaides (10°) 266,72 £ 5276 150,86 + 59,17
* o=0,05
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Figura 2. Namero de filhotes nascidos de pais nio-manipulados e
manipulados neonatalmente.

DISCUSSAO

O periodo neonatal é critico ao desenvolvimento do

organismo, pois processos como migracio celular, proliferacio,
diferenciacio e alguns sistemas de neurotransmissio de
excitacio e inibicio alcancam a maturidade™*". Esse periodo
caracterizado pela quiescéncia do eixo HHA em causar
aumento de corticosterona por influéncias externas (Periodo
Hiporesponsivo = SHRP) € encontrado somente em roedores
e pode prevenir e adequar respostas do eixo as atividades
futuragth:1%,
Além da separacio materna, os animais foram, no
presente estudo, acariciados durante o periodo SHRP. Isso
alterou alguns parimetros reprodutivos dos animais
experimentais em relacio aos controles.

Embora a magnitude da resposta ao estresse seja
diferente, a liberacio de comticosterona € influenciada pelos
esterdides sexuais tanto nos neonas como no adulto™.
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Estudos recentes tém mostrado que a manipulacio
neonatal diminui o comportamento sexual, tanto de ratos
machos como de fémeas™®. Além disso, as fémeas que
sofreram esta intervencao apresentaram significativa diminuicio
de ovulacio, sendo que a maioria delas apresentou ciclos
anovulatdrios, diminuicido do comportamento sexual e reducio
de FSH e LH no proestro™.

Nossos resultados estio de acordo com os de Mazaro e
Lamano-Carvalho™® que observaram, sob as mesmas condicoes
experimentais, marcada reducio no nidmero de espermitides
maduras e na producio didria de espermatozéides nos animais
experimentais.

Segundo Franca e Chiarini-Garcia®® a célula de Sertoli
possui capacidade de suporte para c€lulas germinativas
relativamente fixa para cada espécie, por isso, a taxa de
producio espermdtica ji esti estabelecida durmante o perodo
de proliferacio da célula de Sertoli. No periodo em que foi
realizado este experimento, as células de Sertoli encontravam-
se na fase de proliferacio que € controlada por virnos fatores
incluindo os horménios hipofisirios e fatores intratesticulares.

O principal fator mitogénico para as células de Serntoli €
o FSH®™, Nio encontramos na literatura se a manipulacio
neonatal afeta a liberacio imediata de FSH, mas esta hipitese
nio pode ser desprezada, pois caso tenha havido supressio
dos niveis de FSH neste periodo, o nimero de células de
Sertoli pode estar reduzido com conseqiiente alteracao na
produgico espermitica. A reducio no nimero de ntcleos de
células de Sertoli foi observada por Mazaro e Lamano-Carvalho™
em associaciao i reducio do peso testicular e do nimero de
espermatozéides em animais piberes submetidos a
manipulacio neonatal.

A diferenciacio do epitélio seminifero inicia-se na
segunda semana de desenvolvimento pés-natal®®. O epididimo
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transporta e armazena os espermatozdides e a manutencio
de sua funcio estd sob regulacio homonal de andrégenos
testiculares e seus metabolitos®*, Uma das substincias
imporantes para a funcio do epididimo € a proteina ligadora
de andrégeno (ABP) a qual € secretada no fluido epididimério
pelas células de Sertoli. Esta proteina garante o transporte de
testosterona até o epididimo™. Considerando que o processo
espermatogénico, nos animais adultos, estd sob controle da
testosterona sugerimos que a reducio significativa no nimero
de espermatozéides armazenados na cauda do epididimo, aqui
observada, pode ter sido decorréncia de uma reducio no
nimero de células de Sertoli. Esta reducio foi acompanhada
pela reducao na producio de ABP o que pode ter causado o
déficit espermaitico.

No entanto, apesar da reducio espermitica aqui
observada, os animais manipulados nio foram inférteis quando
adultos. Mesquita e Hayashi® demonstraram que animais pré-
puberes, monorquidicos e submetidos, ainda, a 25% de
resseccdo testicular apresentaram capacidade reprodutiva
normal quando adultos. Dessa forma, pode-se sugerir que a
reducio no nimero de espermatozdides nio foi suficiente
para impedir os animais submetidos & manipulacio neonatal
de apresentarem capacidade de procriacio quando adultos.
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