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RESUMO

O periodo pré-natal representa uma fase de grande suscetibilidade a insultos como
estresse, radiacdo e exposicdo a agentes quimicos. Em roedores, o processo de
diferenciagao testicular ocorre aproximadamente entre os dias 10 e 15 de gestacéao
e a exposi¢cao de xenobiodticos nesse periodo pode resultar em alteragdo gonadal
permanente. Estudos preliminares indicam que os antivirais aciclovir e ganciclovir
apresentam potencial para alterar o desenvolvimento testicular de ratos, quando a
exposi¢cao ocorre no inicio do periodo de diferenciagdo gonadal. No presente estudo
foram investigados os efeitos reprodutivos precoces e tardios, resultantes da
exposicao pré-natal a esses antivirais, a fim de compreender como o
desenvolvimento gonadal e de érgéos reprodutivos de ratos machos expostos in
utero pode ser afetado pela utilizagcdo desses farmacos. As progenitoras foram
divididas em cinco diferentes grupos experimentais, recebendo trés aplicagdes
(08h00; 13h00 e 18h00) de veiculo ou antivirais pela via subcutdnea no 10° dia de
gestacédo: (1) Veiculo (3 x agua destilada); (2) Aciclovir 75 mg/kg (3 x 25 mg/kg); (3)
Aciclovir 300 mg/kg (3 x 100 mg/kg); (4) Ganciclovir 75 mg/kg (3 x 25 mg/kg); (5)
Ganciclovir 300 mg/kg (3 x 100 mg/kg). Foram feitos dois experimentos para avaliar
os efeitos precoces (experimento 1) e tardios (experimento 2) induzidos pela
exposicao in utero aos antivirais. Em ambos os experimentos nao foram observados
toxicidade sistémica materna, avaliados através do ganho de peso materno, peso
dos orgaos e parametros como numero de implantes, perda pos-implantes e peso
das ninhadas ao nascer. No primeiro experimento (analises feitas em fetos no 20°
dia de gestacado), a exposi¢cao a maior dose de aciclovir ocasionou redugédo no peso
dos fetos avaliados. Houve reducao da concentracado de testosterona intratesticular
dos fetos machos expostos a maior dose de aciclovir, porém sem repercussoes
sobre a distdncia anogenital e outros parametros andrégeno-dependentes. Além
disso, a analise histologica do testiculo fetal revelou diminuigdo significativa no
didmetro dos corddes seminiferos e redu¢do na quantidade de gondcitos no grupo
exposto a dose de 300 mg/kg de ganciclovir. No segundo experimento (analises em
ratos adultos no 90° pds-natal), foi observada uma diminuigdo significativa no peso
do testiculo e epididimo e baixa contagem de espermatides resistentes a
homogeneizagdo nos grupos expostos a maior dose de ganciclovir. Além disso,
também foram observadas malformagdes dos tubulos seminiferos neste mesmo
grupo — tubulos atrofiados e com auséncia de células germinativas. Também ocorreu
uma diminuicdo do peso do timo das ninhadas expostas a dose de 300 mg/kg de
aciclovir. Os efeitos testiculares do ganciclovir manifestaram-se tanto precoce quanto
tardiamente e estdo provavelmente relacionados com alteragcdes na viabilidade das
células germinativas. Os dados obtidos indicam que, apesar da semelhanca
estrutural, os drgaos-alvo e o espectro de toxicidade dos antivirais aciclovir e
ganciclovir sdo, assim como suas aplicagdes terapéuticas, amplamente distintos.

Palavras-chave: Aciclovir. Ganciclovir. Toxicologia. Testiculo. Apoptose. Ratos.



ABSTRACT

The prenatal period is a stage of great susceptibility to insults such as stress,
radiation and chemical agents. In rodents, the process of testicular differentiation
occurs approximately between days 10 and 15 of pregnancy, and exposure to
xenobiotics in this period can result in permanent gonadal changes. Preliminary
studies indicate that the antiviral drugs acyclovir and ganciclovir have the potential to
alter the testicular development in rats when the exposure occurs in the early stages
of gonadal differentiation. In the present study we investigated the early and late
reproductive effects resulting from prenatal exposure to these antivirals in order to
understand how the gonadal development and reproductive organs of male rats
exposed in utero may be affected by the use of these drugs. The dams were divided
into five different experimental groups, receiving three applications (8:00 a.m., 13:00
and 18:00 p.m.) of vehicle or antivirals subcutaneously on the 10™ day of gestation:
(1) Venhicle (3 x distilled water); (2) Acyclovir 75 mg/kg (3 x 25 mg/kg); (3) Acyclovir
300 mg/kg (3 x 100 mg/kg); (4) Ganciclovir 75 mg/kg (3 x 25 mg/kg); (5) Ganciclovir
300 mg/kg (3 x 100 mg/kg). Two experiments were performed to evaluate the early
(experiment 1) and late effects (experiment 2) induced by in utero exposure to
antivirals. In both experiments were not observed maternal systemic toxicity,
assessed by maternal weight gain, organ weights and parameters such as number of
implants, post-implants loss and weight of litters at birth. In the first experiment
(analyzes in fetuses on the 20" day of gestation), the exposure to higher dose of
acyclovir caused fetal weights reduction. There was a reduction of intratesticular
testosterone concentration of male fetuses exposed to the highest dose of acyclovir,
however without repercussions on the anogenital distance and other androgen-
dependent parameters. Moreover, histological analysis of the fetal testis showed
significant decrease in the diameter of the seminiferous cords and reduced the
number of gonocytes in the group exposed to 300 mg/kg of ganciclovir. In the second
experiment (analyzes in adult rats on the 90" day postnatal), we observed a
significant decrease in testis and epididymis weight and low count of homogenization
resistant spermatids in the groups exposed to the highest dose of ganciclovir.
Moreover, were also observed seminiferous tubules malformations in the same group
- atrophic tubules and absence of germ cells. We also observed thymus weight
decrease of the litters exposed to 300 mg/kg of acyclovir. The testicular effects of
ganciclovir can be detected in early and late stages and are probably related to
changes in the viability of germ cells. These data indicate that despite structural
similarity, target organ toxicity and spectrum of antiviral acyclovir and ganciclovir are
as well as their therapeutic applications widely different.

Key-words: Acyclovir. Ganciclovir. Toxicology. Testis. Apoptosis. Rats.
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1 INTRODUGAO

Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado que a
exposi¢ao a substancias quimicas durante o periodo pré-natal pode ser um fator
importante na etiologia de diversas doencgas (IRVINE et al., 1996; TOPPARI et al.,
1996; SKAKKEBAEK, MEYTS e MAIN, 2001; ANDRADE et al., 2006). Desde o
incidente ocorrido com o uso da talidomida na década de 1960, quando foram
detectados efeitos teratogénicos em seres humanos, varios protocolos de estudo
foram elaborados para determinar os possiveis efeitos tdxicos pré-natais de
medicamentos e outros xenobidticos. Contudo, além dos efeitos toxicos mais
evidentes, como morte, malformagdes e baixo peso ao nascer, a exposi¢cao a
xenobidticos pode, dependendo da substéncia, da dosagem e também do periodo
de exposicdo, aumentar a susceptibilidade a uma série de doencas, incluindo
alteragdes comportamentais, obesidade, doencgas cardiovasculares e disturbios
endécrinos e reprodutivos (HEINDEL, 2008). A exposicdo durante o
desenvolvimento pré-natal é particularmente preocupante, uma vez que alteracdes
induzidas nesse periodo podem modificar a fungcdo de 6rgaos e tecidos de maneira
irreversivel, bem como alterar a responsividade celular a diferentes estimulos
(COLBORN, SAAL e SOTO, 1993).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sugerido um possivel aumento na
incidéncia de disturbios reprodutivos masculinos em seres humanos, incluindo baixa
contagem de espermatozoides, infertilidade, cancer testicular, criptorquidismo e
malformagdes genitais. Em muitos casos, acredita-se que a origem desses disturbios
esteja relacionada com alteragbes no ambiente intrauterino causadas por fatores
ambientais (ex.: exposigao a substancias quimicas) ou fatores relacionados ao estilo
de vida (ex.: obesidade materna, tabagismo) (TOPPARI et al., 1996; IRVINE et al.,
1996; SHARPE et al., 2003). Em mamiferos, a diferenciagdo sexual é um processo
sequencial que se inicia com o estabelecimento do sexo genético durante a
fertilizacdo. A ativacdo do gene Sry e de outros genes inicia o processo de
morfogénese do testiculo, que passa a secretar hormdnios essenciais para
completar a diferenciacdo gonadal e promover a diferenciagdo fenotipica
(masculinizagdo). Contudo, muitos aspectos do processo de desenvolvimento

testicular ainda n&o foram estabelecidos. Assim, um conhecimento mais profundo
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dos processos moleculares e celulares que governam o desenvolvimento testicular
poderia esclarecer os mecanismos envolvidos no surgimento de disturbios
reprodutivos de manifestagcdo precoce (ex.: malformagdes genitais) e tardia (ex.:
infertilidade e cancer testicular) (SHARPE, 2006).

A toxicologia reprodutiva é a area da toxicologia responsavel por estudar os
efeitos de substancias quimicas sobre diferentes aspectos da fungéo reprodutiva,
incluindo a gametogénese, status hormonal, comportamento sexual, fertilizagéo,
gestagdo, parto, lactacdo e puberdade. Por outro lado, a toxicologia do
desenvolvimento estuda os efeitos adversos induzidos por agentes quimicos durante
periodos criticos do desenvolvimento, como os periodos pré e neonatal. Dentre
esses efeitos destacam-se as malformacgdes esqueléticas e viscerais, mas também
efeitos sobre o funcionamento geral de 6rgaos e sistemas, incluindo o sistema
reprodutivo. Neste contexto, a utilizagdo de farmacos no periodo gestacional esta
se tornando cada vez mais controlada e cresce a preocupagao em estudar o
desenvolvimento fetal nos diferentes periodos da gestagdo, a fim de evitar
consequéncias irreversiveis sobre o desenvolvimento gonadal e reprodutivo
(RIECKE e STAHLMANN, 2000).

Os antivirais aciclovir a ganciclovir sdo drogas utilizadas no tratamento de
inumeras infecgdes virais em adultos, mas apresentam uso restrito durante a
gestacédo e a lactagao, especialmente o ganciclovir, em fungao dos possiveis efeitos
teratogénicos. Apesar da similaridade estrutural, esses antivirais apresentam
diferentes espectros de indicagéo terapéutica (eficacia) e toxicidade (GOODMAN e
GILMAN, 2007). Aléem disso, embora o potencial teratogénico em animais de
laboratério ja tenha sido determinado, n&do existem estudos completos sobre os
possiveis efeitos no desenvolvimento sexual e eventuais repercussbées sobre a

funcao reprodutiva de animais expostos in utero a esses antivirais.

1.1 O DESENVOLVIMENTO GONADAL E REPRODUTIVO E A INTERFERENCIA
DE XENOBIOTICOS

Os processos que governam a diferenciagdo gonadal e fenotipica masculina

sao particularmente suscetiveis a uma ampla variedade de insultos, uma vez que
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dependem da sincronizacdo de muitos eventos celulares e sinais quimicos
(enddcrinos, paracrinos e autécrinos). Em mamiferos, o testiculo forma-se a partir de
uma gbénada indiferenciada bipotencial (FIGURA 01), guiado pela expressdo de uma
ampla variedade de genes, com destaque para os produtos dos genes Sry,
localizado no brago curto do cromossomo Y, e Sox9 (ROSS e CAPEL, 2005;
SHARPE, 2006). Esse processo, inicialmente independente de horménios, tem inicio
com a migragao das células germinativas primordiais, derivadas do mesoderma do
saco vitelinico para a crista genital, aproximadamente entre o 10° e o 13° dia de
gestacdo em roedores. A seguir, ocorre a diferenciacdo de células do epitélio
celdbmico das cristas genitais em células de Sertoli, que iniciam o processo de
formagdo dos corddes seminiferos, envolvendo as células germinativas primordiais,
que ao se tornarem residentes passam a ser chamadas de gondcitos. A esse
processo segue-se a migracao e diferenciagdo das células peritubulares a partir do
mesonéfron, bem como o surgimento das células intersticiais (células de Leydig),
cuja origem ainda é controversa. E importante destacar que a formacéo das células
de Sertoli tem um papel fundamental para orquestrar o desenvolvimento celular do
testiculo no periodo pré-natal (SHARPE, 2006).

10.5 dpc
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Sertol germinativas meidticas Levdig

FIGURA 01: Apresentagédo esquematica da diferenciagdo gonadal de murinos a partir de uma génada
bipotencial. No individuo XY, o gene Sry é expresso entre os dias 10 e 11 de gestagdo e inicia o
processo de diferenciagao celular na gbnada, que ira se tornar ativa na produgao de horménios para
complementar o desenvolvimento testicular e induzir a diferenciagdo fenotipica; dpc = dia pés-coito.
FONTE: Modificado de ROSS e CAPEL (2005).

Em roedores, o processo de diferenciagao testicular inicial ocorre

aproximadamente entre os dias 10 e 15 de gestagéo, sendo que apds essa etapa o
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testiculo torna-se amplamente ativo em termos de produgao hormonal. As células de
Sertoli no testiculo recém diferenciado produzem o horménio anti-mulleriano (AMH),
que promove a regressao dos ductos paramesonéfricos (ductos de Miller),
precursores dos genitais internos femininos (ovidutos, utero e porgao superior da
vagina). Nesse estagio, as células de Sertoli também regulam o desenvolvimento
das células de Leydig, que secretam testosterona para promover a diferenciagdo dos
ductos mesonéfricos (ductos de Wolff), que originam o epididimo, vesicula seminal e
ducto deferente. A masculinizagdo da genitdlia externa e a formacgédo da prostata
também sao eventos andrégeno-dependentes e ocorrem apds a conversao da
testosterona em 5a-dihidrotestosterona (DHT) pela agdo da enzima 5a-redutase nos
tecidos-alvos (TOPPARI et al., 1996; US EPA, 1996; SHARPE, 2006). A distancia
anogenital (DAG), marcador externo do grau de androgenizagao pré-natal, &€ capaz
de indicar se a exposicado de xenobidticos durante o periodo gestacional pode
resultar na supressdo da sintese de testosterona pelo testiculo fetal e,
consequentemente reducdo nos niveis de androgenos circulantes, importante no
processo de desenvolvimento reprodutivo masculino (MYLCHREEST et al., 1999).
As células de Leydig também secretam um hormoénio proteico, o fator de
crescimento semelhante a insulina 3 (IGF-3 ou ins/3), envolvido no desenvolvimento
do gubernaculo, estrutura responsavel pela descida transabdominal do testiculo.
Posteriormente, a descida do testiculo ao escroto € complementada pela acdo da
DHT, envolvida no movimento inguino-escrotal do testiculo (SHARPE, 2006).
Segundo Wallen e Baum (2002), a organizacao final do individuo em relagdo ao
sexo vem com a diferenciacdo do sistema nervoso central (SNC). Em roedores, a
exposicdo a andrégenos nas proximidades do nascimento promove a
masculinizagao do cérebro. Esse processo de masculinizagdo também depende da
conversao de testosterona em estrogenos pela agdo da enzima aromatase no tecido
nervoso, embora o papel dos estrogenos na masculinizagdo do cérebro em
humanos ainda seja controverso. A FIGURA 02 ilustra esquematicamente as
principais células, hormdnios e tecidos-alvos envolvidos no processo de

masculinizacdo em mamiferos.
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FIGURA 02: Processos hormonais envolvidos na masculinizagdo de diversos tecidos. O diagrama
mostra os sitios de produgcdo de horménios, as células-alvo, bem como a atuagdo das enzimas
responsaveis pela conversdo de testosterona para formar diversos substratos que contribuem na
masculinizacdo de tecidos. DHT = 5a-dihidrotestosterona; Insl 3 = fator de crescimento semelhante a
insulina 3.

FONTE: Modificado de SHARPE (2006).

Com base em evidéncias epidemiolégicas e experimentais, Skakkebaek,
Meyts e Mains (2001) postularam a hipétese de que algumas anormalidades
reprodutivas masculinas comumente observadas como baixa contagem de
espermatozoides, criptorquidismo, hipospadias e cancer testicular, sdo na realidade
disturbios inter-relacionados que constituem uma sindrome conhecida como
Sindrome de Disgenesia Testicular (TDS). De acordo com essa hipotese, as
anormalidades reprodutivas que constituem a TDS humana ocorrem como
consequéncia de alteragdes no desenvolvimento gonadal durante a vida intrauterina,
especialmente pela disfungao das células de Sertoli e de Leydig fetais.

Estudos experimentais recentes tém demonstrado que grande parte dos

sintomas da TDS Humana pode ser induzida em animais de laboratério pela a
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exposicao in utero a desreguladores endécrinos (FISHER et al., 2003; ANDRADE et
al., 2006). Essas substancias incluem anti-andrégenos, como os fungicidas
procloraz, linuron e vinclozolin, substancias estrogénicas, como o bisfenol A e o
pesticida metoxiclor, ou ainda substéncias que afetam a sintese de androgénios,
como alguns ftalatos, aditivos quimicos utilizados para conferir maleabilidade a
produtos a base de plasticos de policloreto de vinila (WOLF et al., 1999;
LAMBRIGHT et al., 2000; MYLCHREEST et al., 2002; STAUB et al., 2002).

Os principais efeitos reprodutivos de ftalatos e de outros desreguladores
enddcrinos manifestam-se quando a exposigdo ocorre durante a fase de
diferenciagdo sexual dependente de andrégenos, que em ratos corresponde ao
periodo entre os dias 15 e 21 de gestagdo. Quando a exposi¢cao ocorre antes desse
periodo, normalmente ndo sao relatados efeitos adversos nos descendentes
expostos (FOSTER, 2006). Em contraste, resultados obtidos por Hartmann et al.
(1991) mostraram que a administragdo materna do antiviral ganciclovir no 10° dia de
gestacdo em ratas (3 x 100 mg/kg pela via subcutdnea) ocasiona alteragdes
testiculares graves nos descendentes masculinos (ver item 1.2.1). Esses resultados
indicam que a exposigao gestacional de ratos ao ganciclovir pode representar uma
ferramenta potencial para o entendimento dos eventos iniciais da diferenciagéo
testicular e dos mecanismos envolvidos na origem pré-natal de disturbios
reprodutivos masculinos. Contudo, estudos adicionais sao necessarios para
confirmar e ampliar a descrigdo dos efeitos inicialmente reportados por Hartmann et
al. (1991), assim como elucidar os mecanismos de agado responsaveis por esses

efeitos.

1.2 OS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR

O aciclovir e o ganciclovir sao derivados aciclicos da guanosina, utilizados
como antivirais por serem capazes de inibir a atividade da DNA polimerase viral.
Ambos dependem de trés etapas de fosforilagdo para serem ativados. Inicialmente
sdo fosforilados especificamente pela timidina quinase viral e, a seguir, nos
compostos di e trifosfato pelas enzimas da célula hospedeira (RANG et al., 2007;

SAFRIN, 2006). Devido a necessidade da fosforilagdo inicial pela quinase viral,
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essas drogas sao seletivamente ativadas e acumuladas nas células infectadas.
Contudo, tanto o aciclovir quanto o ganciclovir apresentam meia vida curta (entre 2 e
4 horas) (FAULDS e HEEL, 1990) e sdo comumente administrados em humanos
pela via endovenosa. Em estudos experimentais, a administragdo desses antivirais
em ratos ocorre frequentemente pela via subcutanea ao invés da via oral (gavagem),
uma vez que a biodisponibilidade pela via oral é baixa para as duas drogas
(MONEY, 2003).

As moléculas dos antivirais aciclovir e ganciclovir sdo bem similares
(FIGURA 03), havendo apenas a adicdo de um grupo hidroximetila na cadeia lateral
aciclica no ganciclovir (GOODMAN e GILMAN, 2007). Apesar da grande similaridade
estrutural, o aciclovir apresenta alta especificidade para o virus herpes simples e
varicela zoster, mas também tem acao contra o Epstein-Barr e, em menor grau
contra o citomegalovirus (RANG et al., 2007). O ganciclovir é utilizado no tratamento
de infecgbes causadas pelo citomegalovirus, principalmente em pacientes

imunodeficientes.
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FIGURA 03: Formula estrutural dos antivirais aciclovir e ganciclovir. O ganciclovir tem acréscimo de
um grupo hidroximetila na cadeia lateral aciclica.
FONTE: GOODMAN e GILMAN (2007).

Um estudo publicado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) analisou a
incidéncia de contaminagdo mundial por herpes genital no ano de 2003 e constatou
uma maior incidéncia da doenca em mulheres do que em homens, com cerca de
314 milhées de mulheres contaminadas somente naquele ano (LOOKER, GARNETT
e SCHMID, 2008). Do total de mulheres infectadas, cerca de 2% adquirem o virus
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durante a gestacadto (BROWN et al, 1997). S6 nos Estados Unidos,
aproximadamente 2000 neonatos contraem o virus herpes simples por ano e o
aciclovir € amplamente utilizado por gestantes para tentar evitar a transmisséao
vertical do virus ao feto (ENRIGHT e PROBER, 2002).

Como mencionado anteriormente, outro grande alvo desses antivirais,
especialmente do ganciclovir, é o citomegalovirus. Um dos principais problemas
associados a citomegalovirose € a possibilidade de infecgdo congénita. Embora a
maioria das criangas nascidas seja assintomatica, a infeccdo congénita pode
ocasionar danos graves em alguns pacientes, incluindo perda da audigédo e retardo
mental (PULIYANDA et al., 2005; ADLER, NIGRO e PEREIRA, 2007). Apesar da
administracdo materna de ganciclovir ser relativamente eficaz na redug¢ao da carga
viral fetal, o uso dessa droga € bastante restrito em fungao dos efeitos teratogénicos
observados em animais de laboratorio e possiveis efeitos adversos também em
seres humanos. No entanto, o uso de ganciclovir durante a gestagcdo tem sido
relatado em alguns casos, principalmente no tratamento de gestantes
imunodeficientes (PULIYANDA et al., 2005).

1.2.1 Efeito da exposigao pré-natal aos antivirais aciclovir e ganciclovir

De acordo com a Food and Drug Administration, instituicdo Norte-Americana
responsavel pela regulagdo de alimentos e medicamentos, o aciclovir e o ganciclovir
enquadram-se nas categorias B e C de risco teratogénico, respectivamente. A
categoria B inclui substancias para as quais estudos animais falharam em
demonstrar risco ao feto e ndo ha estudos adequados e controlados em seres
humanos. Por outro lado, a categoria C inclui drogas para as quais estudos animais
revelaram efeitos adversos nos fetos, porém sem dados adequados em seres
humanos, e os beneficios potenciais podem justificar o uso a despeito dos riscos
(FDA, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado que a administracdo dos antivirais
aciclovir e ganciclovir em ratos ocasiona efeitos toxicos evidentes. Neyts ef al.
(1995), estudando efeitos da administracdo de antivirais em ratos infectados com

herpes simples, demonstrou que a administracdo do ganciclovir & capaz de causar
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atrofia do epitélio germinativo testicular, com presenga de tubulos seminiferos
contendo apenas células de Sertoli (Sertoli cell-only syndrome), além de diminuir
significativamente o peso testicular. Além disso, a administragdo de aciclovir revelou
atrofia dos tubulos renais, evidenciando um efeito nefrotéxico deste medicamento.
Mamede et al. (1995) investigaram os efeitos da administracdo materna do aciclovir
sobre o desenvolvimento da prole e comprovaram que a administracdo desse
antiviral, na dose de 60 mg/kg do primeiro ao vigésimo dia de gestacado de ratos,
causa diminuigao significativa no ganho de peso das progenitoras. Além disso, foram
analisados alguns indices reprodutivos que revelaram aumento na razdo de
reabsorcao/implantacao, indicando um possivel efeito abortivo do aciclovir. Em um
estudo clinico, Dasanu e Alexandrescu (2010) reportaram que a utilizagdo de
aciclovir pode resultar em efeitos neuro e nefrotdxicos. Os sintomas incluiam delirio,
ataxia, coma, alucinagdes, convulsdes, entre outros, principalmente entre adultos
mais velhos tratados com o antiviral. O relato de nefrotoxicidade tem sido
comumente demonstrado em outros estudos (GUNNESS et al., 2011; FLEISCHER e
JOHNSON, 2010). Apesar de evidéncias do potencial deletério causado por aciclovir
em roedores (STALMANN et al., 1988), um estudo publicado por Stone e
colaboradores (2004) reuniu registros internacionais da exposi¢cdo gestacional ao
aciclovir entre 1984 e 1989 e ndo demonstrou potencial teratogénico dessa droga
em humanos.

Em estudos experimentais, a nefrotoxicidade induzida pelo aciclovir
representa uma limitagdo no espectro de doses que pode ser testado — por
exemplo, doses diarias acima de 50 mg/kg resultam na cristalizagdo do aciclovir
nos tubulos renais de ratos (STAHLMANN et al, 1988). Com o objetivo de
investigar os possiveis efeitos adversos de doses mais elevadas de aciclovir, Klug
et al. (1985) utilizaram um sistema de cultura de embrides in vitro. Dessa forma, foi
possivel demonstrar que o décimo dia de gestacao representa um periodo de alta
suscetibilidade para efeitos teratogénicos em ratos, com indugdo de alteragdes
caudais e na regidao da cabega como defeitos nos ouvidos e mandibula. A partir
desses resultados preliminares, foram conduzidos experimentos in vivo com a
administragdo de doses entre 100 e 300 mg/kg, fracionadas e administradas
exclusivamente no décimo dia de gestacao. Essa abordagem eliminou o problema
da nefrotoxicidade e ainda revelou que o aciclovir pode causar alteragdes

estruturais e prejuizo no crescimento embriofetal, confirmando alguns dos efeitos
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observados no estudo com cultura de embrides. Nesse estudo foram observadas
alteragdes no comprimento do tronco (crown-rump length), malformagdes na regiao
do cranio, como diminuicdo da largura do cranio, e modificagdes na cauda
(STALMANN et al., 1988). Contudo, as consequéncias da exposigdo pré-natal
sobre o desenvolvimento gonadal e fungdo reprodutiva na idade adulta ndo foram
investigadas.

Adotando a mesma abordagem de combinag¢ao de estudos in vitro (cultura
de embrides) e in vivo de curta duragcédo (exposicdo no décimo dia de gestacdo),
Klug e colaboradores (1991) demonstraram que o ganciclovir também apresenta
potencial teratogénico nesses modelos. Além disso, resultados obtidos por
Hartmann et al. (1991) e publicados em forma de resumo mostraram que a
administragao de ganciclovir no 10° dia de gestacdo em ratas (3 x 100 mg/kg pela
via subcutadnea) ocasiona alteragbes testiculares graves nos descendentes
masculinos. No entanto, de acordo com Chahoud (comunicagdo pessoal), o
aciclovir ndo é capaz de induzir alteragdes testiculares severas, quando se utiliza
esse mesmo protocolo de exposi¢cao (10° dia de gestacédo). Esses resultados
indicam que essas duas substancias, embora estruturalmente relacionadas, podem
influenciar o desenvolvimento gonadal de maneira distinta. Posteriormente, Faqi e
colaboradores (1997) reportaram atrofia testicular severa em ratos expostos ao
ganciclovir na idade adulta.

Os resultados obtidos preliminarmente por Stahlmann et al. (1988), Klug et
al. (1991) e Hartmann et al. (1991) indicam que os antivirais aciclovir e ganciclovir
podem ocasionar alteragdes estruturais em ratos expostos durante uma curta janela
do desenvolvimento pré-natal (décimo dia de gestacido). Considerando que a
diferenciacdo gonadal em roedores tem inicio nesse periodo e com base nos
resultados reportados por Hartmann et al. (1991) para o ganciclovir, torna-se
evidente a necessidade da investigacédo dos efeitos adversos dessas drogas sobre o
desenvolvimento e funcdo testicular. Nesse sentido, um estudo mais detalhado
desses efeitos, fornecendo dados mais completos sobre os efeitos que esses
antivirais acarretam sobre o sistema reprodutor em termos de morfologia e fungéo
testicular, poderia ndo somente indicar possiveis riscos associados a exposig¢ao pré-
natal a essas drogas antivirais, como também fornecer um modelo de estudo dos

processos envolvidos na diferenciagao e desenvolvimento gonadal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e detalhar os efeitos precoces e tardios sobre o sistema reprodutivo
observados em ratos machos apds exposicado in utero aos antivirais Ganciclovir e

Aciclovir.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Investigar a toxicidade materna nos experimentos de avaliacdo de efeitos

precoces e tardios.

2.2.2 Investigar e caracterizar os efeitos precoces, observados no 20° dia de
gestacdo, apds administragdo materna dos antivirais aciclovir e ganciclovir no
décimo dia de gestacao:
e Avaliacdo do status androgénico através da determinacdo da medida da
distancia anogenital e niveis de testosterona intratesticular.
e Avaliacdo da histologia do testiculo fetal através do didmetro dos corddes
seminiferos e quantificagdo de gondcitos.

2.2.3 Investigar e caracterizar os efeitos testiculares e reprodutivos tardios
observados nos descendentes expostos no décimo dia de gestacéo:
¢ Analise do dia da separacgao prepucial a partir do 38° dia de vida.
¢ Investigacao do peso absoluto e relativo dos 6rgaos reprodutivos e do figado,
baco, rins e timo nos descendentes adultos.
e Determinagédo dos niveis de testosterona sérica e avaliagado da histologia do
testiculo através da analise do didmetro dos tubulos seminiferos nos

descendentes adultos.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos, Rattus norvegicus variedade Wistar, criados no
biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana
(Curitiba). Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (414 x 344 x
168 mm), mantidos em condigbes controladas de temperatura, 22 + 2°C, e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) e receberam agua e ragao comercial
(Nuvital CR-1, Colombo/PR) ad libidum. Para a obtengdo das progenitoras, ratas
com aproximadamente 90 dias de vida, foram acasaladas diariamente com ratos
machos adultos durante 3 horas da fase escura do ciclo de luz, na propor¢do de um
macho para trés fémeas. Lavados vaginais diarios foram obtidos para confirmar a
codpula. Os lavados vaginais foram feitos com auxilio de uma micropipeta contendo
30 pL de solucao de cloreto de sédio 0,9% e analisados em microscopio dptico para
confirmar a presenca de espermatozédides. O dia de deteccdo de espermatozdides
no esfregagco vaginal foi considerado como dia zero da gestagcdo (CHAHOUD e
KWASIGROCH, 1977). Os acasalamentos foram repetidos diariamente até a
obtencao de um numero suficiente de progenitoras (12 a 14 por grupo experimental)
para a realizacido dos experimentos. As fémeas que nao se tornaram prenhas e os
machos utilizados nos acasalamentos foram sacrificados com overdose de
isoflurano em camara anestésica. Todos os procedimentos realizados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA),
Numero 522, do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(UFPR).
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3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As progenitoras foram divididas em cinco grupos experimentais, recebendo
trés aplicagdes (08h00; 13h00 e 18h00) de veiculo ou antivirais (aciclovir ou
ganciclovir) pela via subcutanea no 10° dia de gestagao, conforme descrito abaixo:

(1) Controle: Veiculo (3x solugéo fisiolégica);
(2) Aciclovir 75 mg/kg (3 x 25 mg/kg)

(3) Aciclovir 300 mg/kg (3 x 100 mg/kg)

(4) Ganciclovir 75 mg/kg (3 x 25 mg/kg)

(5) Ganciclovir 300 mg/kg (3 x 100 mg/kg)

3.2.1 Escolha das doses — Protocolo de tratamento

As doses, bem como o periodo, a via e os intervalos de administragao foram
baseados nos estudos prévios de Stahlmann et al. (1987, 1988), Hartmann et al.
(1991) e Faqi et al. (1997). De acordo com esses estudos, esse protocolo de
tratamento permite a observacdo de efeitos toxicos especificos que ndo sao

decorrentes de toxicidade materna/sistémica.

3.3 EXPERIMENTO 1 — EFEITOS DA EXPOSICAO PRE-NATAL AOS ANTIVIRAIS
ACICLOVIR A GANCICLOVIR SOBRE O TESTICULO FETAL

3.3.1 Animais e coleta das amostras

Foram utilizadas 12 a 14 progenitoras por grupo experimental. As ratas
prenhes, tratadas no 10° dia de gestacdo com veiculo, aciclovir ou ganciclovir, foram
eutanasiadas por decapitagdo no 20° dia de gestagao para a avaliagdo dos fetos.

Foram registrados o numero total e peso individual dos fetos, bem como o



26

percentual de fetos vivos e o sexo. Também foi determinado visualmente o numero

total de implantes e calculadas as perdas pés-implantes, definidas como:

Perdas pos-implantes = (N° total de implantes uterinos — N° de fetos viaveis)

N° total de implantes x 100

Ratas sem evidéncia de prenhez (sem ganho de peso) também foram
eutanasiadas para a avaliagao de possiveis pontos uterinos de implantagao.

Os fetos, machos e fémeas, foram eutanasiados por decapitacdo e a
distancia anogenital (DAG) medida com o auxilio de um paquimetro digital. Para
corrigir a influéncia do tamanho do animal na medida da distdncia anogenital, os
valores obtidos de cada animal foram corrigidos pela raiz cubica do respectivo peso
corporal (DAG corrigida = DAG/peso corporal ).

Os testiculos direitos de trés fetos machos por ninhada foram fixados por
imersdo em solugdo de Bouin (acido picrico saturado 75%, formalina 20%, acido
acético glacial 5%) por uma hora e subsequentemente mantidos em etanol 70% até
o processamento histologico. Foram escolhidos preferencialmente (sempre que
possivel) machos que estavam em posi¢ao uterina entre um macho e uma fémea, a
fim de padronizar ao maximo as condi¢ées do ambiente pré-natal e evitar a possivel
influéncia da posigéo intrauterina e dos horménios gonadais dos filhotes adjacentes.
Os testiculos esquerdos foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C
para analise posterior dos niveis de testosterona intratesticular. A decapitacéo foi
realizada sem anestesia prévia para evitar a influéncia dos anestésicos nas

dosagens hormonais.

3.3.2 Histologia testicular fetal

Os testiculos fetais fixados em Bouin foram submetidos a desidratacido com
concentragdes crescentes de etanol, diafanizagdo em xilol, e inclusdo e emblocagem
do material em Paraplast-plus (TABELA 01). Sec¢des transversais de 5 ym foram
obtidas e coradas com hematoxilina e eosina.Os testiculos de um ou dois fetos por

ninhada foram analisados quanto ao didametro dos corddes seminiferos e quanto ao
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numero de gonocitos por corddo. Em cada testiculo foi realizada a medida do
didmetro dos corddes seminiferos (menor diametro) em 20 secc¢des transversais
circulares escolhidas ao acaso. As medidas foram feitas em imagens capturadas em
microscopio optico (Leica®, Alemanha), acoplado a um sistema de imagens (Leica
Microsystems LAS Software, Version 3.5.0, Wetzlar, Germany) em um aumento de
200x. O diédmetro dos corddes foi medido nas imagens capturadas com o auxilio do
programa Image Tool versado 3.0 (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA).

A quantificagdo de gondcitos foi realizada por meio da contagem
microscopica dos nucleos dessas células (aumento de 400x) em 15 a 20 corddes
circulares por testiculo escolhidos ao acaso. A contagem bruta foi corrigida pela
espessura do corte e pelo didametro nuclear dos gondcitos de acordo com a formula
de Abercrombie (1946):

Contagem corrigida = contagem bruta x (espessura do corte/ [espessura do corte + didmetro nuclear])

O didmetro nuclear dos gondcitos foi medido nas imagens capturadas
(aumento de 630x) com o auxilio do programa Image Tool versdo 3.0 (UTHSCSA,
San Antonio, TX, USA). Todas as analises histolégicas foram feitas sem o

conhecimento dos grupos experimentais pelo experimentador (cego).

TABELA 01: ETAPAS DO PROCESSO DE EMBLOCAGEM DE TESTICULO FETAL, DESDE A
DESIDRATACAO ATE A EMBLOCAGEM DO MATERIAL EM PARAPLAST-PLUS.

Protocolo de emblocagem

Etapas Solugéo (%) Tempo (min)
Etanol (80%) 35
Etanol (90%) 30
. Etanol (95%) 30
Desidratagao
Etanol (100%) 30
Etanol (100%) 30
Etanol (100%) 30
Xilol:Etanol (1:1) 30
Xilol 15
Diafanizacao .
Xilol 5
Xilol 1a5
Inclusao Paraplast-plus 120 a 180

Emblocagem Paraplast-plus -
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FONTE: O autor (2012).
3.3.3 Determinacdo dos niveis de testosterona intratesticular

A extragao dos esterodides foi feita como descrito por Andrade et al. (2006). Os
testiculos fetais foram homogeneizados individualmente com 200 uL de tampao de
Enzimoinunoensaio (NaH2PO4; Na;HPO4; NaCl; pH ajustado para 7,4). Em seguida,
0s homogenatos foram extraidos com 500 pL de dietil éter sob agitagdo durante um
minuto, sendo a fragao etérea separada em um tubo de ensaio. Este procedimento
foi repetido mais duas vezes, totalizando 1,5 mL de dietil éter. O volume total de éter
foi evaporado em capela e o conteudo restante reconstituido com o tampao de
enzimoimunoensaio. O extrato foi entdo utilizado para a quantificagdo dos niveis de
testosterona.

A quantificacdo de testosterona nas amostras foi feita por meio de
enzimoimunoensaio (EIE), utilizando-se anticorpos anti-testosterona obtidos da Dra
Coralie Munro (University of California), e testosterona conjugada com a enzima
peroxidase (Horseradish peroxidase — HRP) como competidora. Os ensaios foram
realizados de acordo com Munro et al. (1991) e Martino-Andrade et al. (2009).
Diluicdes seriadas de “poll” de extratos testiculares produziram curvas de
deslocamento paralelo aos padrbes e a sensibilidade do ensaio foi de 2,3 pg/poco.
As amostras foram medidas em um unico ensaio, com um coeficiente de variagao

intra-ensaio de menos de 10%.

3.4 EXPERIMENTO 2 - EFEITOS TARDIOS DA EXPOSIGCAO IN UTERO AOS
ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR: DESENVOLVIMENTO PUBERAL E
PARAMETROS REPRODUTIVOS NA FASE ADULTA

3.4.1 Animais, separacao prepucial, e coleta das amostras na idade adulta

Foram utilizadas 12 progenitoras por grupo experimental, tratadas no 10° dia

de gestacdo com veiculo, aciclovir ou ganciclovir. No entanto, nesta etapa, a
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gestacdo nao foi interrompida e os filhotes nascidos foram avaliados quanto a
possiveis efeitos tardios sobre 6rgaos reprodutivos. As ratas com lavado vaginal
positivo (presenga de espermatozoides), mas que nao pariram, foram
acompanhadas até o 25° dia pds-coito, quando foram eutanasiadas e investigadas
quanto a possivel presenca de sitios de implantacao.

Apoés o parto, os filhotes permaneceram com as progenitoras até o 21° dia
pos-natal (desmame). Nesse periodo, os filhotes foram observados e avaliados
quanto a possiveis malformagdes externas evidentes, como falha na abertura dos
olhos e defeitos na cauda. Logo apds o desmame, no 21° dia pos-natal, as
progenitoras e os filhotes do sexo feminino foram eutanasiados por meio de
overdose de isoflurano em camara anestésica e deslocamento cervical,
respectivamente.

Os descendentes masculinos das progenitoras tratadas no décimo dia de
gestacdo com os antivirais foram investigados diariamente a partir do 38° dia pos-
natal quanto a separagao prepucial, marcador externo do inicio da puberdade em
ratos, por meio da retragdo manual do prepucio (FIGURA 04). Foi registrado o dia
em que ocorreu a completa separacdo do prepucio de cada animal. Apos essa
avaliagao, 2 a 3 filhotes machos por ninhada foram selecionados randomicamente e
mantidos até o0 91° + 1 dia pds-natal, quando foram eutanasiados por decapitacéo. O
sangue desses animais foi coletado e, apds centrifugagao, o soro foi armazenado a
-20°C para posterior analise hormonal por imunoensaio. Além disso, foram retirados
e pesados os seguintes orgaos e tecidos: figado, rins, timo, bago, prostata, vesicula
seminal, epididimos, testiculos e o complexo “musculo bulbocavernoso/levantador
do anus”. O testiculo direito foi fixado em solugdo de Bouin e posteriormente
armazenado em etanol 70%, até o processamento histoldgico. O testiculo esquerdo
foi utilizado para a determinacdo do numero de espermatides resistentes a
homogeneizagdo. A decapitacdo foi realizada sem anestesia prévia para evitar a
influéncia dos anestésicos nas dosagens hormonais. Os descendentes masculinos
que nao foram selecionados para continuarem no estudo apds a separagao

prepucial foram eutanasiados por deslocamento cervical.
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FIGURA 04: Retragdo manual do prepucio de um rato com separagao prepucial completa.
FONTE: O autor (2011).

3.4.2 Histologia testicular

Assim como na histologia testicular fetal, foi feita uma bateria de
desidratagao e diafanizagao, seguida de impregnacao e emblocagem em Paraplast-
plus (TABELA 02). Secgbes transversais de 6 um foram obtidas e coradas com
hematoxilina e eosina. Os testiculos de um animal por ninhada foram avaliados
quanto ao didametro dos tubulos seminiferos e quanto a presenca de alteragdes
morfologicas. Em cada testiculo foi realizada a medida do didmetro em 30 secgdes
transversais circulares (menor didametro) escolhidas ao acaso (exceto nos tubulos
com malformagdes, em que foi utilizado um minimo de 10 e maximo de 30 tubulos
circulares). As medidas foram feitas em imagens capturadas em microscopio 6ptico
(Leica®, Alemanha) acoplado a um sistema de imagens (Leica Microsystems LAS
Software, Version 3.5.0, Wetzlar, Germany) em um aumento de 100x. O didmetro
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dos tubulos foi medido nas imagens capturadas com o auxilio do programa Image
Tool versdo 3.0 (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA).

TABELA 02: ETAPAS DO PROCESSO DE EMBLOCAGEM DE TESTICULO DE ANIMAIS
ADULTOS, DESDE A DESIDRATACAO ATE A EMBLOCAGEM DO MATERIAL EM PARAPLAST-
PLUS.

Protocolo de emblocagem
Etapas Solugao (%) Tempo (min)
Etanol (70%) 90
Etanol (80%) 90
Etanol (90%) 90
. Etanol (95%) 90
Desidratagao
Etanol (100%) 60
Etanol (100%) 60
Etanol (100%) 30
Etanol (100%) 30
Xilol:Etanol (1:1) 60
Xilol 40
Diafanizacao .
Xilol 30
Xilol 15
. Paraplast-plus 120
Incluséo
Paraplast-plus 120
Emblocagem - -

FONTE: O autor (2012).

3.4.3 Contagem de espermatides no testiculo

Apés a remogao da tunica albuginea, cada testiculo foi homogeneizado em
10 mL de cloreto de sédio 0,9% (salina) contendo 0,5% de Triton X-100 em
homogeneizador de tecidos por 1 minuto. O homogeneizado foi diluido 10 vezes em
solugdo salina para a contagem microscopica do numero de espermatides
resistentes a homogeneizagédo (espermatides nos estagios 17 a 19), em camara
hemocitométrica (Burker, Alemanha), conforme previamente descrito (DALSENTER
et al., 1997, ANDRADE et al., 2002). As contagens foram feitas sem o conhecimento

dos grupos experimentais pelo experimentador (cego).
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3.4.4 Determinagao dos niveis séricos de testosterona

A testosterona sérica foi quantificada por enzimoimunoensaio, conforme

descrito no item 3.3.3, ndo havendo, no entanto, a necessidade de extragao.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade entre
as variancias foram analisadas através de anadlise de variancia (ANOVA). As
diferencas entre os grupos foram determinadas pelos testes de Tukey. O ganho de
peso materno durante a gestagdo foi avaliado por ANOVA de duas vias, tendo
“tempo” e “tratamento” como fatores fixos. As variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal ou homogeneidade entre as varidncias foram analisadas através
do teste Kruskal-Wallis. Neste caso, as diferencas entre os grupos foram
determinadas pelo teste de Dunn. Todos os dados dos descendentes foram
avaliados com as ninhadas como unidades estatisticas. O nivel de significancia
utilizado foi de 5% (p < 0,05). Para a analise estatistica e a confecgédo dos graficos

foram utilizados os programas GraphPad Prism® versao 5.0 e SPSS vers&o 13.0.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1 - EFEITOS DA EXPOSICAO PRE-NATAL AOS ANTIVIRAIS
ACICLOVIR A GANCICLOVIR SOBRE O TESTICULO FETAL

4.1.1 Dados da prenhez

Apos o acasalamento, foram obtidas 12 a 14 ratas com presenca de
espermatozoides no lavado vaginal para cada grupo de tratamento. Desse total, a
prenhez foi confirmada em 8 a 11 animais por grupo (TABELA 03). As demais
fémeas nao apresentaram sitios uterinos de implantacgao.

O ganho de peso corporal das progenitoras foi analisado durante todo o
periodo de gestacdo. Os dados de ganho peso sao apresentados como ganho de
peso em gramas e ganho de peso percentual em relacdo ao primeiro dia da
gestacdo. Em ambos os casos ndo houve diferengas ente os grupos experimentais
(FIGURA 05).

Os parametros como tamanho da ninhada, numero de implantes, perdas
pos-implantes e razdo sexual também foram analisados, porém ndo demonstraram
qualquer alteragdo em relagdo ao grupo controle, com exceg¢ao do grupo exposto a
menor dose de aciclovir, o qual apresentou um numero de implantes maior quando
comparado ao controle (TABELA 03).

Os fetos cujas mées foram tratadas com a dose de 300 mg/kg de aciclovir
apresentaram uma diminuigéo significativa do peso corporal ao final da gestagao,
quando comparados aos animais do grupo controle (veiculo). Nos demais grupos
nao houve diferenga no peso dos fetos em relagdo ao controle (FIGURA 06). Os
pesos absolutos e relativos dos 6rgéos das progenitoras tratadas com os antivirais
nao apresentaram diferengas significativas quando comparados aos do grupo
controle (TABELA 04).
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FIGURA 05: (A) Ganho de peso absoluto (g) e (B) ganho de peso percentual em relagdo ao primeiro
dia da gestacao das progenitoras tratadas com veiculo (controle) ou com os antivirais aciclovir (Aci) e
ganciclovir (Gan). Os resultados representam média + erro padrdo da média para cada um dos

periodos analisados (ANOVA de duas vias). n = numero de ninhadas. A legenda refere-se aos
graficos A e B.

FONTE: O autor (2012).
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iINDICES REPRODUTIVOS DE PROGENITORAS TRATADAS PELA VIA

SUBCUTANEA NO DECIMO DIA DE GESTAGAO COM OS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E
GANCICLOVIR, NAS DOSES DE 75 E 300 mg/kg.

Controle Aciclovir (mg/kg) Ganciclovir (mg/kg)
Parémetros 0 75 300 75 300
N° de progenitoras 9 10 10 11 8
Tam. das ninhadas 7,33 +4,33 11,5+4,98 9,90 + 3,11 10,4 + 2,29 10,2 + 3,65
N° de implantes 7,78 + 3,87 12,5+4,50* 10,4 +2,63 11,4+180 11,1+3,23
Perdas pés-impl. 0 (0; 67) 0 (0; 54) 0 (0; 43) 8 (0; 40) 3 (0; 33)
indice de machos(%) 52,0 + 26,8 52,1125 58,9+19,5 56,9 £ 13,9 51,5+9,72

Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrao (ANOVA/Tukey). Exceto as perdas pods-
implantes, que sao apresentadas como mediana (minimo; maximo) (Kruskal-Wallis/Dunn). *Difere
significativamente do grupo controle (*p < 0,05; ANOVA/Tukey). Tam. das ninhadas = Tamanho das

ninhadas; Perdas pés-impl. = Perdas pés-implantes.

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 06: Peso corporal de fetos expostos in utero aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan).
As barras horizontais indicam a média de cada grupo tratado. As progenitoras foram tratadas no
décimo dia de gestagdo e eutanasiadas no vigésimo dia para a avaliagcdo do peso fetal. *Difere
significativamente do grupo controle (*p < 0,05; ANOVA/Tukey). n = niumero de ninhadas; Contr =

Grupo Controle tratado com veiculo (solugéo salina).

FONTE: O autor (2012).
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TABELA 04: PESO ABSOLUTO (g) E RELATIVO (%) DOS ORGAOS DAS PROGENITORAS
EXPOSTAS NO DECIMO DIA DE GESTACAO AOS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR.

Controle Aciclovir (mg/kg) Ganciclovir (mg/kg)
Orgéo 0 75 300 75 300
N° de progenitoras 9 10 10 1 8
Figado Absoluto 13,6 £ 2,23 15,7 + 2,31 14,1+ 1,60 15,5+ 1,93 14,8 +2,14
Rins Absoluto 0,87 £ 0,08 0,94 £ 0,08 0,92+£0,10 0,95 £ 0,09 0,95+0,13
Bacgo Absoluto 1,01 £ 0,16 1,06 £ 0,15 0,97 £ 0,16 1,05+ 0,11 1,02 £ 0,20
Timo Absoluto 0,22 + 0,06 0,26 £ 0,06 0,20 £ 0,04 0,25 £ 0,08 0,30 £ 0,09
Figado Relativo 4,04 + 0,45 4,07 £ 0,39 4,02 + 0,36 4,06 + 0,33 4,07 £ 0,32
Rins Relativo 0,26 £ 0,02 0,24 £ 0,02 0,26 £ 0,03 0,25 £ 0,02 0,26 £ 0,03
Baco Relativo 0,30 £ 0,03 0,25+ 0,09 0,28 £ 0,04 0,28 £ 0,04 0,28 £ 0,05
Timo Relativo 0,07 £ 0,02 0,07 + 0,01 0,06 £+ 0,01 0,06 £ 0,02 0,08 £ 0,02

Nota: Os resultados mostram a média + desvio padrdo (ANOVA/Tukey). O peso relativo do bago foi
avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis/Dunn.
FONTE: O autor (2012).

4.1.2 Avaliacao reprodutiva dos descendentes machos na fase fetal

Os fetos expostos in utero foram avaliados quanto ao status androgénico
(distancia anogenital e concentragdo de testosterona intratesticular) e quanto a

possiveis alteragdes na histologia testicular.

4.1.2.1 Distancia anogenital e concentragao de testosterona intratesticular

A distancia anogenital (DAG), absoluta e corrigida pela raiz cubica do peso
corporal, foi um dos parametros avaliados para verificar se os antivirais poderiam
influenciar no padrao de androgenizagao dos fetos machos. Como demonstrado na
FIGURA 07, nao foram verificadas diferengas significativas entre os grupos tratados
e 0 grupo controle para essa variavel. Além da DAG, também foram quantificados os
niveis de testosterona intratesticular nos fetos eutanasiados no vigésimo dia de

gestacdo. As anadlises mostraram que os niveis de testosterona (ng/testiculo)
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encontravam-se reduzidos no grupo exposto a maior dose de aciclovir, quando

comparados ao grupo controle (FIGURA 08).
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FIGURA 07: Distancia anogenital (DAG) de ratos machos expostos in utero aos antivirais aciclovir
(Aci) e ganciclovir (Gan) nas doses de 75 e 300 mg/kg. A) DAG corrigida pela raiz cubica do peso
corporal. B) DAG absoluta (mm). As linhas horizontais indicam média da DAG das ninhadas de cada
grupo de tratamento (ANOVA/Tukey). n = nimero de ninhadas; Contr = Grupo Controle tratado com

veiculo (solugdo salina).
FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 08: Dosagem de testosterona intratesticular (ng/testiculo) de animais expostos in utero aos
antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan). *Difere significativamente do grupo controle (*p < 0,05;
Kruskal-Wallis/Dunn). n = numero de ninhadas; Contr = Grupo Controle tratado com veiculo (solugao
salina).

FONTE: O autor (2012).

4.1.2.2 Histologia testicular fetal

Analises dos cortes histolégicos dos testiculos fetais revelaram que o
didmetro dos corddes seminiferos dos animais expostos a maior dose de ganciclovir
é significativamente menor quando comparado ao grupo controle (FIGURA 09). O
numero de gondcitos por cordao também foi significativamente reduzido nesse grupo
(FIGURA 10). Como podem ser observados na FIGURA 11, os testiculos fetais dos
animais expostos a maior dose de ganciclovir apresentaram secg¢des transversais de

corddes seminiferos com auséncia total de gondcitos.
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FIGURA 09: Diametro dos corddes seminiferos (um) de animais expostos no décimo dia de gestacao
aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan) nas doses de 75 e 300 mg/kg. *Difere
significativamente do grupo controle (*p < 0,05; ANOVA/Tukey). n = nimero de ninhadas; Contr =
Grupo Controle tratado com veiculo (solugéo salina).

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 10: Quantificagdo de gondcitos em fetos expostos in utero aos antivirais aciclovir (Aci) e
ganciclovir (Gan). O numero de gondcitos por cordao foi corrigido pela espessura do corte histoldgico
e pela média do didmetro dos nucleos dos gondcitos. *Difere significativamente do grupo controle (*p
< 0,05; ANOVA/Tukey). Contr = Grupo Controle.

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 11: Secgdes de corddes seminiferos de testiculos fetais de ratos expostos no décimo dia de
gestacdo aos antivirais aciclovir e ganciclovir. A e C) Ratos expostos ao veiculo; B e D) Grupo
exposto ao ganciclovir 300 mg/kg. As setas indicam presenca de gondcitos nos corddes seminiferos
de testiculo fetal exposto ao veiculo (C) e auséncia de gondcitos nos corddes de testiculo fetal
exposto ao ganciclovir na dose de 300 mg/kg (D).

FONTE: O autor (2012).

4.2 EXPERIMENTO 2 - EFEITOS TARDIOS DA EXPOSICAO IN UTERO AOS
ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR: DESENVOLVIMENTO PUBERAL E
PARAMETROS REPRODUTIVOS NA FASE ADULTA

Um segundo experimento foi conduzido para avaliar os possiveis efeitos
poOs-natais da exposigéo in utero aos antivirais aciclovir e ganciclovir. Assim como no
primeiro experimento, ratas prenhes foram tratadas com trés aplicagdes
subcuténeas dos antivirais no décimo dia de gestagdo. Apds o nascimento, os
descendentes masculinos foram avaliados quanto ao desenvolvimento ponderal e

quanto a idade para a separacgao prepucial. Na idade adulta, foram avaliados o peso
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de o6rgéos reprodutivos, contagem de espermatides, histologia testicular e a
concentracio sérica de testosterona.

4.2.1 Dados da prenhez

Foram obtidas 12 ratas com lavados vaginais positivos (presenca de
espermatozoides) para cada grupo de tratamento. Desse total, a prenhez foi
confirmada em 9 a 12 animais por grupo. As ratas que nao tiveram filhotes até o 25°
dia pos-coito foram eutanasiadas e o utero foi observado para verificar os possiveis
sitios de implantagdo. A maior parte das fémeas sem evidéncia de prenhez (ganho
de peso) ndo pariu e ndo apresentou sitios de implantagcdo no dia 25 pds-coito. Em
apenas uma dessas fémeas, tratada com ganciclovir 300 mg/kg, foram observados
sitios de implantagdo, indicando que houve reabsorgéo total. Além disso, duas
ninhadas nao apresentaram filhotes vivos no dia do nascimento, sendo observados
apenas filhotes mortos nas caixas (uma ninhada do grupo controle e outra do grupo
aciclovir 300 mg/kg).

O ganho de peso corporal, reportado como ganho absoluto (g) ou relativo
(%) ao primeiro dia de gestacdo, nado foi diferente entre os grupos experimentais.
Além disso, o peso das progenitoras também foi acompanhado durante o periodo de
lactagcdo e ndo demonstrou diferenga entre os grupos (dados n&do mostrados).

O ganho de peso da ninhada foi acompanhado durante todo o periodo de
lactacdo (FIGURA 12) e, assim como para as progenitoras, ndao houve diferenga
entre os grupos. Apos o periodo de lactagdo, somente o desenvolvimento ponderal
dos descendentes do sexo masculino foi avaliado. Como demonstrado na FIGURA
13, n&o houve diferenga significativa no ganho de peso do desmame até a idade
adulta (91° dia pés-natal) entre os grupos experimentais. Além disso, no periodo de
lactacdo, os animais foram avaliados quanto a possiveis malformagdes externas
evidentes, especialmente na regido da cabega e da cauda. Foram observados
problemas oftalmoldgicos em cinco animais de trés ninhadas diferentes (palpebra
avermelhada, com aspecto de sangue coagulado) do grupo tratado com a maior
dose de aciclovir (300 mg/kg). Malformagdées no desenvolvimento caudal, com

padrdes de forquilha e formato de hélice, foram observadas em trés animais de uma
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das ninhadas tratadas com a maior dose de aciclovir e em um animal tratado com a

maior dose de ganciclovir. Além disso, os filhotes de uma ninhada do grupo aciclovir

300 mg/kg eram visivelmente menores que os filhotes das demais ninhadas
permaneceram com um peso corporal inferior a média do grupo durante todo

periodo de lactagdo: peso do grupo aciclovir 300 mg/kg ao nascimento (média

e

(0]
+

desvio padrédo) = 5,9 + 0,76 g; peso da ninhada afetada = 4,2 g; peso do grupo

aciclovir 300 mg/kg ao desmame (média + desvio padrao) = 40,3 = 8,71 g; peso da

ninhada afetada = 17,4 g). A viabilidade dos filhotes dessa ninhada foi severamente

afetada, sendo que apds o desmame nao restaram filhotes machos vivos.
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FIGURA 12: Ganho de peso corporal (g), no periodo de lactacdo, de ratos expostos in utero, no 10°
dia de gestagéo, aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan). O 1° dia da lactagéo corresponde ao

dia do nascimento e 0 21° ao dia do desmame (ANOVA de duas vias). n = nimero de ninhadas.

FONTE: O autor (2012).



43

400+

-o- Controle (n=9)
S & Aci 75 (n=11)
% 7 —+ Aci 300 (n = 8)
S -+ Gan75(n=12)
S 200-
& —- Gan 300 (n = 11)
3
S 1004

0 |

I I I I I I I | | I
21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91
Dias pés-lactacéo
FIGURA 13: Ganho de peso corporal (g) dos individuos machos, expostos in utero aos antivirais
aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan). O peso foi registrado a cada 7 dias, desde o desmame (21° dia) até
0 91° dia pés-natal (ANOVA de duas vias). n = numero de ninhadas.
Nota: para os animais eutanasiados no dia 90 pds-natal, foi utilizado o peso corporal obtido no dia da

eutanasia como equivalente ao peso do dia 91 pds-natal.
FONTE: O autor (2012).

4.2.2 Separacao prepucial

Os individuos machos foram acompanhados diariamente desde o trigésimo
oitavo dia pds-natal quanto a separacao prepucial, marcador externo do inicio da
puberdade em ratos. Como demonstrado na TABELA 05, ndo foram observadas
diferengas significativas no dia médio de separagdo prepucial entre os grupos

experimentais.

4.2.3 Avaliagao reprodutiva dos descendentes masculinos na fase adulta

Na idade adulta, os descendentes masculinos foram eutanasiados para a
avaliacdo dos efeitos dos antivirais sobre o peso de O6rgdos, numero de

espermatides e histologia testicular.
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4.2.3.1 Pesos absolutos e relativos dos 6rgaos

Os pesos absolutos e relativos do figado, rins, bago, e de alguns 6rgaos e
tecidos reprodutivos, incluindo préstata, vesicula seminal e musculo levantador do
anus/bulbocavernoso sdo apresentados nas TABELAS 05 e 06. O peso absoluto e
relativo do timo € mostrado na FIGURA 14. Os pesos dos epididimos e testiculos
também foram avaliados e sdo mostrados nas FIGURAS 15 e 16, respectivamente.
Houve uma reducg&o no peso absoluto do timo no grupo exposto ao Aciclovir 300
mg/kg em relagdo ao controle (FIGURA 14), porém essa diferenca n&o foi
significativa (ANOVA: p = 0.053; Tukey: Controle versus Aciclovir 300 mg/kg; p =
0.064). Para os demais 6rgaos, nao foram observadas diferengas significativas nos
pesos avaliados, com excecao dos testiculos e epididimos. Os pesos absolutos e
relativos dos epididimos dos animais expostos ao ganciclovir 300 mg/kg foram
significativamente reduzidos em relagéo ao grupo controle (FIGURA 15). Além disso,
foi observado um aumento no peso do epididimo no grupo aciclovir 75 mg/kg, porém
apenas para os dados de peso absoluto (FIGURA 15). Também foi observada uma
reducdo significativa no peso relativo dos testiculos dos animais expostos ao
ganciclovir 300 mg/kg, quando comparado ao grupo controle (FIGURA 16). Com
relacdo ao peso absoluto dos testiculos, 4 em 11 ninhadas apresentaram valor
médio igual ou inferior a 1,27g no grupo ganciclovir 300 mg/kg e 1 em 9 ninhadas no
grupo aciclovir 300 mg/kg. No grupo controle, o valor minimo observado para o peso
testicular médio das ninhadas foi de 1,43g, sendo que o valor de 1,27g corresponde
a média desse grupo menos 3 desvios padrdes (1,545 g — [3 x 0,091 g] = 1,27 g).
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TABELA 05: IDADE DA SEPARACAO PREPUCIAL (DIAS), PESO ABSOLUTO (g) DOS ORGAOS E

TESTOSTERONA SERICA (ng/mL) DE RATOS MACHOS EXPOSTOS /N UTERO AOS ANTIVIRAIS
ACICLOVIR E GANCICLOVIR.

Controle Aciclovir (mg/kg) Ganciclovir (mg/kg)
0 75 300 75 300

N. progenitoras 9 11 8 12 11

Peso corporal 346 £ 26,7 366 * 25,1 338 £ 21,6 353 £ 22,6 367 £ 33,6
Sep. Prepucial 47,4 £ 2,66 48,6 £ 2,84 49,4 + 2,31 49,6 £ 2,45 51,4 £ 5,63
Prostata 0,27 £ 0,03 0,30 £ 0,06 0,24 £ 0,04 0,25 £ 0,04 0,28 £ 0,05
Vesicula Seminal 0,54 + 0,07 0,58 £ 0,10 0,48 £ 0,10 0,49 + 0,08 0,53 £ 0,06
MLA 0,92 + 0,05 0,95 + 0,07 0,84 + 0,09 0,90 + 0,09 0,94 + 0,09
Figado 12,9+£1,10 13,7 £ 1,80 12,1 £ 1,31 13,2+£1,72 13,9+ 1,44
Rins 1,23+ 0,10 1,27 £ 0,13 1,18 £ 0,11 1,20+ 0,12 1,24 £0,12
Baco 0,94 + 0,24 1,08 £ 0,24 1,08 £ 0,25 1,02 + 0,31 0,83+0,10
Testosterona sérica 1,89 + 0,89 1,54 £ 0,63 1,52 £ 1,08 1,77 £ 1,08 1,50 £ 0,90

Nota: Os resultados representam média + desvio padrao. (ANOVA/Tukey); N. progenitoras = Nimero
de progenitoras; Sep. Prepucial = Dia médio de separagdo prepucial (Kruskal-Wallis/Dunn); MLA =
musculo levantador do anus/bulbocavernoso.
FONTE: O autor (2012).

TABELA 06: PESO RELATIVO (%) DOS ORGAOS DE RATOS MACHOS EXPOSTOS IN UTERO
AOS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR.

Controle Aciclovir (mg/kg) Ganciclovir (mg/kg)

75 300 75 300
N. progenitoras 9 11 8 12 11
Prostata 0,08 £0,01 0,08 £0,02 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,08 + 0,01
Vesicula Seminal 0,15+0,02 0,16+ 0,03 0,14 £ 0,03 0,14 £ 0,02 0,15+ 0,02
MLA 0,27 £0,03 0,26 £0,02 0,25+ 0,02 0,25 £ 0,03 0,26 £ 0,02
Figado 3,75+0,35 3,72+0,26 3,54 £ 0,21 3,72+0,25 3,79+0,16
Rins 0,36 £0,03 0,35+0,02 0,35+ 0,02 0,34 £ 0,02 0,34 £ 0,02
Baco 0,27 £0,08 0,29+0,05 0,32 + 0,08 0,28 £ 0,09 0,23 £ 0,03

Nota: Os resultados mostram as médias + desvio padrdo. (ANOVA/Tukey). N. progenitoras = Niumero
de progenitoras; MLA = musculo levantador do anus/bulbocavernoso (Kruskal-Wallis/Dunn).
FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 14: Pesos absolutos (A) e relativos (B) dos timos de ratos expostos in utero ao veiculo
(Contr) e aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan). n = nimero de ninhadas. °p = 0,053
(ANOVA) e p = 0,064 (Tukey).

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 15: A) Peso absoluto (ANOVA/Tukey) e B) relativo (Kruskal-Wallis/Dunn) dos epididimos de
ratos expostos in utero ao veiculo e aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan). As linhas
horizontais indicam a média de cada grupo de tratamento. A) Peso absoluto (g). B) Peso relativo (%).
*Difere significativamente do grupo controle (*p < 0,05). n = nimero de ninhadas; Contr = Grupo
Controle.

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 16: A) Peso absoluto (g) e B) relativo (%) dos testiculos de ratos expostos no décimo dia de
gestacdo as doses de 75 e 300 mg/kg aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan). As linhas
horizontais representam a média de cada grupo tratado. *Difere significativamente do grupo controle
(*p < 0,05; ANOVA/Tukey). n = niumero de ninhadas; Contr = Grupo Controle. No grafico “A”, a linha
horizontal indica o valor de 1,27g, que corresponde a média do grupo controle menos 3 desvios
padrées (1,545 g—[3 x 0,091 g] = 1,27 g).

FONTE: O autor (2012).

4.2.3.2 Dosagem de testosterona sérica

A exposigcao in utero aos antivirais ndo alterou a concentragdo sérica de
testosterona nos animais adultos, ndo sendo observadas diferengas entre os grupos
tratados e o grupo controle (TABELA 05).

4.2.3.3 Numero de espermatides resistentes a homogeneizagao

A FIGURA 17 mostra o numero de espermatides resistentes a
homogeneizagdo nos ratos machos adultos que foram expostos ao veiculo ou aos
antivirais no periodo de gestagdao. A exposigao in utero ao ganciclovir na dose de
300 mg/kg reduziu em cerca de 15% o numero de espermatides no testiculo em

relacdo aos animais do grupo controle (p < 0,05, ANOVA/Tukey). O nimero médio
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de espermatides no grupo ganciclovir 300 mg/kg foi de 223,8 milhdes de
espermatides por testiculo enquanto no grupo controle o valor médio observado foi
de 264,2 milhdes.
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FIGURA 17: Numero total de espermatides resistentes a homogeneizagao por testiculo. Os pontos
representam a média da contagem de espermatides de cada ninhada e as barras horizontais indicam
a média de cada grupo de tratamento. O numero total de espermatides diminuiu no grupo de
ganciclovir (Gan) 300 mg/kg (*p < 0,05; ANOVA/Tukey). n = ndmero de ninhadas; Aci = Grupo
Aciclovir; Contr = Grupo Controle.

FONTE: O autor (2012).

4.2.3.4 Histologia testicular

Nos cortes histologicos de testiculos do grupo exposto in utero a maior dose
de ganciclovir, foram encontrados padrées de malformagao dos tubulos seminiferos.
Foi observada uma grande quantidade de tubulos atrofiados entre os tubulos
normais, muitas vezes com auséncia total de células germinativas e apenas a
presencga de células de Sertoli (Sertoli cell-only syndrome) (FIGURA 18). Os tubulos
anormais muitas vezes apresentavam vacuolizagdes e auséncia de lumen tubular.

Os tubulos seminiferos atrofiados, com células germinativas escassas ou ausentes,
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foram observados somente em animais do grupo exposto a maior dose de
ganciclovir (300 mg/kg). Tais alteragbes foram observadas em 8 animais,
provenientes de 8 diferentes ninhadas, sendo um total de 10 ninhadas investigadas
histologicamente nesse grupo.

Considerando a presenga de tubulos severamente atrofiados no grupo
ganciclovir 300 mg/kg, as medidas de didmetro foram feitas separadamente tanto
para tubulos considerados normais (com presenga de células germinativas nos
tubulos) quanto para tubulos atrofiados, definidos como tubulos com auséncia ou
escassez severa de células germinativas. Como demonstrado na FIGURA 19, n&o
foram observadas diferengas significativas entre os grupos, quando considerados
apenas os tubulos normais. No entanto, os tubulos atroficos (“malformados”),
presentes apenas no grupo Ganciclovir 300 mg/kg, apresentaram redugao
significativa nos didmetros quando comparados ao controle (*p < 0,05). E possivel
observar nas FIGURAS 18 e 19 que existem duas populacgdes distintas de tubulos
seminiferos, “normais” e “atréficos”, em alguns animais do grupo ganciclovir 300

mg/kg.
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FIGURA 18: Tubulos seminiferos de ratos adultos (90 * 1 dia) expostos in utero ao veiculo (controle)
e ao antiviral ganciclovir, no décimo dia de gestacéo. A e C) Ratos expostos ao veiculo; B e D) Grupo
exposto ao ganciclovir 300 mg/kg. Os testiculos do grupo ganciclovir apresentam tubulos
severamente atrofiados com redugdo do didmetro e com escassez na populagdo de células
germinativas (x). Alguns tubulos apresentam deplegdo total de células germinativas (y) (Sertoli cell-
only syndrome), vacuolizag¢des (indicadas pelas setas) e auséncia de lumen tubular.

FONTE: O autor (2012).
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FIGURA 19: Diametro dos tubulos seminiferos (um) de ratos adultos expostos ao veiculo (Contr) e
aos antivirais aciclovir (Aci) e ganciclovir (Gan) no décimo dia de gestagdo. Gan 300 N representa os
tubulos normais e o0 Gan 300 M representa os tubulos com malformacgao (atrofia) no grupo exposto ao
Ganciclovir 300 mg/kg. *Difere significativamente do grupo controle (*p < 0,05; ANOVA/Tukey). n =
numero de ninhadas.

FONTE: O autor (2012).



TABELA 07: RESUMO DOS EFEITOS PRECOCES E TARDIOS OBSERVADOS
GANCICLOVIR

52

APOS EXPOSIGAO IN UTERO AOS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E

Dose (mg/kg) Aciclovir Ganciclovir
75 1 n° de implantes
Efeitos precoces 300 | Peso Corporal dos fetos no 20° dia de gestagéo | Didmetro dos corddes seminiferos

| [Testosterona intratesticular]

| N° de gondcitos por corddo seminifero

75 1 Peso absoluto do epididimo

| Peso absoluto do timo

Efeitos tardios
300

| Peso absoluto do epididimo
| Peso relativo do epididimo
| Peso relativo do testiculo
| Contagem de espermatides por testiculo
| Didmetro dos tubulos seminiferos

Nota: | = Redugédo; 1 = Aumento; [Testosterona intratesticular] = Concentracao de testosterona intratesticular.

FONTE: O autor (2012).
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5 DISCUSSAO

A exposicdo a xenobidticos no periodo pré-natal pode causar diversos
disturbios, incluindo efeitos precoces e tardios sobre a morfologia e fungdo de
componentes do sistema reprodutivo. A diferenciagdo gonadal, determinada pelo
sexo genético, ocorre em estagios iniciais do desenvolvimento embrionario de
mamiferos e é essencial para as etapas posteriores da diferenciagao sexual.
Embora muitas substancias quimicas possam afetar o desenvolvimento fenotipico
do sistema reprodutivo masculino (ex.: antiandrégenos), a interferéncia sobre os
processos de diferenciagdo gonadal € menos conhecida. No presente estudo, foram
investigados os efeitos causados em ratos expostos in utero aos antivirais aciclovir e
ganciclovir em uma estreita janela do desenvolvimento pré-natal. Os resultados
obtidos demonstraram que a administragdo pontual do ganciclovir em ratas
gestantes em um unico dia do periodo gestacional - décimo dia de gestagao - foi
capaz de produzir efeitos testiculares precoces e tardios sobre os descendentes
masculinos e esses efeitos podem ter causado consequéncias irreversiveis para os
descendentes. Esses efeitos sobre o desenvolvimento e fungéo testicular foram
observados apenas no grupo ganciclovir 300 mg/kg, indicando que o aciclovir
apresenta um diferente espectro de toxicidade. O décimo dia de gestacdo € um
periodo critico no desenvolvimento reprodutivo em roedores, pois a partir dessa fase
a gbnada bipotencial é guiada a se diferenciar para definir o sexo gonadal (ROSS e
CAPEL, 2005).

As doses, a via, o periodo de exposi¢cado pré-natal, bem como os intervalos
de administragdo dos antivirais aciclovir e ganciclovir foram baseados em estudos
prévios de Stahlmann et al. (1987, 1988); Hartmann et al. (1991) e Faqi et al.
(1997). Dados desses estudos demonstraram que as doses e os intervalos da
administracdo dos antivirais utilizados no presente estudo ndo causam toxicidade
materna e nao prejudicam o funcionamento renal das progenitoras, ao contrario de
outros protocolos de exposigdo continua com doses acima de 50 mg/kg/dia, que
promovem a cristalizacédo dessas drogas nos tubulos renais (STAHLMANN et al.,
1988). Além disso, Stahlmann e colaboradores (1987) demonstraram que a
administragao subcutdnea em ratos, nas condigdes descritas no presente estudo, é

capaz de produzir concentragcbes plasmaticas préximas daquelas observadas em
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seres humanos tratados pela via endovenosa. Por exemplo, a concentragao
plasmatica maxima atingida em ratas gestantes (n=6), 90 minutos apds uma injegao
subcutanea de 100 mg/kg de aciclovir no 10° dia de gestacéo, foi de 99 + 22 mg/L.
Isso corresponde a sete vezes as concentragbes plasmaticas observadas 60
minutos apos a injecdo intravenosa de uma dose terapéutica de 10 mg/kg em
humanos (15 + 2,3 mg/L) (STAHLMANN et al., 1987).

5.1 DADOS DA PRENHEZ E EFEITOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO GERAL
DA PROGENIE

Na investigacado de efeitos induzidos pela exposicéo in utero a substancias
quimicas, € importante avaliar se os efeitos observados nos descendentes expostos
nao sao consequéncia de toxicidade materna. Na avaliacdo dos efeitos precoces
dos antivirais (experimento 1), ndo foram observadas alteragbes no ganho de peso
corporal das progenitoras durante o periodo de gestacédo, assim como ndo houve
alteragdes nos tamanhos das ninhadas e nas perdas pos-implante, indicando
auséncia de toxicidade materna. Mamede et al. (1995) reportou uma diminuigcao
significativa no ganho de peso corporal das progenitoras tratadas com aciclovir na
dose de 60 mg/kg de peso corporal, entretanto, nesse estudo, as progenitoras foram
tratadas continuamente com o antiviral do primeiro ao vigésimo dia de gestagao,
indicando que o protocolo de tratamento com doses repetidas pode ter causado
toxicidade sistémica materna. Por outro lado, os resultados do presente estudo
mostraram que o peso das ninhadas, avaliado no 20° dia de gestagao, foi
significativamente menor no grupo aciclovir 300 mg/kg quando comparado ao grupo
controle, resultados que estdo de acordo com os dados reportados por Chahoud et
al. (1988) e Mamede et al. (1995).

O ganho de peso das progenitoras durante o periodo de gestacao e lactagao
no segundo experimento (investigacdo dos efeitos tardios) nao foi alterado pela
administracdo dos antivirais no 10° dia de gestagdo, confirmando a auséncia de
toxicidade materna no periodo gestacional e também no periodo de lactagdo. Além
disso, o ganho de peso das ninhadas do primeiro ao vigésimo primeiro dia de

lactacdo néo foi diferente do ganho de peso observado nas ninhadas expostas ao
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veiculo, evidenciando que a exposi¢cao aos farmacos nao afetou o desenvolvimento
geral dos filhotes. O peso corporal no periodo poés-desmame, monitorado
semanalmente do 21° ao 91° dia de vida, também n&o foi afetado pela exposicéo in
utero aos antivirais. Entretanto, apesar do aparente desenvolvimento normal da
prole, foram observados alguns problemas oftalmolégicos em filhotes de trés
ninhadas expostas a maior dose de aciclovir, com padrdes de vermelhiddo na
palpebra e, em um dos casos, auséncia completa da abertura dos olhos. Além disso,
malformagdes caudais foram observadas em trés animais expostos a maior dose de
aciclovir (uma ninhada) e em um animal exposto a maior dose de ganciclovir. Estes
dados sdo consistentes com os resultados encontrados por Stahlmann e
colaboradores (1987) ao administrar aciclovir em ratas gestantes no mesmo periodo

de desenvolvimento.

5.2 EFEITOS DOS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR SOBRE O STATUS
ANDROGENICO.

A distancia anogenital n&o foi alterada nas ninhadas expostas aos antivirais
em comparagado ao grupo controle. Ja os niveis de testosterona intratesticular se
mostraram reduzidos, mas apenas no grupo exposto a maior dose de aciclovir. Esse
efeito sobre os niveis de testosterona intratesticular € aparentemente conflitante com
a auséncia de efeitos sobre a distancia anogenital, marcador externo do grau de
androgenizagao pré-natal em ratos. Entretanto, € importante destacar que a janela
critica para a determinagdo da distancia anogenital e masculinizagcdo do trato
reprodutor masculino em ratos ocorre entre os dias 16 e 19 de gestagdo (WELSH et
al., 2008), ou seja, anteriormente a mensuragdo dos niveis de testosterona
intratesticular no nosso estudo. Assim, é possivel que nao tenha havido supresséao
da producdo de androgénios nesse periodo critico, conhecido como "janela de
programacgao de masculinizagdo do trato reprodutor". Durante essa janela, a agao
dos androgénios programa o desenvolvimento do trato reprodutor masculino mesmo
antes da diferenciagdo morfologica (WELSH et al., 2008). Por exemplo, eventos
como o desenvolvimento da prostata, vesicula seminal e do pénis, o0 aumento da

distancia anogenital ou mesmo a descida transinguinal dos testiculos, que em ratos
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ocorre somente cerca de trés semanas apos o0 nascimento, parecem depender da
correta agdo androgénica nessa critica janela de programacgao (WELSH et al., 2008).
No presente estudo, a auséncia de alteragdes na distdncia anogenital dos animais
expostos aos antivirais aciclovir e ganciclovir & corroborada pela auséncia de outras
malformagdes induzidas por insuficiéncia androgénica, como hipospadias e
criptorquidismo.

Na idade adulta, ndo foram observadas alteragcbes no peso de 6rgaos e
tecidos andrégeno-dependentes, como prostata, vesicula seminal e musculo
bulbocavernoso/levantador do anus. Da mesma forma, ndo houve diferenga na
concentragéo de testosterona sérica entre os diferentes grupos experimentais nessa
fase. A exposigcao pré-natal a hormdnios androgénicos € essencial para o
desenvolvimento desses tecidos e também para que os mesmos respondam
adequadamente a esses hormdnios na puberdade e na idade adulta (US EPA, 1997,
WELSH et al., 2008). De maneira geral, os resultados obtidos para a concentragao
sérica de testosterona e para o peso de tecidos andrégeno-dependentes indicam
que nao ha alteracdes evidentes na produgao de androgénios ou na responsividade
dos tecidos-alvos nos descendentes adultos.

A exposicao in utero ao aciclovir e ao ganciclovir também néao afetou a idade
média de separagdo prepucial dos descendentes expostos. Esse evento é
considerado um marcador externo do inicio da puberdade em ratos e foi
acompanhado diariamente a partir do 38° dia pds-natal. Acredita-se que a separagéao
prepucial seja dependente do aumento do peso corporal e também da concentragao
sérica de androgénios na puberdade (US EPA, 1996). Vetter e Spear (2012)
reportaram a importancia dos niveis de testosterona plasmatica para a separagao
prepucial, bem como sugeriram que outros hormdnios, como a dihidrotestosterona
(DHT), estdo envolvidos nos processos de desenvolvimento da genitalia no periodo
da puberdade. A auséncia de efeitos sobre a idade de separacido prepucial indica
que os antivirais aciclovir e ganciclovir ndo afetam o desenvolvimento geral € o inicio
da puberdade dos descendentes masculinos expostos in utero, corroborando os
demais dados que apontam para auséncia de efeitos evidentes sobre o status

androgénico dos animais no periodo pés-natal.
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5.3 EFEITOS TESTICULARES DOS ANTIVIRAIS ACICLOVIR E GANCICLOVIR

Os dados da histologia testicular fetal demonstraram uma redugédo no
numero de gonocitos por corddo e no didmetro dos corddes seminiferos de ratos
expostos a dose de 300 mg/kg de ganciclovir. Algumas secgdes transversais de
corddes seminiferos apresentavam auséncia total de gondcitos. De maneira similar,
as analises dos descendentes adultos expostos no mesmo periodo a mesma dose
de ganciclovir (experimento 2) revelaram a presencga de tubulos seminiferos atroficos
com severa redugao no diametro e na populagdo de ceélulas germinativas. Assim
como nos corddes fetais, muitos desses tubulos apresentavam auséncia total de
células germinativas, sendo observadas apenas células de Sertoli (Sertoli cell-only
syndrome). Muitos desses tubulos atréficos nd&o tinham Iumen tubular e
apresentavam vacuolizagao.

Nos animais adultos, expostos ao ganciclovir na dose de 300 mg/kg,
também foram detectadas reducdes nos pesos dos testiculos e epididimos e na
contagem de espermatides resistentes a homogeneizagdo. Alteragdes no peso de
orgaos usualmente fornecem informagdes iniciais sobre o potencial téxico de uma
determinada substancia. As espermatides resistentes a homogeneizagéo
correspondem as células mais maduras no epitélio germinativo e a baixa contagem
observada pode ser resultado do alto numero de tubulos seminiferos atréficos
encontrados nos cortes histologicos dos descendentes adultos. A atrofia tubular e
abaixa da produgdo de gametas também podem explicar a redu¢cdo no peso dos
testiculos e epididimos. Analisados conjuntamente, os dados da histologia testicular
fetal e adulta e os resultados da contagem de espermatides e peso testicular
indicam que a exposi¢do ao ganciclovir em uma estreita janela do desenvolvimento
pré-natal, dia 10 de gestacdo, ocasiona efeitos precoces e tardios nos testiculos dos
animais expostos.

Considerando que a exposicdo ocorreu em um estagio inicial da
diferenciagdo gonadal, e a curta meia-vida dessa classe de antivirais, € possivel
evidenciar que o ganciclovir afetou de maneira permanente a viabilidade das células
germinativas. Os gondcitos sdo os precursores fetais/neonatais das
espermatogbnias indiferenciadas, as células-tronco que constituem a reserva da

linhagem germinativa. Os gondcitos, por sua vez, s&o derivados das células
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germinativas primordiais de origem extragonadal (saco vitelinico). Durante o
processo de migragdo, as células germinativas primordiais proliferam e ao
colonizarem a génada em desenvolvimento sdo envoltas pelas células de Sertoli
(OLASO e HABERT, 2000). Essas células germinativas residentes, agora
denominadas de gondcitos, passam por um periodo de proliferagédo (dias 13 a 18 de
gestacdo em ratos), seguido de uma fase de quiescéncia e retomada da proliferagéo
no periodo neonatal (dias 3 a 5 de vida em ratos). A seguir, os gondcitos
diferenciam-se em espermatogbnias ou sofrem degeneracdo. O processo de
degeneragao dos gondcitos ocorre por apoptose e também é observado no periodo
pré-natal (OLASO e HABERT, 2000; CULTY, 2009). O significado fisiologico da
apoptose de gondcitos e outras células germinativas ndo é totalmente conhecido,
mas parece ser responsavel pela manutengcdo de uma razéo ideal entre células
germinativas e células de Sertoli ou pela eliminacdo de células germinativas com
anormalidades cromossémicas (HERMO et al., 2010). Embora nédo seja possivel
delinear os mecanismos de agao do ganciclovir, os resultados obtidos indicam que
esse antiviral pode alterar o processo de proliferagdo das células germinativas
primordiais durante sua migragdo a crista genital ou afetar a proliferacdo e/ou
sobrevivéncia dos gondcitos fetais nos corddes seminiferos. Alternativamente, o
ganciclovir poderia atuar de maneira indireta nos gondcitos por alterar a fungao das
células de Sertoli, componentes fundamentais para a proliferagao e viabilidade dos
gondcitos no ambiente testicular. De qualquer forma, os dados obtidos indicam que
os efeitos do ganciclovir sobre o numero de células germinativas estendem-se pelo
menos até a idade adulta, quando foram observados tubulos seminiferos atrofiados
sem células germinativas e redugdo no numero de espermatides alongadas
resistentes a homogeneizacéo.

Faqi e colaboradores (1997) demonstraram que ratos adultos tratados em
um unico dia com 300 mg/kg de ganciclovir (dose fracionada em 3 aplicagbes de
100mg/kg) ou durante 5 dias com 60 mg/kg apresentam alteracdes histologicas nos
testiculos e severa redugdo na contagem de espermatides. Também foram
observadas reducdes nos pesos dos testiculos e epididimos. Os animais foram
investigados 2, 4, 6, 8, 16 e 24 semanas apos o tratamento, sendo que os efeitos
mais pronunciados foram observados nos animais investigados na 82 semana. Essa
laténcia no surgimento dos efeitos indica que as principais células afetadas sao

células indiferenciadas da linhagem germinativa (espermatogédnias), uma vez que a
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duracdo da espermatogénese em ratos é de cerca de 58 dias. Os dados de
histologia testicular também confirmaram uma possivel acido do ganciclovir sobre as
espermatogbnias. No entanto, os efeitos observados foram amplamente atenuados
na 162 e 24% semana poés-tratamento, indicando potencial para recuperagao e
preservacgao de células tronco capazes de repovoar o testiculo (FAQI et al, 1997).

A espermatogénese € um processo altamente complexo que envolve a
formagado de espermatozoides a partir das espermatogoOnias, enquanto conserva a
populacdo de células tronco. De acordo com Jahnukainen et al. (2004), processos
de apoptose nas primeiras ondas de espermatogénese no periodo peripubertal s&o
fundamentais para o desenvolvimento da maturacdo sexual e capacitagcao testicular
em ratos. O estudo sugere que genes da familia Bcl-2 estdo envolvidos em
diferentes estagios de desenvolvimento do testiculo, tendo um importante papel
regulatorio da espermatogénese. Os eventos bioquimicos responsaveis pelo
processo de apoptose dependem de uma familia de proteases denominadas
caspases. Esses eventos sdo em parte modulados por proteinas Bcl-2, que incluem
moléculas anti-apoptéticas (ex.: Bcl-2) e pro-apoptoticas (ex.: Bax). A regulagcédo da
expressao das proteinas Bax e Bcl-2 e a atuagédo de caspases estariam envolvidas
nos processos de apoptose das ceélulas germinativas e seriam de extrema
importancia para o bom desenvolvimento dos estagios da espermatogénese
(JAHNUKAINEN et al., 2004). Parte dos efeitos citotoxicos do ganciclovir s&o
mediados por apoptose das células infectadas com virus, sendo que a presenca da
enzima timidina quinase viral € essencial para a ativagdo da droga (TOMICIC,
THUST e KAINA, 2002; SONG et al., 2011). Tomicic, Thust e Kaina (2002)
reportaram o declinio de Bcl-2 e aumento da atividade da caspase-9 em células de
ovario de hamster chinés (Chinese Hamster Ovary - CHO cells) transfectadas com a
enzima timidina quinase. Recentemente, o ganciclovir tem recebido significativa
atengdo como potencial candidato na terapia génica do cancer, uma vez que foi
demonstrado que células tumorais transfectadas com genes da timidina quinase do
virus da herpes (“genes suicidas”), podem se tornar seletivamente suscetiveis aos
efeitos citotdxicos dessa droga e causar apoptose (ARNOLD et al., 2011; SONG et
al., 2011). Embora, células ndo infectadas ou desprovidas de timidina quinase
apresentem uma susceptibilidade menor ao ganciclovir, € possivel que nas doses e
periodos de tratamento testados no presente estudo essa droga possa ter afetado a

viabilidade de células tronco da linhagem germinativa. Nesse sentido, a investigagéo
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futura de marcadores de apoptose em diferentes estagios de desenvolvimento
testicular (fetal, neonatal, puberal e adulto), apds a exposigéo in utero ao ganciclovir,
poderia auxiliar na confirmagao dessa hipotese.

Também ¢é importante salientar que os efeitos testiculares foram observados
apenas para o ganciclovir e na maior dose testada (300 mg/kg). Enquanto o
desenvolvimento testicular foi severamente afetado por esse antiviral, ndo foram
observados efeitos tardios sobre o testiculo ou mesmo qualquer alteragdo no
numero de células germinativas, seja no periodo fetal ou adulto dos animais
expostos in utero ao aciclovir. Por outro lado, a administragao materna de aciclovir
(300 mg/kg) parece ter resultado em efeitos mais evidentes sobre o desenvolvimento
da prole, com alteracbes no peso fetal e também presenca de malformacgdes
externas evidentes na cauda e nos olhos. Além disso, a administragao de aciclovir
parece ter efeitos sobre o timo dos descendentes machos de expostos in utero.
Entretanto, a redugdo no peso do timo e outros possiveis efeitos imunotoxicos do
aciclovir devem ser investigados por meio de estudos adicionais.

De maneira geral, os dados do presente estudo confirmam o potencial do
ganciclovir em afetar o desenvolvimento gonadal, apds a exposigdo em uma curta
janela do desenvolvimento pré-natal (dia 10 de gestagcado). Os efeitos testiculares
manifestam-se tanto precoce quanto tardiamente e estdo provavelmente
relacionados com alteragdes na viabilidade das células germinativas. Da mesma
forma, os resultados apresentados confirmam que, apesar da semelhanga estrutural,
0s oOrgaos-alvo e o espectro de toxicidade dos antivirais aciclovir e ganciclovir séo,

assim como suas aplicagdes terapéuticas, amplamente distintos.

5.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

Eventualmente, a elucidagdo dos mecanismos responsaveis pelos efeitos
testiculares do ganciclovir podera auxiliar no entendimento dos processos iniciais de
diferenciagdo gonadal, como a migracado, proliferagdo e sobrevivéncia de células
germinativas na gbnada em desenvolvimento. A utilizagdo de marcadores de
apoptose em diferentes estagios € uma das possiveis abordagens para detectar os

efeitos do ganciclovir sobre as células germinativas. Além disso, a identificacdo dos
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possiveis efeitos sobre o ovario € outra abordagem que podera ser investigada em
estudos futuros.
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6 CONCLUSOES

Ndo foram observados indicios de toxicidade materna causada pela
administracdo dos antivirais. Andlise do ganho de peso das progenitoras, peso
absoluto e relativo dos 6rgaos e indices reprodutivos como tamanho das ninhadas,
numero de implantes e perdas pos-implantes ndo demonstraram alteragbes que
indicassem que a toxicidade induzida na prole fosse decorrente da toxicidade
sistémica materna. A avaliagcdo dos efeitos precoces, causados pela exposi¢ao in
utero aos antivirais, revelou que a concentragcdo de testosterona intratesticular foi
reduzida no grupo exposto a maior dose de aciclovir, porém sem repercussdes
sobre a distédncia anogenital e outros parametros andrégeno-dependentes. Além
disso, a exposicdo a maior dose de aciclovir resultou em reducdo do peso fetal e
malformagdes externas em algumas ninhadas. A exposigdo a maior dose de
ganciclovir resultou em efeitos testiculares precoces tais como, redugao do diametro
dos corddes seminiferos e no numero de gondcitos. Com relagéo aos efeitos tardios,
a exposigao in utero a maior dose de ganciclovir resultou na redugdo no peso de
testiculos e epididimos, baixa contagem de espermatides e alteragdes histolégicas
nos testiculos com tubulos seminiferos atrofiados e com auséncia de células
germinativas. A exposi¢gao a maior dose de aciclovir ocasionou a redugao do peso
do timo. Os pesos dos demais 6rgaos nao sofreram alteragdo pela exposicao aos
antivirais, assim como a separagao prepucial e os niveis de testosterona sérica.

O presente estudo confirmou o potencial dos antivirais ganciclovir e aciclovir
em causar efeitos deletérios em ratos apds a exposigdo em uma estreita janela do
desenvolvimento pré-natal (décimo dia de gestacao). Dentre os efeitos observados
destacam-se as alteragdes testiculares induzidas pela maior dose de ganciclovir,
que parece reduzir a viabilidade das células germinativas, ocasionando efeitos de

curto e longo prazo sobre o testiculo.
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