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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida tem aumentado na populacdo humana nas ultimas décadas
(CHRISTENSEN et al., 2009). No entanto, com o passar da idade ocorre o
declinio das funcdes metabdlicas (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Intervencfes
capazes de modular as vias de deteccdo de nutrientes podem retardar o
envelhecimento fisioldgico. 17aEstradiol (17aE2), um enantibmero natural nao
feminilizante do 17BEstradiol, pode modular beneficamente os fendtipos
relacionados ao envelhecimento (STOUT et al., 2017). Os efeitos anti-
envelhecimento do 17aE2 sdo bem estabelecidos em machos (HARRISON et al.,
2014). Devido a ativacdo das vias anorexigénicas hipotalamicas (STEYN et al.,
2018), o 17aE2 causa reducdo no consumo, sem afetar o gasto energético,
resultando em redugcdo da massa corporal, adiposidade visceral e deposicao
ectdpica de lipidios, sem diminuicdo da massa magra (STOUT et al.,, 2017).
Modulacao na tolerancia a glicose, sinalizacdo de mTORC2 e composicdo de
aminoacidos hepaticos e marcadores de ciclagem de ureia também foram
relatados (GARRATT et al., 2017; GARRATT et al., 2018). Além disto, o principal
efeito do 17aE2 € estender a expectativa de vida (STOUT et al., 2017). A maioria
dos efeitos 17aE2, no entanto, s&o relacionados ao sexo e sao mais fortes em
machos intactos, enquanto em fémeas e machos castrados, os efeitos séo
irrelevantes (STOUT et al.,, 2017; GARRATT et al., 2018). 170E2 tem baixa
afinidade para os receptores de estrogénio 3, mas descobertas recentes sugerem
que a maioria de suas acdes sao atraves dos receptores de estrogénio a (ERa).
No entanto, diferentemente de outras intervencdes anti-envelhecimento, o 17aE2
parece nao ter efeito sobre a expectativa de vida reprodutiva de camundongos
fémeas do tipo selvagem (ISOLA, et al.,, 2020). Além desta avaliagdo do
envelhecimento ovariano, nenhum estudo abordando os possiveis efeitos do
17aE2 na reproducéo de camundongos foi relatado. Ainda que nenhum efeito
feminilizante tenha sido relatado, o 17aE2 tem afinidade com receptores de
estrogénio e existe a possibilidade de proporcionar efeitos ainda néo
demonstrados na reproducdo. Uma vez que efeitos mais fortes sdo encontrados
em machos, e uma relacdo com 17aE2 e andrégenos parece existir, estudos que
abordando seus possiveis efeitos na reproducédo e fertilidade de machos séo
importantes. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do 17aE2 na
fertilidade de camundongos machos.

2. METODOLOGIA
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFPel (50105/2019-86). Camundongos machos
C57BL/6 (n=18) foram mantidos a 24 + 2 °C com acesso ad libitum a comida e
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agua e divididos em dois grupos. Um grupo (controle; n=8) recebeu dieta regular
(LabDiet® 58YP, 66,4% de carboidratos, 20,5% de proteina, 13,1% de gordura,
TestDiet; Richmond, IN, EUA), enquanto o outro grupo (17a¢E2; n=9) recebeu a
mesma dieta suplementada com 17a-E2 (14,4 ppm; Esteraloides, Newport, RI). O
tratamento comegou aos trés meses de idade e foi fornecido por cinco meses. Na
dltima semana de tratamento, os camundongos foram acasalados com fémeas
previamente sincronizadas (5Ul de eCG dois dias previos ao acasalamento e 5Ul
de hCG no dia do acasalamento), na proporcéo de duas fémeas por macho, para
producdo de embrides. Trés dias apdés o acasalamento, as fémeas foram
anestesiadas com isofluorano e eutanasiadas e seus ovidutos foram removidos e
lavados para coleta de embriées. Uma semana ap0s o acasalamento, os machos
foram sacrificados para coleta de sémen. O peso corporal e testicular foi
mensurado no momento da eutanasia.

Para a coleta de sémen epididimal, foi realizada uma incisédo no escroto,
apara remocao da cauda do epididimo, que foi entdo colocado em um Eppendorf
contendo 300 pL tampdo TRIS com albumina, pré-aquecido a 36,5 °C e
fracionado suavemente com tesoura para liberacdo do esperma. A concentracéo
espermética foi avaliada pela contagem de células em uma camara de contagem
de hemocitdmetro. A analise da motilidade espermatica foi realizada através do
sistema de analise de sémen assistido por computador (CASA, SpermVision®,
Minitube, Tiefenbach, Alemanha). As varidveis avaliadas pelo sistema foram:
velocidade média do caminho (VAP), velocidade da linha curva (VCL), velocidade
reta (VSL), frequéncia de batimento cruzado (BCF), amplitude de deslocamento
lateral da cabeca (ALH), motilidade total (TMO) e motilidade progressiva (PMO).

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6.
As variaveis foram comparadas pelo teste t, ou, quando porcentagens, pelo teste
Qui quadrado. Valores de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados
significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso testicular foi maior nos camundongos 17aE2 (p=0,036), ainda que a
diferenca real tenha sido de apenas 0,009g, e efeitos diferencas no peso gonadal
nao haverem sido relatadas previamente (STOUT et al., 2017). Ja o peso corporal
foi menor nos camundongos tratados, como esperado (STOUT et al., 2017). Com
0 peso corporal menor e 0 peso testicular levemente maior, o peso testicular
relativo ao corporal dos camundongos tratados foi expressivamente maior, 0 que
reforca que ainda que 17aE2 cause perda de massa corporal, os testiculos
mantem sua massa (Tabela 1).

Com relacdo aos parametros espermaticos, nado foram encontradas
diferencas entre os animais que receberam 17aE2 e os controles. O que
demonstra que o0 17aE2 ndo afeta a qualidade espermatica (Tabela 1).

No teste de producdo de embrides, que pode ser considerado um bom
indicador de fertilidade, observou-se que nao houve diferenca (p=0,11) na
porcentagem de fémeas que apresentaram ao menos um embrido, e, portanto,
foram fecundadas pelos machos. Os numeros totais de estruturas embrionarias
coletadas (p=0,39) e embribes viaveis (p=0,49) por fémea que respondeu ao
protocolo de sincronizacdo também ndo foram diferentes entre os grupos, bem
como a porcentagem total de embrides viaveis dentre o total de estruturas
coletadas nos dois grupos (p=1,00) (Tabela 2).



4

' 62 SEMANA
INTEG
' UFPEL ]

Tabela 1 — Peso corporal e gonadal e parametros espermaticos de camundongos
machos tratados com 17aE2.

Controle 17aE2 Valor de P
Peso testicular (g) 0,207 0,216 0,036
Peso corporal (g) 29,06 24,93 0,006

Peso testicular relativo ao peso corporal (g) 0,715 0,870 <0,0001
Concentracao espermatoca epididimal (X10™4 celulas/uL) 2,53 1,84 0,138
Motilidade (%) 65,60 62,71 0,655
Motilidade Progressiva (%) 52,42 49,99 0,642
Velocidade média do trajeto (VAP) 120,35 127,58 0,669
Velocidade curvilinear (VCL) 229,31 233,94 0,764
Velocidade progressiva (VSL) 83,67 85,89 0,671
Deslocamento lateral da cabeca (ALH) 9,81 10,11 0,613
Frequéncia de batimentos flagelares 17,93 17,62 0,198

Tabela 2 — Producéo de embrides utilizando machos tratados com 17aE2

Controle 170E2 Valor de P
Fémeas que produziram algum embrido (%) 75,00 (12/16) 90,00 (17/18) 0,110
Total de estruturas embrionarias por fémea 6,42 +1,7 8,11+1,2 0,399
Total de embrides viaveis por fémea 450+1,2 3,31+1,23 0,492
Embrides viaveis (%) 64,17 (77/120) 64,31 (146/227) 1,000

Estes sdo os dados da primeira avaliagdo dos efeitos do tratamento com
17aE2 na fertilidade de camundongos que temos conhecimento. Tais resultados
indicam que o 17a0E2 n&o afeta a fertilidade de camundongos machos e sugere
que no futuro esta molécula possa se utilizada em humanos, sem apresentar
maleficios a reproducao.

4. CONCLUSOES

Tratamento com 17aE2 ndo afeta parametros espermaticos e a producao
de embribes a partir de machos tratados. Sugerindo que o farmaco nao afeta
negativamente a fertilidade de camundogos machos.
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