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Resumo




A betametasona (BM) é o farmaco de escolha para a corticoterapia antenatal em casos de
risco de parto prematuro por induzir a maturacdo pulmonar e garantir a sobrevivéncia fetal
pos-natal. No entanto, estudos deste grupo de pesquisa com exposi¢cdo de ratos & BM no
periodo gestacional critico para o desenvolvimento do sistema genital evidenciam
programacéo fetal e alteragdes na fungdo e desenvolvimento reprodutivos em F1. Nosso
objetivo foi investigar os efeitos da BM sobre o desenvolvimento sexual em periodo que
corresponde a janela de exposicdo em humanos, além de avaliar os efeitos da exposicdo pre-
natal a BM com énfase nos desenvolvimentos sexual, cognitivo e somatico de machos e
fémeas F1 e F2. Para o experimento neonatal, ratos machos e fémeas (n=10/grupo) foram
expostos por via subcutanea a solugdo NaCl 0,9 % (Controle) ou 0,1 mg/Kg de BM nos dias
pos-natal (DPN) 1, 2 e 3. Aléem disso, para a exposi¢do pré-natal, ratas prenhes (n=10/grupo)
foram expostas a solucdo NaCl 0,9% (Controle) ou 0,1 mg/Kg de BM por via intramuscular
nos dias gestacionais 12, 13, 18 e 19. No DPN 90, os ratos machos e fémeas (F1) expostos in
utero foram acasalados com animais ndo tratados para obtencdo de F2 (prole de ratos machos)
e F2’ (prole de ratos fémeas). A exposicdo neonatal de ratos & BM reduziu o ganho de peso
corporeo em machos e fémeas durante o tratamento e a qualidade espermatica em machos,
além de ter causado desregulacdo do ciclo estral e reducdo na concentragdo de LH em fémeas
na maturidade sexual. Nos ratos expostos in utero, houve reducdo do ganho de peso em FO e
do peso da prole F1. Além disso, a instalacdo da puberdade estava atrasada e o ciclo estral
desregulado em fémeas F1, assim como a qualidade espermatica e 0 peso testicular em
machos F1 estavam reduzidos. Houve atraso dos desenvolvimentos cognitivo e somatico em
F1, F2 e F2’. Nas proles F2 e F2’, houve redu¢do do peso no dia do desmame e aumento da
distancia ano-genital em fémeas F2’ no DPN 01. Conclui-se que a exposigao pre-natal a BM
causou disfungdes nos desenvolvimentos cognitivo e somético em F1, F2 ¢ F2° e ambos 0s
periodos de exposicdo alteraram a qualidade espermaética, desregularam o ciclo estral e
causaram programacdo do desenvolvimento reprodutivo e restricdo do crescimento em
machos e fémeas F1. Portanto a exposi¢do de ratos a BM no periodo neonatal, embora tenha
efeitos menos evidentes sobre o sistema genital masculino e feminino, confirma resultados
observados anteriormente ap0s exposicao pré-natal. Apesar da reconhecida importancia da
corticoterapia antenatal humana, os achados do presente estudo sinalizam e estimulam novos
estudos a fim de minimizar possiveis efeitos adversos colaterais pds-natais.



Abstract




Betamethasone (BM) is the drug of choice for antenatal corticosteroid therapy for women at
risk of preterm delivery once it induces fetal lung maturation and enhances survival after
birth. However, fetal programming and impaired reproductive function and development were
reported by our group in F1 rats exposed to BM during the critical window of genital system
development. Thus we aimed to investigate the effects of BM on sexual development in the
neonatal period that corresponds to the exposure in humans and evaluate the effects of
prenatal BM exposure, emphasizing the sexual, cognitive and somatic developments of male
and female F1 and F2. Therefore male and female rats (n=10/group) were exposed
subcutaneously to NaCl 0.9% solution (Control) or 0.1 mg/Kg BM at postnatal days (PND) 1,
2 and 3. For prenatal exposure, 20 pregnant rats (n=10/group) were exposed intramuscularly
to NaCl 0.9% solution (Control) or 0.1 mg/kg BM at gestational days 12, 13, 18 and 19. At
PND 90, F1 male and female rats exposed in utero were mated with untreated animals to
obtain F2 (offspring of male rats) and F2’ (offspring of female rats). Neonatal exposure to
BM decreased body weight gain in male and female rats. Also, the estrous cycle was
deregulated and LH level was decreased in female rats. The sperm concentration in the caput-
corpus of the epididymis was decreased, while the sperm transit time was increased in male
rats as well as the sperm concentration in the cauda of the epididymis. Prenatal exposure to
BM reduced body weight gain of FO female rats and at birth of F1 offspring, decreased body
weight at weaning of F2 and increased anogenital distance of F2’ female at PNDO1. Also, BM
delayed puberty onset and deregulated the estrous cycle of F1 female rats. There were a
decrease in sperm quality and testicular weight at sexual maturity of male rats. We also
observed delayed physical and neurobehavioral development of F1, F2 and F2' male and
female rats. Our results demonstrated that both neonatal and prenatal exposure to BM
impaired body growth of male and female rats, impaired sperm quality and reproductive
function and led to development programming, but only prenatal BM exposure led to
dysfunctions in the cognitive and somatic developments in F1, F2 and F2’. Therefore,
neonatal BM exposure corroborated results previously observed after prenatal exposure to this
drug. Despite the recognized importance of human antenatal corticosteroid therapy, the
findings of this study evidence and encourage further studies in order to minimize possible
adverse postnatal effects.
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1. Introducéo

1.1. O rato como modelo experimental

Roedores, como o rato Wistar (Rattus novergicus albinus), sdo animais muito
utilizados na pesquisa biomédica, principalmente em avalia¢fes toxicoldgicas, devido ao seu
tamanho reduzido, 6timo custo-beneficio, facilidade de manipulacdo, além de possuirem
fisiologia e desenvolvimento de doencas bastante semelhante aos humanos, ou seja, € um
modelo experimental que, embora diferente, aproxima-se bastante da clinica humana
(DUTTA; SENGUPTA, 2013, 2016).

Embora bastante semelhante a espécie humana, ratos e camundongos apresentam um
periodo de vida bem menor, geralmente um roedor vive em torno de 4 anos, enquanto seres
humanos vivem em média 80 anos. Além disso, foi estimado que um més de vida em ratos
adultos pode equivaler a 3 anos de vida de um ser humano. O periodo gestacional em ratos
também é bastante diferente, dura cerca de 22 dias contra 280 dias gestacionais em humanos.
Portanto, ao nascerem, ratos encontram-se em estagio de desenvolvimento correspondente ao
que seriam os 150 dias de gestacdo e apenas no dia pds-natal (DPN) 12 considera-se que o
desenvolvimento fetal esta completo, sendo que este periodo corresponde ao Ultimo trimestre
gestacional na espécie humana (QUINN, 2005; OJEDA,; SKINNER, 2006).

Em relacdo ao desenvolvimento do sistema genital, sabe-se que roedores atingem a
maturidade sexual mais cedo e ndo passam pelo periodo de quiescéncia testicular que dura até
o final da juventude, como seres humanos (PICUT; ZIEJEWSKI; STANISLAUS, 2018).
Além disso, roedores sdo reprodutivamente mais eficientes. O desenvolvimento sexual pos-
natal e as janelas criticas de exposicdo em roedores e seres humanos sdo divididos nos
seguintes periodos (PICUT; ZIEJEWSKI; STANISLAUS, 2018):

Periodo Roedores Seres humanos
Neonatal DPN 0 -7 0 — 28 dias
Inféncia DPN 8 - 20 28 dias — 2 anos
Juvenil DPN 21 - 32 2 —11 anos
Pré-puberdade DPN 33 - 60 11— 14 anos

No periodo pés-natal, ratos sdo desmamados por volta da 3% semana de vida, possuem
uma infancia rapida, atingem a maturidade sexual até as 6 semanas de vida e se tornam
adultos a partir da 8% semana de vida, enquanto humanos desmamam apds 6 meses de vida e

entram na puberdade entre os 11-12 anos de idade. Portanto, todas essas diferengas entre

15




roedores e seres humanos devem ser levadas em consideragcdo quando se pensa em realizar
estudos comparativos (DUTTA; SENGUPTA, 2016; SENGUPTA, 2013).

1.2. Desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA)

O eixo HHA é composto pelo hipotdlamo, hipéfise e glandulas adrenais e é
responsavel pelo controle da resposta ao estresse, do metabolismo energético e das fungdes
cardiovascular, imune, comportamentais e reprodutivas (JOSEPH; WHIRLEDGE, 2017).
Uma vez estimulados, os neurbnios do nucleo paraventricular no hipotdlamo produzem e
liberam o horménio liberador de corticotrofina (CRH) no sistema porta-hipofisario que
estimula a liberacdo de ACTH, a partir da prd-opielomelanocortina, pela adenohipofise.
Entdo, o ACTH estimula a producdo de cortisol (ou corticosterona em roedores) pela zona
fasciculada do cértex das glandulas adrenais, que através de feedback negativo inibe a
secrecdo de CRH e a transcricdo de genes da pré-opielomelanocortina, reduzindo a atividade
do eixo HHA (GRINO et al., 1995; AIRES, 2012).

A hipdfise, glandula localizada na base do cérebro e no interior da sela turca, é
dividida fisiologicamente em duas partes: hipofise anterior ou adenohipofise e hipofise
posterior ou neurohipdfise (RANG, 2016). Em ratos, aproximadamente no dia gestacional
(DG) 13, células produtoras de ACTH s&o observadas na hipofise (NEMESKERI et al., 1988)
e, sdo identificados neurdnios produtores de CRH entre os DG 15,5 e 16,5 nas areas laterais e
no nucleo paraventricular hipotalamicos. A producdo de CRH tem inicio a partir do DG 16 e
auxilia na diferenciacdo das células produtoras de ACTH, ao mesmo tempo, inicia-se a
expressdo de pré-opielomelanocortina, precursora do ACTH (DAIKOKU et al., 1984;
GRINO et al., 1995). O CRH leva ao aumento na concentracdo de ACTH na hipdfise em até
10 vezes entre 0s DG 17 e 20 (CHATELAIN; DUPQOUY, 1981). Do DG 20 até o nascimento
a producdo de ACTH permanece constante e inalterada (MANOJLOVIC-STOJANOSKI et
al., 2012).

As glandulas adrenais sdo estruturas pares que derivam da proliferacdo celular do
mesoderma esplancnico e estdo localizadas na parte superior dos rins e subdivididas em
medula e cortex, sendo que o cortex ainda é dividido em trés zonas: fasciculada, reticulada e
glomerulosa em individuos adultos (ALHEIRA; BRASIL, 2005; MANOJLOVIC-
STOJANOSKI; NESTOROVIC; MILOSEVIC, 2012; BUSADA; CIDLOWSKI, 2017). O
ACTH age sobre o cortex das adrenais e estimula o crescimento, desenvolvimento, producao

e liberagdo de glicocorticoides, mineralocorticoides e uma pequena quantidade de horménios
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esteroides, que sdo importantes durante o desenvolvimento pré-natal, pois fornecem substrato
para producdo de estrégenos pela placenta (NUSSDORFER; MAZZOCCHI; REBONATO,
1971; BUSADA; CIDLOWSKI, 2017).

A partir do DG 13, em ratos, as glandulas adrenais j& produzem corticosterona, no
entanto, sO séo responsivas ao estimulo de ACTH a partir do DG 16, coincidindo com o inicio
da producdo deste hormoénio (MITANI et al., 1999). Entdo, proximo ao nascimento, mais
precisamente a partir do DG 19, ocorre um pico na producéo e liberagdo de glicocorticoides,
que logo decresce a niveis basais (GRINO et al., 1995). Em seres humanos, as adrenais sdo
identificadas entre a 3% e 4% semanas de gestacdo como um espessamento celular entre o
mesentério e as cristas gonadais, porém apenas a partir da 8 semana gestacional que é
possivel diferenciar as zonas na regido do cértex e a producdo de hormonios esteroides e
glicocorticoides, assim como ocorre a ativacdo do eixo HHA e liberacdo de ACTH pela
hipofise (MESIANO; JAFFE, 1997). Entdo, entre as semanas gestacionais 8 e 9 ocorre um
pico na concentracao de cortisol, que atinge o platd até a semana gestacional 14 e permanece
desta forma até o periodo préximo ao nascimento (BUSADA; CIDLOWSKI, 2017).

1.3. Desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada (HHG)

A fisiologia reprodutiva em mamiferos é regulada pelo hormdnio hipotalamico
liberador de gonadotrofinas (GnRH) (WEN et al., 2010). Ao serem estimulados, 0s neurdnios
da area pré-éptica do hipotalamo produzem e liberam GnRH no sistema porta-hipofisario que,
por sua vez, ird estimular a liberacdo de gonadotrofinas, os horménios luteinizante (LH) e
foliculo estimulante (FSH) pela hipdfise anterior e, entdo, estes hormonios irdo estimular a
gametogénese e esteroidogénese gonadal. O aumento na secrecao de testosterona, estrogeno e
progesterona inibem a liberacdo de GnRH, LH e FSH, através de feedback negativo e inibem
a atividade do eixo HHG. Além disso, o hormdnio inibidor de gonadotrofinas (GnlH),
produzido pela nucleo dorsomedial do hipotalamo, inibe a liberacdo de GnRH e, portanto, o
eixo HHG (GERAGHTY; KAUFER, 2015) (Figura 1).

Embora em roedores o desenvolvimento gonadal fetal seja independente de
gonadotrofinas, a partir do DG 12, inicia-se a expressdo de GnRH no hipotalamo e de seus
receptores na hipdfise e acredita-se que a presenca de GnRH auxilia na diferenciacdo dos
gonadotréfos hipofisarios (OJEDA; SKINNER, 2006). No entanto, a concentracdo de GnRH
permanece baixa até aproximadamente o DG 17, quando comega a aumentar e ocorre um pico

préximo ao nascimento, que leva a sintese de LH imediatamente e de FSH apds dois dias,
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demonstrando que a sintese de FSH é dependente do inicio da producdo de LH (OJEDA,
SKINNER, 2006). Entdo, o inicio da sintese de gonadotrofinas, leva ao inicio da
esteroidogénese gonadal.

Nos testiculos de roedores por volta do DG 15, as células de Leydig fetais ja
expressam receptores para LH e produzem pequenas quantidades de andrégenos. No entanto,
apenas por volta do DG 18, quando ocorre um aumento expressivo de receptores para LH
nestas células, € que hd um pico na concentracdo de testosterona que € essencial para o
processo de diferenciacdo sexual cerebral e gonadal em ratos machos (WARREN et al., 1984;
CORBIER; EDWARDS; ROFFI, 1992; OJEDA; SKINNER, 2006). Por outro lado, os
receptores para FSH sdo identificados pela primeira vez nas células de Sertoli apenas a partir
do DG 17,5, ap6s o inicio da expressdo de receptores para LH (PICUT; ZIEJEWSKI;
STANISLAUS, 2018). Em fémeas, s6 é possivel identificar receptores para LH e FSH nos
ovarios a partir do DPN 4 ou 5, quando as gbnadas se tornam responsivas as gonadotrofinas.

No entanto, embora o desenvolvimento gonadal fetal seja independente de
gonadotrofinas, o estrogeno é indispensavel para o desenvolvimento ovariano, manutencdo
dos foliculos ovarianos e regulacdo do eixo reprodutivo (OJEDA; SKINNER, 2006). Entdo,
devido a necessidade de esteroides para o desenvolvimento ovariano, a esteroidogénese em
fémeas inicia-se durante o periodo fetal e evidéncias sugerem que a noradrenalina e 0
polipeptideo intestinal vasoativo estimulam esse processo a partir do AMP ciclico (DENEF et
al., 1974; GEORGE; OJEDA, 1987; OJEDA; SKINNER, 2006).

Em seres humanos, o correto desenvolvimento gonadal e folicular é dependente de
gonadotrofinas, que séo secretadas a partir da 122 semana gestacional, sendo que 0s picos nas
concentraces de LH e FSH ocorrem por volta do 2° trimestre gestacional e é maior em
fémeas do que em machos (MANOJLOVIC-STOJANOSKI; NESTOROVIC; MILOSEVIC,
2012).
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Figura 1. Esquema representativo do eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnada. Fonte: Adaptado de Whirledge e
Cidlowski, 2010.

1.4. Determinacao e diferenciagdo sexual

Inicialmente, as cristas gonadais sdo identificadas como dois espessamentos
bipotenciais e indiferenciados do epitélio celomico localizados medialmente no mesonefro e
que se diferenciaram do mesoderma intermediario pela influéncia dos fatores de transcricdo
Pax 2 e Pax 8. Em mamiferos, a determinacdo sexual gonadal em testiculos ou ovarios ocorre
pela presenca ou auséncia do gene SRY, respectivamente, que esta localizado no braco curto
do cromossomo Y em machos (LOVELL-BADGE; ROBERTSON, 1990; KOOPMAN et al.,
1991; SCHMAHL et al., 2000).

Apos a formacdo das cristas gonadais, entre os DG 9,5 e 11, as células germinativas
primordiais, que derivam de células epiblasticas da linha primitiva e sdo precursoras dos
gametas masculino e feminino, se proliferam e migram da parede posterior do saco vitelinico
para a regido das gonadas indiferenciadas. Entdo, apos a migracdo das células germinativas
primordiais, se 0 sexo cromossomico do animal for XY, ocorrerd a expressdo de Sry, que
levara a determinacdo sexual e a diferenciagdo gonadal em testiculos. Caso 0 sexo
cromossomico do individuo seja XX, as cristas gonadais se diferenciam em ovarios
(MCLAREN; SOUTHEE, 1997; YAO, 2003; CUPP; SKINNER, 2005). J& foi demonstrado

que delecdes ou inibicdo da expressdo de Sry levam as gonadas XY a se diferenciarem em
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ovarios ou ovotestes, estrutura composta por tecido testicular e ovariano (SCHMAHL et al.,
2000; ALBRECHT; EICHER, 2001).

Em seres humanos, as cristas gonadais sdo visualizadas apenas a partir da 42 SG e se
tornam diferenciadas apenas na 72 semana gestacional. Entdo, durante este periodo, as células
epiteliais das cristas gonadais se proliferam e formam corddes sexuais que irdo se agregar
com as células germinativas primordiais a partir da 62 semana gestacional. Se o feto for XY, a
proliferacdo continua até a 8% semana gestacional e os testiculos se formam. Se o feto for XX,
0s ovarios contendo os foliculos primordiais s6 sdo visualizados a partir da 162 semana
gestacional (GILBERT, 2003).

Assim como as gonadas no inicio do desenvolvimento, o cérebro também apresenta
bipotencialidade. Com o aumento da producdo de testosterona pelos testiculos no periodo
préximo ao parto ocorre, a diferenciacdo dos ductos mesonéfricos, genitalia externa, além do
dimorfismo sexual cerebral em ratos machos (SCHWARZ; MCCARTHY, 2008).

A diferenciacdo sexual cerebral é estimulada por hormonios esteroides, que
atravessam livremente a barreira hematoencefalica, e ocorre em duas fases diferentes:
organizacional e ativacional. A primeira inclui as etapas de masculinizacdo, que € a
organizacdo de ume rede neuronal permissiva ao comportamento sexual tipico masculino
através da interacdo do estrogeno com receptores do tipo ERa em determinadas regides
cerebrais, como a area pré-Optica, e a defeminizacdo, que é o processo de perda da
capacidadede responder aos efeitos do estrdgeno e progesterona na vida adulta. A presenca de
estrdgenos induz a producdo de prostaglandinas em areas sexualmente dimdrficas no cérebro
e dessa forma promove mudangas morfofisioldgicas que masculinizam o cérebro
(AMATEAU; MCCARTHY, 2004). A fase ativacional ocorre na puberdade e durante toda
vida adulta e compreende a exposi¢do do animal aos hormonios esteroides, testosterona, em
machos, e estrogeno e progesterona em fémeas, que induzem o comportamento sexual e
levam a manifestacdo dos caracteres sexuais secundarios de acordo com 0 sexo cromossémico
do animal.

Portanto, a expressdo de hormdnios esteroides durante o desenvolvimento,
principalmente no periodo préximo ao nascimento em roedores, é essencial para definir o
comportamento sexual em adultos (SCHWARZ; MCCARTHY, 2008; ROSENFELD, 2017;
MCCARTHY:; DE VRIES; FORGER, 2010).

1.5. Desenvolvimento do sistema genital masculino
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Apb6s a migracdo das células germinativas primordiais, a expressdo de Sry e Sox9 e a
determinacdo sexual, aproximadamente no DG 12, as células mesenquimais somaéticas do
epitélio gonadal se proliferam e diferenciam em células de Sertoli que entdo se agregam com
as células germinativas primordiais e com células que migraram dos mesonefros, que
originam as células midides peritubulares e endoteliais, dando inicio a formacgdo dos cordBes
seminiferos. As células endoteliais formam a rede de vasculariza¢éo dos testiculos a partir do
DG 12,5 e as células midides peritubulares formam uma camada de células ao redor dos
corddes seminiferos.

Entdo, por volta do DG 13, as células de Sertoli iniciam a producéo e secrecdo do
hormbnio anti-Milleriano (AMH), que promove a regressdo dos ductos paramesonéfricos
(CUPP; SKINNER, 2005). Além de produzirem AMH, também produzem substancias que
induzem a diferenciacdo de células de Leydig e prostaglandinas, que impedem que as células
germinativas entrem em meiose (DOLCI; DE FELICI, 1990; MCLAREN; SOUTHEE, 1997,
SHARPE et al, 2003; MANOJLOVIC-STOJANOSKI; NESTOROVIC; MILOSEVIC,
2012). Em ratos, as células de Sertoli se proliferam com maior taxa entre os DG 18 e 21,
coincidindo com o pico na concentracao de testosterona (ORTH, 1982).

Aproximadamente no DG 12,5, as células de Leydig fetais se diferenciam e, no DG
14,5, a estereidogenese tem inicio com a producdo de androstenediona e de ativina A, que
controla a proliferacdo de células de Sertoli e o desenvolvimento dos corddes seminiferos
(SVINGEN; KOOPMAN, 2013). No inicio do desenvolvimento, a androstenediona sera
convertida a testosterona pelas células de Sertoli devido a auséncia de 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase nas células de Leydig fetais. A diferenciacdo de novas células de Leydig fetais
depende tanto de substancias produzidas pelas células de Sertoli quanto, produzidas pelas
células de Leydig fetais ja diferenciadas. Estas substancias irdo impedir a apoptose de células
de Leydig fetais ja diferenciadas (WEN; CHENG; LIU, 2016).

Apbs 0 nascimento, os gondcitos se diferenciam em espermatogdnias e migram para
base do epitelio, as células de Sertoli se proliferam até aproximadamente o DPN 18 e entéo
amadurecem e formam a barreira Sertoli-Sertoli, que confere prote¢do imunologica aos
tubulos seminiferos e ampara 0 processo espermatogénico que se inicia logo apds o
estabelecimento desta barreira. Além disso, as células de Leydig fetais regridem e dao lugar
as células de Leydig progenitoras, que até a pré-puberdade se diferenciam em adultas e
iniciam a estereidogenese (PICUT; ZIEJEWSKI; STANISLAUS, 2018).
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Entre os DG 16,5 e 18,5, os ductos mesonéfricos, sob influéncia de andrégenos, se
diferenciam em epididimos, que entdo comecam a passar pelo processo de enovelamento no
sentido cranio-caudal. No periodo pos-natal, o epididimo passa por trés periodos de
desenvolvimento: indiferenciado, de diferenciacdo e de expansdo (HINTON et al., 2011;
ARROTIA et al., 2012; ROBAIRE; HINTON, 2015). Ao nascimento, as diferentes regides do
epididimo s&o visiveis e toda sua extensdo estd altamente enovelada, com exce¢do da regido
da cauda. Além disso, o epitélio caracteriza-se por colunar indiferenciado e é possivel
observar celulas em processo de mitose, sendo que até o DPN 15 ocorre um grande
crescimento longitudinal deste 6rgdo em ratos (HERMO; BARIN; ROBAIRE, 1992;
ROBAIRE; HINTON, 2015).

A diferenciacdo histoldgica epididimaria inicia-se com o surgimento das células halo
apenas no inicio da infancia, marcando o final do periodo indiferenciado. No periodo de
diferenciacdo, as células colunares se diferenciam nos tipos adultos: principais, basais,
narrow, halo e claras, e o epitélio passa a apresentar caracteristica pseudoestratificada. Até o
DPN 49, ou seja, o fim da puberdade, todas as células colunares ja passaram pelo processo de
diferenciacdo (HERMO; BARIN; ROBAIRE, 1992; ARROTIA et al., 2012; ROBAIRE;
HINTON, 2015). A partir desse momento, ja é possivel visualizar espermatozoides na luz e o
6rgdo continua crescendo longitudinalmente, caracterizando a fase de expansdo (STAACK et
al., 2003; ROBAIRE; HINTON, 2015).

Além de se diferenciarem em epididimos, os ductos mesonéfricos originam os ductos
deferentes e as glandulas seminais sob influéncia de androgenos (ROBAIRE et al., 2006). O
primordio das glandulas seminais surge no DG 18 e forma-se como um diverticulo que se
alonga cranio-dorsalmente até o DG 21, quando entdo adquire o dobramento caracteristico de
adultos (PRICE, 1936). O processo de ramificacdo ocorre entre os DPN 5 e 15, apds o DPN
30 o epitélio encontra-se diferenciado e no DPN 36 a glandula encontra-se funcional. Os
ductulos eferentes, por sua vez, derivam dos tdbulos mesonéfricos (ROBAIRE; HINTON,
2015).

O seio urogenital, uma estrutura derivada de endoderme, € um rudimento embrionario
bipotente que em machos, devido a a¢do da testosterona, origina a prostata, uretra prostéatica,
glandulas bulbouretrais e bexiga. Em ratos, o desenvolvimento prostatico inicia-se com a
formacgédo de brotos epiteliais solidos que emergem do seio urogenital e se projetam no
mesénguima adjacente em resposta ao estimulo de andrégenos secretados pelos testiculos a

partir do DG 19 (CUNHA et al., 2004). Ap6s o nascimento, as células epiteliais e basais se
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diferenciam, os brotos alongam-se, adquirem um limen e até o final da puberdade encontram-
se completamente ramificados (SUGIMURA; CUNHA; DONJACOUR, 1986; CUNHA et al.,
2004). Embora a prostata esteja completamente desenvolvida até as 3 semanas de vida, apenas
apos a puberdade ¢é que ird adquirir caracteristicas adultas (PRICE, 1936).

Portanto, a determinacgéo e a diferenciacdo sexual em gonadas XY dependem de trés
hormonios: AMH, que ira levar a regressdo dos ductos paramesonéfricos, andrdgenos, que
promoverdo o desenvolvimento dos derivados dos ductos mesonéfricos, a masculinizacdo da
genitalia externa e o dimorfismo sexual cerebral, e 0 Insl3, que esta envolvido com a descida
dos testiculos para o escroto (SHARPE et al, 2003; MANOJLOVIC-STOJANOSKI;
NESTOROVIC; MILOSEVIC, 2012).

1.6. Desenvolvimento do sistema genital feminino

Apbs a migracdo das células germinativas primordiais, entre os DG 11,5 e 12, a
gbnada XX, na auséncia da expressdo de Sry, expressa os fatores Wnt4 e Foxl2 e acido
retinoico que irdo inibir a expressdo de fatores ligados a masculinizacdo e levardo a
diferenciacéo do epitélio somatico das gbnadas em células da pré-granulosa. O primeiro sinal
de inicio do desenvolvimento ovariano é o surgimento das regides do cértex e da medula e de
agrupamentos de células germinativas primordiais envoltas por células epiteliais escamosas,
as células pré-granulosa, formando os corddes ovarianos (OJEDA; SKINNER, 2006).

Apds o DG 12,5, em contraste com 0 que acontece no desenvolvimento das gbnadas
masculinas, o epitélio das cristas gonadais XX continua se proliferando e invagina-se. As
células germinativas primordiais se agregam com células pré-granulosa, se diferenciam em
ovogbnias e, devido a citocinese incompleta durante a mitose, formam pontes
intracitoplasmaticas entre si, originando os cistos ovarianos. Entre os DG 14,5 e 17,5, as
ovogonias se diferenciam em ovocitos e passam e se proliferar por meiose. Enquanto isso, 0s
cistos ovarianos sdo rompidos devido a ingressdo de mais células da pré-granulosa,
originando os ninhos ovarianos, contendo até dois ovocitos em seu interior. Entdo, 0s ovocitos
entram em parada meidtica, que sera reestabelecida apenas apds o nascimento. Acredita-se
gue o &cido retinoico é o fator que leva as ovogdnias em fémeas a entrarem em meiose
(OJEDA; SKINNER, 2006).

A presenca da progesterona placentaria impede que os ovécitos entrem em apoptose,
porém, apds o nascimento, este estimulo cessa e essas células entram em morte celular

programada, formando os foliculos primordiais. Apds a formacdo dos foliculos primordiais,
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ocorre uma onda foliculogénica que leva ao desenvolvimento de foliculos pré-antrais e antrais
até o DPN 15. No entanto, eles entram em atresia e apenas ao inicio da puberdade é que
ocorre a primeira ovocitacdo (LAFFAN et al., 2018). Depois de formados, os foliculos
primordiais representam todo o conjunto de gametas em um individuo do sexo feminino
durante a vida reprodutiva, uma vez que as células germinativas em fémeas s6 se proliferam
durante o desenvolvimento embrionério, diferente do que ocorre em machos, que a
proliferacdo é ao longo de toda vida (BRENNAN; CAPEL, 2004; PASK, 2016).

As células da granulosa, que sdo analogas das células de Sertoli e irdo nutrir as células
germinativas durante o desenvolvimento, e as células da teca envolvem o foliculo primordial
e sdo responsaveis pela esteroidogénese, ou seja, correspondem as células de Leydig. Elas
fornecem os horménios necessarios para o crescimento e maturacgéo folicular.

Os ductos paramesonéfricos formam-se apo6s 37 dias de gestacdo, em seres humanos, e
aproximadamente no DG 12 em camundongos. Futuramente, diferenciam-se em tubas
uterinas, Utero, colo uterino e na parte superior da vagina (PARKER; SCHIMMER, 2006). O
seio urogenital ird originar a parte inferior da vagina, a uretra e a bexiga urinaria (STAACK et
al., 2003).

1.7. Desenvolvimento pos-natal inicial

Em mamiferos, a puberdade compreende o periodo de transicdo entre a infancia e a
vida adulta (ABREU; KAISER, 2016). Durante este periodo, a maturidade sexual, capacidade
de fertilizar e caracteres sexuais secundarios sdo adquiridos e tanto a genitalia externa como
as gonadas passam pelo processo de crescimento e maturacdo (HAN; LEE, 2013).

O inicio da puberdade, em roedores, é desencadeado por uma série de fatores que se
iniciam no comeco da vida do animal. Logo apd6s o0 nascimento, ocorre aumento na
pulsatilidade de GnRH que leva a maior na sintese e liberacdo de FSH e LH que dura até
aproximadamente o DPN 12. No periodo pré-pubere, h4 novamente um aumento na
pulsatilidade de GnRH que leva a maior liberacdo de LH e FSH e, consequentemente, de
hormonios esteroides pelas gbnadas, induzindo a maturacdo testicular e ovariana e a
instalagdo da puberdade (OJEDA,; SKINNER, 2006). A Kisspeptina é um dos fatores que
estimula a sintese de GnRH e de gonadotrofinas e controla o mecanismo de feedback negativo
e positivo dos hormonios esteroides, regulando o eixo HHG (HARTER et al., 2018).

Em fémeas, a instalacdo da puberdade ocorre aproximadamente no DPN 30 e é

evidenciada pela alteracdo no padrédo de secrecdo de LH, que leva a maior secrecdo de
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estrogeno e progesterona pelos ovarios e, consequentemente, causa a queratinizacdo e
canalizacdo do canal vaginal (abertura vaginal) e primeiro estro (VIDAL, 2017). O feedback
positivo € o estimulo principal para o aumento pré-ovulatério na concentracdo de LH que
induz o inicio da puberdade em fémeas.

Em machos, ao nascimento, os testiculos encontram-se na cavidade abdominal, entéo,
por volta do DG 15, pelo estimulo do hormdnio semelhante a insulina do tipo 3 ocorre a
descida para o escroto. Por volta do DPN 45, em resposta a maior secrecdo de testosterona
pelos testiculos, ocorre a instalacdo da puberdade em roedores machos, evidenciada pelo
crescimento acentuado testicular, pela separagdo do prepucio da glande e da formacdo dos
tibulos seminiferos (CLERMONT; PEREY, 1957; OJEDA; SKINNER, 2006).
Microscopicamente € possivel observar espermatozoides nos testiculos a partir do DPN 40 e,
aproximadamente 15 dias depois, € possivel visualizar espermatozoides nos epididimos
(OJEDA; SKINNER, 2006).

1.8. Glicocorticoides e desenvolvimento intrauterino

Os glicocorticoides sdo hormonios esteroides sintetizados na zona fasciculada do
cortex da adrenal a partir do estimulo de ACTH e liberados de acordo com o ritmo circadiano
(DICKMEIS; WEGER; WEGER, 2013; WOOD; WALKER, 2015; BUSADA;
CIDLOWSKI, 2017). Desempenham importante fung@o no controle da homeostase corporal e
no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, garantindo a disponibilidade de glicose
para 0 organismo e evitando estados hipoglicémicos. Além disso, atuam como agentes
imunossupressores e como gatilho durante o desenvolvimento intrauterino, promovendo o
desenvolvimento morfofisiologico de 6rgdos e sistemas e a maturacdo de processos que Sao
imprescindiveis para a sobrevivéncia apds 0 nascimento, uma vez que inibem a proliferacdo e
estimulam diferenciacdo celular (RHEN; CIDLOWSKI, 2005; AIRES, 2012; FOWDEN;
FORHEAD, 2015; RANG, 2016; BUSADA,; CIDLOWSKI, 2017).

Uma vez dentro da célula, os glicocorticoides se ligam aos receptores de
glicocorticoides (GR) ou mineralocorticoides (MR), pertencentes a familia de receptores
nucleares, e induzem a hiperfosforilagdo e alteragdes na conformagéo molecular do receptor,
que ligado ao horménio forma um complexo que é translocado para o nucleo. Dentro do
nucleo, esse complexo tem dois destinos: interagir diretamente com elementos do DNA
responsivos ou ndo responsivos aos glicocorticoides estimulando ou inibindo a transcri¢do
génica, respectivamente (ALHEIRA; BRASIL, 2005; RHEN; CIDLOWSKI, 2005; AIRES,
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2012). Grande parte dos glicocorticoides circulante esta ligada a globulina transportadora de
glicocorticoides, outra a albumina e uma pequena parte encontram-se na sua forma livre, que
é a responsavel pelas ages fisioldgicas (RHEN; CIDLOWSKI, 2005; SPENCER; DEAK,
2017) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de Agéo dos Glicocorticoides. Fonte: Adaptada de Barnes, 2010.

A atividade e biodisponibilidade dos glicocorticoides nos diferentes tecidos é regulada
pelos tipos 1 ¢ 2 da enzima 11p-hidroxiesteroide desidrogenase (11B-HSD), expressas em
concentracdes diferentes de acordo com o tipo de tecido, sendo que a primeira é expressa no
figado, tecido adiposo, musculos, ilhotas pancreaticas, cérebro, células imunes e nas gonadas,
e a segunda, nos rins, placenta e tecidos fetais (CHAPMAN; HOLMES; SECKL, 2013). A
11B-HSD1 tem atividade de redutase, ou seja, converte a cortisona em cortisol. Ja a 11p-
HSD2 possui atividade de oxidase, ou seja, converte o cortisol em cortisona e seus
metabolitos, inativando-o e permite que a aldosterona se ligue aos receptores do tipo MR nos
tecidos (CHAPMAN; HOLMES; SECKL, 2013).

A medida que o parto se aproxima em roedores, a expressio de 11p-HSD2 na placenta
diminui, assim como ocorre ativacdo do eixo HHA fetal, esses fatores em conjunto levam ao
aumento na concentracdo de glicocorticoides enddgenos no feto (FLAGEL et al., 2002;
MURPHY; CLIFTON, 2003; HARRIS; SECKL, 2011; ROG-ZIELINSKA et al., 2013;
FOWDEN; FORHEAD, 2015; AGNEW et al., 2018). Estudos em camundongos mostram um
aumento na expressdo de RNA mensageiro para GR ao fim da gestacdo e que logo em
seguida, a concentracdo desses receptores volta a diminuir, o que corrobora a importancia dos
glicocorticoides no desenvolvimento fetal (KITRAKI; KITTAS; STYLIANOPOULOU,
1997).

Devido aos efeitos imunossupressor e anti-inflamatério dos glicocorticoides

enddgenos, foram desenvolvidos glicocorticoides sintéticos para o tratamento de uma série de
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doencas inflamatdrias, auto-imunes e alergias, além de serem amplamente utilizados na
terapia de reposicdo hormonal e antenatal, como em casos de doenga de Addison e em riscos
de parto prematuro, respectivamente (RHEN; CIDLOWSKI, 2005; ZHANG et al., 2019). Os
glicocorticoides sintéticos, como a betametasona (BM), dexametasona ou predinisolona,
possuem mais especificidade e afinidade pelos receptores GR do que pelos MR, portanto, é
possivel separar o efeito glicocorticoide do mineralocorticoide e também minimizar os efeitos
colaterais (RANG, 2016).

1.9. Terapia antenatal e parto prematuro

O parto prematuro é o nascimento de um bebé vivo antes de 37 semanas gestacionais
completas e esta associado a formacédo incompleta de érgdos, maior morbidade e mortalidade
neonatal e infantil, doencas cardiometabdlicas na vida adulta e alteracbes nos
desenvolvimentos cognitivo e somatico. Portanto, devido ao importante papel dos
glicocorticoides no desenvolvimento fetal, mulheres em risco de parto prematuro sdo
submetidas a corticoterapia antenatal com BM ou dexametasona, entre a 242 e 342 semanas
gestacionais, para fornecer, de forma sintética, o gatilho para a maturacdo fetal final,
principalmente dos pulmdes, e diminuir os riscos de morbidade e mortalidade neonatal e
infantil e de sindrome respiratéria aguda (NIH, 1994; RAJU, 2006; LIU et al., 2012;
BLENCOWE et al., 2013; AGNEW et al., 2018).

Tanto a BM como a dexametasona sdo equivalentes e 25 vezes mais potentes do que o
cortisol e ndo sdo metabolizadas pela 11p-HSD2. No entanto, a primeira mostrou-se mais
eficaz em induzir a maturacdo pulmonar fetal e possui menos efeitos adversos sobre o
desenvolvimento neural de camundongos (JOBE; SOLL, 2004), sendo o medicamento de
escolha para a terapia antenatal. A biodisponibilidade do farmaco no sangue fetal equivale a
30% da concentracdo plasmatica materna (LIGGINS; HOWIE, 1972; HALLMAN, 2015). O
fosfato de BM é rapidamente hidrolisado por fosfatases plasmaticas a sua forma livre e
apresenta meia vida de 36 a 72 horas (HALLMAN, 2015). Portanto, mulheres em risco de
parto prematuro recebem duas doses de BM na concentracdo de 12 mg por via intramuscular a
cada 24 horas e na combinagéo de acetato e fosfato, o que proporciona maiores concentragao
plasmatica e tempo de meia vida, aumentando os efeitos farmacoldgicos da droga
(CROWLEY, 2007).

O estudo clinico pioneiro de Liggins e Howie com a corticoterapia antenatal com BM

demonstrou reducdo nas taxas de sindrome respiratoria aguda e de mortalidade neonatal

27



(LIGGINS; HOWIE, 1972). Mais tarde, uma metanalise também demonstrou que a
corticoterapia em casos de risco de parto prematuro ajudava a reduzir hemorragias
intraventriculares, enterocolite necrotizante e morte neonatal (CROWLEY, 2007). A
corticoterapia antenatal, além de promover maior sobrevivéncia neonatal, reduz os custos na
area da salde com tratamentos de neonatos prematuros. Acredita-se que a exposicdo
prematura aos glicocorticoides sintéticos leva ao afinamento da parede alveolar, aumentando
a capacidade pulmonar para trocas gasosas e induz a producdo de surfactantes (JOBE;
IKEGAMI, 2000).

1.10. Superexposi¢ao aos GC, reproducao e programacéo fetal

Embora a corticoterapia antenatal tenha se mostrado bastante eficaz e benéfica, é
necessario se atentar aos danos a longo prazo gerados pela exposicdo prematura aos
glicocorticoides, uma vez que o desenvolvimento intrauterino ¢ um periodo de intensa
proliferacdo celular e sensivel a acdo de fatores quimicos, fisicos e biolégicos que podem
levar a alteracbes permanentes no desenvolvimento, predispondo o individuo a doencas
cardiometabdlicas na vida adulta (GILLMAN, 1995; ROSEBOOM; DE ROOIJ; PAINTER,
2006; MANOJLOVIC-STOJANOSKI; NESTOROVIC; MILOSEVIC, 2012).

Durante a gestagdo em humanos, a enzima 11B-HSD2 é expressa em alta concentracéo
na placenta e controla e o protege o feto da exposicdo exacerbada ou prematura aos
glicocorticoides enddgenos de origem materna. Sabe-se que 0 aumento na concentracdo de
glicocorticoides enddgenos de fonte materna, por restricdo proteica ou estresse, ou sintéticos,
em casos de corticoterapia antenatal, leva a diminuicdo da expressdo de 11B-HSD2 na
placenta, comprometendo ndo apenas o desenvolvimento fetal, mas também o crescimento e
morfologia placentarios (EDWARDS et al., 1996; SECKL, 1997; COOKE et al., 2004;
WHIRLEDGE; CIDLOWSKI, 2010; FOWDEN; FORHEAD, 2015). Além disso, 0 eixo
HHA fetal é bastante sensivel a elevadas concentracdes de glicocorticoides e sua desregulacdo
estd associada a distarbios comportamentais, imunolégicos, morfofuncionais e atrasos no
desenvolvimento e crescimento somatico (SECKL, 1997; WILLIAMS et al., 1999;
MOISIADIS; MATTHEWS, 2014).

Sendo assim, alteragdes na expressdao de 11B-HSD2 ou na atividade do eixo HHA
materno expdem o feto a glicocorticoides de forma exagerada, 0 que sinaliza para um
ambiente intrauterino adverso e, em consequéncia, leva a programacao do desenvolvimento

para garantir a sobrevivéncia apdés o nascimento. No entanto, a programagdo do
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desenvolvimento estd associada com restricdo do crescimento intrauterino, baixo peso ao
nascer e distlrbios psiquiatricos e comportamentais, aumentando a susceptibilidade de
desenvolvimento de doencas na vida adulta, como diabetes e hipertensdo (FOWDEN;
FORHEAD, 2004; MANOJLOVIC-STOJANOSKI et al., 2012; BRAUN et al., 2013)

Sabe-se que os glicocorticoides sdo necessarios para a fungdo reprodutiva, porém em
alta concentracdo desregulam o eixo HHG e causam disturbios de fertilidade. Em situagdes
estressoras, 0 eixo HHA ¢ ativado e o cortisol liberado desencadeia a resposta de luta e fuga
para disponibilizar energia para o organismo e garantir a sobrevivéncia e, da mesma forma,
inativa vias fisioldgicas dispensaveis a vida, sendo a reprodutiva uma delas. Em curto prazo
esses efeitos podem ser revertidos, no entanto, em longo prazo os danos podem ser
permanentes mesmo quando cessado o estimulo estressor (GERAGHTY; KAUFER, 2015).
Os glicocorticoides interferem e modulam o eixo HHG por inibir a liberacdo do GnRH pelo
hipotalamo, estimular a sintese de GnlH, inibir a sintese e liberacdo de gonadotrofinas pela
hipofise, e de hormdnios esteroides pelos testiculos e ovarios, impactando negativamente na
gametogénese, diferenciacdo e comportamento sexual (MICHAEL; COOKE, 1994; DAVIES;
NORMAN, 2002; GERAGHTY; KAUFER, 2015) (Figura 3).

Os glicocorticoides se ligam a receptores do tipo GR nas células germinativas, de
Leydig e de Sertoli ou nos ovérios e desencadeiam a maior apoptose celular e diminuem a
estereidogenese e gametogénese. Além disso, os glicocorticoides inibem a estereidogenese
através do silenciamento da expressdo de proteina regulatéria aguda estereidogénica,
relacionada com a captacdo de colesterol para o processo de estereidogense (LIU et al., 2018).

PIFFER e colaboradores (2009) demonstraram que ratos expostos no periodo
intrauterino a BM apresentaram diminuicdo na concentracdo de testosterona no periodo
préximo ao parto, levando a diminuicdo deste horménio na vida adulta e alteracdo na escolha
de parceiro sexual. Estudos sugerem que a exposicdo intrauterina aos glicocorticoides
sintéticos causa programacdo fetal e restricdo do crescimento intrauterino (BORGES et al.,
2016; DE BARROS et al., 2018), alem de desregulacdo do eixo HHG, levando ao atraso do
desenvolvimento reprodutivo inicial e reducdo da fertilidade em ratos machos e fémeas. Além
disso, em ratos machos, observaram-se alteragbes na qualidade espermética e nas
morfofisiologias testicular e epididiméaria (PIFFER; PEREIRA, 2004; PIFFER et al., 2009;
BORGES et al., 2017a, 2017c).

A exposicdo intrauterina aos glicocorticoides estad relacionada com herancgas

transgeracionais, uma vez que a prole masculina F2 de ratos machos apresentou reducéo do

29



peso ao nascer, desregulacdo do eixo HHG, atraso no desenvolvimento sexual inicial, além de
alteracbes na qualidade espermatica, indicado pela diminuicdo da fertilidade (DRAKE et al.,
2011; BORGES et al., 2017b). Ovelhas que foram expostas de maneira cronica a
glicocorticoides sintéticos apresentaram reducdo na pulsatilidade de GnRH, no entanto a
intensidade do efeito dependeu do tipo e duracdo do estimulo, além da presenca de hormonios
esteroides (OAKLEY et al., 2009). Além disso, estudos em ratos mostram que estresse por
restricdo combinado com administracao de cortisol diminui a secrecdo de LH. No entanto, o
estresse agudo estd associado ao aumento na secrecdo de LH, prolactina e FSH, sugerindo
ativagdo do eixo HHG (GERAGHTY; KAUFER, 2015).

Acredita-se que os glicocorticoides causem modificacdes epigenéticas, como
metilacdo ou desmetilacdo, que sdo alteracdes na estrutura do DNA sem alterar a sequéncia
nucleotidica e que modulam a expressdo génica. Essas alteracbes podem perpetuar e gerar
danos ao longo das geracdes subsequentes (MANOJLOVIC-STOJANOSKI; NESTOROVIC;
MILOSEVIC, 2012; FOWDEN; FORHEAD, 2015).
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Figura 3. Representacgdo dos eixos hipotalamo-hipéfise-gbnada e hipotalamo-hipofise-adrenal e da influéncia dos
glicocorticoides. Fonte: Adaptado de Geraghty e Kaufer, 2015.
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6. Conclusdes

Atraveés dos dados obtidos podemos concluir que a exposicéo pré-natal a BM, além de
causar efeitos toxicos em fémeas da geracdo FO, levou a disfuncdes nos desenvolvimentos
cognitivo e somatico em F1, F2 e F2’, além de programacéo do desenvolvimento reprodutivo
e alteracdo da qualidade espermatica em F1.

Embora a exposicdo neonatal ndo tenha causado impactos tdo evidentes quanto a
exposicao pré-natal, como observado pelo grupo de pesquisa anteriormente, também foi capaz
de diminuir a qualidade espermatica de machos e desregular o ciclo estral em fémeas, além de
levar a alteracGes no peso, sugerindo programacéo do desenvolvimento.

Vale ressaltar que as diferencas entre os modelos experimentais utilizados e as
condicdes de exposicdo a BM na clinica humana devem ser pontuadas. No estudo, os ratos
recém-nascidos foram tratados diretamente com BM, enquanto que fetos humanos sao
expostos indiretamente via interface materno-fetal, uma vez que asmé&es recebem o
glicocorticoide. Além disso, a manipulacdo de animais recém-nascidos pode levar a inducao
de estresse. No entanto, além da manipulacéo ter sido a minima possivel, ocorreu para ambos
0S grupos experimentais, tratado e controle.

Além disso, quando se compara as exposicOes intrauterina e neonatal da prole de ratos
a BM, nota-se que na primeira o glicocorticoide administrado as matrizes, além de ser
metabolizado pelo organismo gravidico, é distribuido entre os fetos. J& a administracdo aos
filhotes recém-nascidos é realizada direta e individualmente, levando a maior exposicao ao
farmaco.

Portanto, a exposicdo de ratos 8 BM nos DPN 1 a 3, causa efeitos menos evidentes
sobre o sistema genital masculino e confirma, em partes, resultados anteriormente observados
apos a exposicdo pré-natal. Além disso, demonstra alteraces no desenvolvimento,
evidenciando programacéo do desenvolvimento.

Apesar da reconhecida importancia da corticoterapia antenatal humana, os achados do
presente estudo sinalizam e estimulam novos estudos a fim de minimizar possiveis efeitos

adversos colaterais pds-natais.
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