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RESUMO

Bohlen TM. Participagdo da melatonina na reproducdo em um modelo animal nao
sazonal. [Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2015.

Diversas evidéncias sugerem que pistas ambientais em associacdo com 0s niveis
circulantes de estrogeno sdo responsaveis pela sincronizacdo do ciclo ovulatorio,
entretanto, como estas informagdes sdo integradas ¢ fato desconhecido. No controle
neuroendocrino do ciclo ovulatério de roedores o pico de secre¢do do hormonio
luteinizante (LH) é um evento que ocorre em horario especifico do dia, quando os niveis
circulantes de estrégeno estdo elevados e os niveis de melatonina estdo diminuidos. Em
roedores sazonais o aumento da sintese de melatonina durante o inverno € responsavel
pela inibicdo das fungdes reprodutivas fato que ¢ acompanhado pela diminui¢do da
expressdo do gene Kiss/, essencial para o controle neuroendécrino da reprodugdo. Parte
dos neurbnios que expressam este gene estdo distribuidos no nucleo anteroventral
periventricular (AVPV), nucleo periventricular anterior (PeN) e ntcleo arqueado (ARC),
sendo estes neurdnios responsaveis por mecanismos de retroalimentagdo positivos
(AVPV e PeN) e negativos (Arc) que regulam a atividade dos neurdnios que secretam o
hormonio liberador de gonadotrofinas e, portanto, o ciclo ovulatério. As bases neurais
que regulam o ciclo ovulatério participam de mecanismos complexos que nio estdo
completamente definidos até o presente momento. Para realizagdo deste projeto, foi
utilizado um modelo de camundongo geneticamente modificado no qual a proteina
fluorescente "renilla humanizado" verde (hrGFP) é expressa sob o controle transcricional
do gene Kiss. Fémeas e machos foram divididos em dois grupos experimentais: 1) animais
mantidos em condicdes de foto periodo reduzido (SD) com 6h de luz e 18h de escuro; 2)
animais tratados com melatonina (1ug/g) e grupo veiculo. Os animais foram
acompanhados a partir do 21° dia de vida até a idade adulta (70- 80 dias de vida).
Pardmetros como peso corporal, idade da abertura vaginal, idade da 12 cornificacdo e
idade do inicio da ciclicidade, foram acompanhados. Quando adultos, os animais foram
separados em trés subgrupos: subgrupo 1, animais em que foram avaliados a quantidade
de neurdnios que expressaram a proteina fluorescente hrGFP; 2: animais em que foram
avaliados a expressdo do RNAm de alguns genes no hipotalamo, e 3: os animais foram
submetidos a avaliacdo da fertilidade. Concluimos que condigdes de dias curtos (que

possivelmente aumentam o periodo de circulagdo de melatonina) alteram parametros de



amadurecimento sexual em fémeas e, assim como o tratamento com melatonina, afetam
o tamanho das gonadas de camundongos machos, mas que esses efeitos ndo alteram o
numero de neurénios que expressam o gene Kiss/ e ndo sdo suficientes para inibir a

reprodugdo das fémeas.

Palavras-chave: Melatonina. Reprodugdo animal. Kiss/. Estrogeno. Fotoperiodo.
Puberdade.



ABSTRACT

Bohlen TM. Melatonin participation on reproduction in a non-seasonal animal model.
[Master thesis (Morphofunctional Sciences)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2015.

Much evidence suggests that environmental cues in combination with circulating
levels of estrogen are responsible for synchronization of the ovulatory cycle, but, how
this information is integrated is an unknown fact. In the neuroendocrine control of the
ovulatory cycle of rodents, peak secretion of luteinizing hormone (LH) is an event that
occurs in specific time of the day, when the circulating estrogen levels are high and
melatonin levels are decreased. In seasonal rodents, during the winter the melatonin
synthesis is increased and is responsible for the inhibition of reproductive functions, fact
that is accompanied by decreased expression of Kiss/ gene, essential for the
neuroendocrine control of reproduction. Part of neurons expressing this gene are
distributed in the periventricular anteroventral nucleus (AVPV), anterior periventricular
nucleus (PeN) and arcuate nucleus (ARC), and these neurons responsible for positive
feedback mechanisms (AVPV and PeN) and negative (Arc) that regulate the activity of
neurons that secrete gonadotropin-releasing hormone, and therefore the ovulatory cycle.
Neural bases governing the ovulatory cycle participate in complex mechanisms that are
not fully defined until now. To carry out this project, we used a mouse model genetically
modified in which the fluorescent protein "humanized renilla" green (hrGFP) is expressed
under the transcriptional control of gene Kiss. Males and females were divided into two
groups: 1) animals kept in short period photo conditions (SD) with 6 hours of light and
18 hours of dark; 2) animals treated with melatonin (1 pg / g) and vehicle group. The
animals were followed from the 21st day of life to adulthood (70- 80 days of life).
Parameters such as body weight, age of the vaginal opening, age of the 1st cornification
and age of onset of cyclicity, were followed. As adults, the animals were divided into
three subgroups: subgroup 1, animals which was evaluated the number of neurons
expressing the fluorescent protein hrGFP; 2: animals which was evaluated the mRNA
expression of some genes in the hypothalamus, and 3: animals which was evaluated
fertility. We conclude that short-day conditions (which possibly increases the period of
circulation of melatonin) alter sexual maturation parameters in females and, as well as
melatonin treatment, affect the size of the gonads of male mice, but these effects do not

change the number of neurons expressing the Kiss/ gene and are not sufficient to inhibit



the female reproduction.

Keywords: Melatonin. Animal reproduction. Kiss/. Estrogen. Photoperiod. Puberty.



Introducao

A glandula pineal em mamiferos sintetiza e libera a melatonina. A producao desse
horménio ocorre sob influéncia do sistema de temporizagdo circadiana, um conjunto de
estruturas neurais que fornecem uma organizagao temporal de processos fisiologicos e de
comportamento, participando da regulagdo neural da glandula pineal e resultando no
ritmo circadiano de producdo de melatonina. Esse sistema possui trés componentes
principais: 1) vias de entrada que definem o periodo e fase exata do marca-passo, 2) um
marca-passo que gera o sinal circadiano e 3) vias de saida que ligam o marca-passo aos
sistemas efetores da expressdo da funcao circadiana (Moore, 1996).

A via de entrada principal sdo células fotorreceptoras encontradas na retina que
expressam melanopsinas como fotopigmento. Essas células fazem parte de um conjunto
que utiliza o glutamato e a PACAP (pituitary adenylate cyclase activating peptide) como
neurotransmissores para enviar o estimulo fotico através do trato retino-hipotalamico,
percorrendo-o e atingindo o nucleo supraquiasmatico (NSQ), regido considerada como
principal marca-passo no sistema nervoso central de mamiferos e que utiliza a
vasopressina como principal neurotransmissor. As vias de saida que direcionam o ritmo
circadiano produzido pelo NSQ para glandula pineal é composto por: 1) projecdes
GABA¢érgicas e glutamatérgicas que do NSQ se projetam para o nucleo paraventricular;
2) conexdes monossinapticas a coluna intermédio-lateral na coluna espinal toracica,
regido da qual fibras nervosas simpaticas pré-ganglionares que se projetam para o ganglio
cervical superior; 3) fibras nervosas simpaticas pds-ganglionares, que tem como
neurotransmissor a noradrenalina, para a glandula pineal (Fu et al., 2005; Hannibal et al.,
2002; Hirota, Fukada, 2004; Korf, von Gall, 2006; Moore, 1996). Portanto, a produgao
da melatonina acontece diariamente de forma ritmica, controlada pelo NSQ (Klein,
Moore, 1979), e por efeito da noradrenalina (Axelrod et al., 1969; Drijfhout et al., 1996;
Klein, Moore, 1979). Para a sintese deste horménio ocorre acetilagdo da molécula de
serotonina pela arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), produzindo a N-
acetilserotonina que ¢ metilada pela hidroxiindol-O-metiltransferase (HIOMT) para que
entao seja gerada a melatonina (Figura 1) (Axelrod, Weissbach, 1960; Klein et al., 1997).
Este hormonio apresenta diversas fungdes, como participar da organizagao temporal dos
ritmos biolégicos circadianos, regulagdo dos ciclos de atividade-repouso e ciclo sono-
vigilia, regulacdo do sistema imunolégico e reprodu¢do, dentre outras fungoes (Arendt et

al., 2008; Glass, Knotts, 1987; Lavie, 1997; Maestroni et al., 1986; Malpaux et al., 2001;



Reiter 1980; Tamarkin et al., 1985).

Fotoperiodo ¢ como ¢ chamada a parte do dia em que existe luz, e varia de acordo
com as estagoes do ano. A variagdo do fotoperiodo afeta o ciclo reprodutivo de algumas
espécies, conhecidas como espécies sazonais. Esses animais apresentam, em cada
espécie, uma fase do ano em que a atividade ovariana ¢ interrompida (chamada anestro).
Os efeitos causados pelo fotoperiodo podem ser alterados se os animais forem mantidos
em condigdes artificiais e que simulem a parte do ano em que esses animais se encontram
em fase reprodutiva (Cunningham, Klein, 2008).

Em roedores sazonais a reproducao ¢ inibida no inverno (Goldman, 2001; Pévet,
1988), quando ocorre interrupgao do ciclo estral de fémeas (Sorrentino, Reiter, 1970) e
regressao gonadal em machos (Goldman, 2001). Em roedores ndo sazonais, relatos
demonstram que animais submetidos a periodos de escuro prolongado ou a
suplementacdo de melatonina apresentam déficits do sistema repreodutivo como, por
exemplo, regressao gonadal (Kasahara et al., 2010). Fémeas (roedores) submetidas a ciclo
de luz constante ou a remog¢ao da glandula pineal (que impede a resposta ao fotoperiodo)
apresentam masculiniza¢do (desenvolvimento de caracteristicas masculinas) e o ciclo
estral deixa de existir, colocando as fémeas em situacdo de anestro, sendo que, o
tratamento destes animais com melatonina reverte este quadro na maioria dos casos (Dair
et al., 2008; Pévet, 1988; Prata Lima et al., 2004; Revel et al., 2007; Woodfill et al., 1994).

Sabe-se ainda qua a remog¢ao da glandula pineal, além de induzir uma drastica
reducdo na concentracdo de melatonina circulante, induz ainda a diminui¢do dos niveis
circulantes de progesterona, aumento dos niveis circulantes de estrégeno e aumento
uterino em ratos Wistar (Dair et al., 2008). Em cultura de células granulosa-luteinicas
humanas, a melatonina estimula a expressao do RNA mensageiro (RNAm) do receptor
de hormonio luteinizante (LH) (Woo et al., 2001), e em cultura de linhagem de células
GTI1-7 que expressam o hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), a melatonina
diminui a expressao do RNAm do GnRH (Roy et al., 2001).

Curiosamente, em humanos os niveis circulantes da melatonina estdo diminuidos
em pacientes que apresentam puberdade precoce (Waldhauser et al., 1991), e elevados em
mulheres que apresentam amenorreia hipotaldmica funcional, induzido por estresse ou
por exercicios fisicos (Berga et al., 1988; Bergiannaki et al., 1995; Laughlin et al., 1991).
Mulheres que trabalham em turnos noturnos ou que possuem escalas irregulares de
trabalho apresentam ciclo menstrual alterado (tanto aumento quanto diminui¢dao de

duragdo), aumento de dor menstrual e alteragdes de fluxo menstrual (Chung et al., 2005;



Labyak et al., 2002). Esses sintomas sdo acompanhados por mudangas nos padrdes de
secre¢do de hormonios ovarianos e hipofisarios, tais como um aumento na duracdo da
fase folicular ¢ mudanga nas concentragdes de hormoénio foliculo-estimulante (FSH)
(Chung et al., 2005; Knutsson, 2003; Lohstroh et al., 2003; Scott, 2000). Além de
variagdes hormonais, mulheres que apresentam jornadas de trabalho invertidas ou
irregulares demonstram ter maior risco de darem a luz a bebés prematuros e/ou com baixo

peso, de sofrerem abortos espontaneos e maior dificuldade para engravidar (Bisanti et al.,

1996; Knutsson, 2003).
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Figura 1- Via metaboélica da sintese de melatonina. A molécula de serotonina ¢
acetilada pela enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), transformando-a
em N-acetilserotonina, que por sua vez sofre uma metilagdo pela enzima hidroxiindol-O-
metiltransferase (HIOMT), produzindo a melatonina. (Adaptado de Klein et al., 1997).

As fungdes da melatonina dependerdo em parte dos receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G. Dois tipos de receptores de membrana de melatonina foram
caracterizados em mamiferos, o MT1 e o MT2, que sdo expressos em diferentes tecidos

por todo o corpo, incluindo o sistema nervoso central (SNC). O MT1 é um receptor



acoplado a proteina G;/,, com uma parte sensivel a proteina toxina pertussis, que

intermedeia a inibi¢do de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) nas expressoes dos
sistemas recombinantes. MT2 € um receptor acoplado a proteina G;/, capaz de inibir a
producao de AMPc e de monofosfato de guanosina ciclico em sistemas recombinantes e
estimula a atividade da proteina quinase C no sistema nervoso (Dubocovich, Markowska,
2005; Dubocovich et al., 1997; Reppert et al., 1994, 1995).

A forma funcional do MT1 ¢ a mais disseminada, e foi descrito no NSQ
(Dubocovich, Markowska, 2005; L et al., 1997), cerebelo (Al-Ghoul et al., 1998;
Mazzucchelli et al., 1996), retina (Fujieda et al., 1999), hipocampo (Savaskan et al.,
2002), hipéfise (von Gall et al., 2002; Yasuo et al., 2009) e vias dopaminérgicas centrais
(Uz et al., 2005); j4 0 MT?2 ¢ expresso na retina (Reppert et al., 1995), NSQ (Dubocovich
et al., 1998; Hunt et al., 2001; Liu et al., 1997) e hipocampo (Wang et al., 2005). Ambos
receptores também sdo encontrados em tecidos periféricos (Doolen et al., 1998; Drazen,
Nelson, 2001; Frungieri et al., 2005; Krause et al., 1995; Peschke et al., 2000; Sharkey,
Olcese, 2007).

Foi descrito que, na retina, os receptores de melatonina MT1 e MT2 formam
heterodimeros e que a auséncia de um dos receptores inviabiliza o efeito da melatonina
neste tecido (Baba et al., 2013). No NSQ, a ativagdo do MT1 causa a inibi¢do de disparos
neuronais e da fosforilagdo do elemento de resposta de ligacao do fator de trancricdo do
AMPc (CREB) por estimulos da PACAP e faz com que o receptor MT2 altere a fase no
NSQ causando mudangas de fase dos ritmos de disparo neuronal (Dubocovich et al.,
2003, 2005; Hunt et al., 2001; Jin et al., 2003; Liu et al., 1997; Pfeffer et al., 2012; Tosini
et al., 2014; von Gall, Weaver, et al., 2000). Na hipofise, a ativacdo dos receptores de
melatonina inibem a secre¢do de prolactina e regulam a expressdo do gene Perl e a

informacao do fotoperiodo na adenohipdfise (von Gall et al., 2002; Yasuo et al., 2009).

1.1 Controle neuronal da reproducao

Como mencionado, o hormoénio melatonina estd intimamente relacionado com o
controle reprodutivo de animais de reproducao sazonal. Porém existem um conjunto de
fatores, que agem concomitantemente, para controlar a reprodu¢do dos animais.

Atualmente sabe-se que o efeito da melatonina sobre o eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal, que coordena o ciclo ovulatorio, deve-se pela ativagdo dos receptores de

melatonina em neurdénios GnRH (linhagem de células GT1-7), no testiculo de animais



sazonais (Syrian hamster) e ovarios de ratos (Sprague-Dawley) (Frungieri et al., 2005;
Roy et al., 2001; Soares et al., 2003; Vanecek, 1998).

No SNC, existem trés regides no hipotalamo que se destacam pela sua importancia
na regulacao do ciclo ovulatorio e reproducao pela presenga de neurénios que expressam
o gene Kissl: o nicleo periventricular anteroventral (AVPV), o ntcleo periventricular
anterior (PeN) e o nticleo arqueado (Arc) (Smith, Cunningham, et al., 2005; Smith, Popa,
et al., 2006). A kisspeptina, sintetizada por estes neurdnios, se liga a um tipo de receptor
de membrana da familia dos receptores acoplados a proteina-G (GPR54) (Kotani et al.,
2001; Ohtaki et al., 2001) que ¢ expresso em diversas areas, incluindo hipotalamo e
amigdala (Irwig et al., 2004; Lee et al., 1999; Messager et al., 2005). Em 2003, trés
estudos independentes demonstraram a importancia da kisspeptina em relacdo ao sistema
reprodutivo com base em estudos clinicos (de Roux et al., 2003; Funes et al., 2003;
Seminara et al., 2003). Pacientes com mutagdes no gene que codifica o GPR54
apresentam déficits do sistema reprodutivo, como o hipogonadismo hipogonadotroéfico, a
auséncia de puberdade e infertilidade (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). O
mesmo fendtipo foi reproduzido em animais experimentais (camundongos) que nao
expressam os genes que codificam o GPR54 ou o gene Kiss! (Colledge, 2009; Funes et
al., 2003).

Os ntcleos AVPV e PeN sdao dimorficos sendo que, o nimero de corpos de
neurdnios que expressam o gene Kiss/ ¢ cerca de 10 vezes maior em fémeas, fato que ndo
¢ observado em relagdo ao Arc (Clarkson, Herbison, 2006; Han et al., 2005). Ao contrario
dos neurénios GnRH, que ndo os possuem receptores de estrogeno do tipo o (ERa)
(Hrabovszky et al., 2000), os neurénios que expressam o gene Kiss/ expressam esses
receptores, sendo assim influenciados pelos niveis de estrégenos circulantes (Smith,
Cunningham, et al., 2005).

Sabe-se que 0 AVPV e o Arc mandam projegdes para a area pré-optica medial,
onde estdo dispostos os neurdénios GnRH (Simonian et al., 1999). Além disso, os
neurdnios GnRH expressam os receptores GPR54 (Irwig et al., 2004; Messager et al.,
2005), sendo portanto, os neurénios que expressam o gene Kiss/ um dos responsaveis
pela modulacdo da atividade dos neurdnios GnRH.

Quando os niveis de estrogeno circulante se elevam, as kisspeptinas estimulam a
liberacao do GnRH que age na hip6fise induzindo a liberagao de LH e FSH. Os hormdnios
LH e FSH, por sua vez, atuam sobre as gonadas estimulando a ovulacdo, dessa forma,

uma alga de retroalimentagdo positiva estad formada (Smith, Cunningham, et al., 2005;



Smith, Dungan, et al., 2005). Estes elementos formam o eixo hipotalamo-hipofise-

gonadal (HPG) (Figura 2) (Navarro Tena-Sempere, 2012; Smith, Popa, et al., 2006).
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Figura 2- Interacées entre neuronios que secretam kisspeptinas e neuronios
GnRH. Neste modelo, neurdnios que expressam o RNA mensageiro do geneKiss/, no
nlcleo arqueado (Arc) e no nucleo periventricular anteroventral (AVPV), fazem contato
sinaptico com neurénios GnRH na area pré-optica medial (mPOA). Apos ativagao do
receptor GPR54, ao qual a kisspeptina se liga, os neur6nios GnRH sdo estimulados a
liberar GnRH na circulacdo portal, que por sua vez estimula a liberacdo de
gonadotrofinas, hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo-estimulante (FSH), pela
hipofise (Smith, Clifton, et al., 2006).

Dubois e colaboradores (Dubois et al., 2014) confirmaram que, em camundongos,
a presencga ¢ ativagdo de Era € necessaria para que ocorra a estimulagdo e inibicao de
neuronios Kissl nos nucleos AVPV e Arc (respectivamente), e que essa ativagcao dos Era
produz o feedback positivo, mas ndo o negativo, sobre a ativacdo dos neurénios GnRH e
que gera o pico de LH. Outro estudo recente realizado em ratas mostrou que a diminui¢ao
da expressdo de kisspeptina no nucleo Arc causa desfungdes no ciclo estral, como
aumento na duracdo dos ciclos e consequente diminui¢do do nimero de ciclos completos.
Essas fémeas passaram por inje¢do intranuclear, no nucleo Arc, com adeno-virus
associado (adeno-associated virus — AAV) tipo — 2, que foi associado a uma fita antisense
de kisspeptina, causando a diminuicao da expressao de kisspeptina (Beale et al., 2014).

Em um projeto realizado por Kim e colaboradores (Kim et al, 2013), foi
demonstrado que a diferenciacdo sexual de neurdnios Kissl ndo necessita de sinalizacdo

de neurdnios GnRH durante o desenvolvimento pubertal. Nesse projeto foi demonstrado



que fémeas com auséncia de sinalizagio de GnRH (e assim, sem sinalizacdo de
gonadotrofinas cadeia abaixo) ainda possuem mais neurdnios Kissl nos nucleos
AVPV/PeN do que machos de mesma linhagem. Porém, essas fémeas nao apresentam
niveis de expressdo do gene Kiss/ maximos como animais controle (entre 38% e 45%
mais baixo que as fémeas controle), mesmo quando realizado tratamento com estrogeno
(nestes casos, niveis 33% mais baixo que as fémeas controle). Em outro estudo, animais
que ndo possuem o receptor GPR54 nos neurdnios GnRH, ou que ndo produzem o
peptideo kisspeptina, ndo produzem o pico de LH induzido por estrogeno, e assim
interferem na ovulagao (Clarkson et al., 2008; Dror et al., 2013).

Diferentes estudos com animais de reproducdo sazonal demonstraram que os
niveis de melatonina circulante afetam os niveis de RNAm do gene Kiss/ que esses
animais apresentam, variando entre os nucleos AVPV e Arc, e também entre espécies
(Syrian e Siberian hamsters) (Ansel et al., 2010; Revel et al., 2006; Simonneaux et al.,
2009, 2013).

Um dos mais recentes, realizado com fémeas de hamster turco (Mesocricetus
brandti, uma linhagem de hamster cujo periodo reprodutivo ocorre em dias com apenas
uma pequena faixa de variacdo de comprimento (entre 15 h e 17 h de luminosidade),
demonstrou a resposta de neurdnios Kissl nas situagdes de dias curtos (SD-sham:
8L:16D), dias longos (LD-sham: 16L:8D — grupo controle) e a pinealectomia (LD-pinx;
estes animais entdo foram colocados em condi¢cdes de LD). Foi observado que animais
mantidos em condi¢des normais de acasalamento apresentaram mais resultados positivos
envolvendo os neurdnios Kissl quando comparados com os grupos SD e LD-pinx,
sugerindo que, nessa espécie, a sinalizagdo de longa duracdo da melatonina e a retirada
da melatonina agem nas mesmas regioes cerebrais (Piekarski et al., 2014).

Embora, a importdncia da melatonina no controle do ciclo reprodutivo seja
compreendida em mamiferos sazonais, os mecanismos moleculares e celulares pelos
quais este horménio poderia modular a atividade do sistema reprodutor em animais nao
sazonais nao estao esclarecidos. Como disfungdes do sistema reprodutivo sdo associadas
a modificagdes nos niveis circulantes de melatonina, inclusive em humanos, o presente
projeto pretende investigar se 0os neuronios que expressam o gene Kiss/ representam parte
da via neural pela qual a melatonina pode modular o ciclo ovulatorio e a reproducdo em

animais nao sazonais.



Conclusao

Em sintese, este projeto demonstrou que quando camundongos sdo mantidos em
fotoperiodo reduzido, ocorrem alteracdes nos parametros de amadurecimento sexual de fémeas,
reducdo gonadal em machos e, em ambos 0s sexos, ocorre redu¢do de massa corpoérea. O
tratamento com melotonina, entretanto, nao induziu alteracdo nos parametros relacionados ao
desenvolvimento sexual de fémeas, embora os machos tenham apresentado redug¢do gonadal e
reducdo da massa corporea em uma faixa etdria especifica. Ambos os tratamentos nao afetaram
a quantidade e a densidade de neurdnios que expressavam a proteina hrGFP tanto em fémeas
quanto em machos, e também ndo alteraram a expressdo do RNAm do gene Kiss/ no
hipotadlamo de fémeas.

Concluimos, com base nos resultados acima e na avaliagdo de fertilidade, que nenhum

dos tratamentos foi suficiente para inibir a reproducao das fémeas deste modelo animal.
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