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RESUMO

O aumento de ingestdo de gorduras e carboidratos, que se baseia a dieta ocidental,
€ uma importante modificagao do estilo de vida que fornece aporte hipercalérico aos
individuos. Associada ao balango energético positivo, pode causar obesidade e
trazer consequéncias a fertilidade masculina. Além dos impactos negativos na
geragao parental submetida, a transmissao epigenética pode predispor as geragdes
descendentes as doengas crdnicas como a prépria obesidade, diabete do tipo 2,
doencgas cardiovasculares, cancer e até desordens comportamentais e reprodutivas.
No presente estudo, buscou-se avaliar a influéncia de uma dieta hipercaldrica rica
em gordura e carboidratos simples (sacarose) fornecida a ratos dos 25-90 dias de
vida) sobre parametros reprodutivos e metabdlicos nas geragdes masculinas FO, F1
e F2. A dieta hipercaldrica foi eficiente em promover o quadro de dislipidemia, maior
coeficiente de eficiéncia energética, que foi refletido no aumento de adiposidade e
menor peso relativo de 6rgaos como figado, bagco e adrenais e maior peso médio
dos rins da geragdo FO. Também ocasionou alteragcbes no sistema reprodutor
masculino, com redugéo do peso médio e do parénquima dos testiculos e menor
altura do epitélio dos tubulos seminiferos. Os ratos descendentes das geracdes F1 e
F2, cujos pais foram expostos a dieta hipercalérica apresentaram precocidade do
inicio do desenvolvimento puberal. Houve alteragcbes histométricas testiculares com
reducdo da altura do epitélio seminifero e aumento da densidade volumétrica e
volume do compartimento testicular intertubular e redugdo da densidade volumétrica
do compartimento testicular tubular nos ratos do grupo da geracdo F1 descendente
dos ratos expostos a dieta hipercalorica. Também ocorreram alteragdes

histométricas na densidade volumétrica e volume testiculares intertubulares,



especificamente da matriz extracelular, espago linfatico e das células de Leydig das
geragbes descendentes expostas F1 e F2. Ainda sdo necessarios estudos mais
profundos, porém tem-se que, como conclusdo, o0 modelo experimental utilizado
para a dieta hipercaldrica alterou parametros reprodutivos € metabdlicos dos animais

de geracgao FO, com efeito nos animais de geragdes F1 e F2 de ratos Wistar.

Palavras-chave: dieta hipercaldrica, infertilidade masculina, ratos, testiculos,

epigenética.



ABSTRACT

The increased intake of fat and carbohydrates that is based on the Western diet is an
important lifestyle modification that provides hypercaloric input to individuals.
Associated with positive energy balance, it can cause obesity and bring
consequences to male fertility. In addition to negative impacts on parental
generation, epigenetic transmission may predispose descended generations to
chronic diseases such as obesity, type 2 diabetes, cardiovascular diseases, cancer,
and even behavioral and reproductive disorders. In the present study, it was sought
to evaluate the influence of a high calorie diet rich in fat and simple carbohydrates
(sucrose) supplied to rats from weaning to adulthood (25-90 days of life) on
reproductive and metabolic parameters in the male generations FO, F1 and F2. The
hypercaloric diet was efficient in promoting dyslipidemia, a higher energy efficiency
coefficient, which was reflected in the increase in adiposity and lower relative weight
of organs such as liver, spleen and adrenal glands and higher mean weight of the
kidneys of the FO generation. It also caused alterations in the male reproductive
system, with reduction of the mean weight and the parenchyma weight of the
testicles and lower height of the epithelium of the seminiferous tubules. The offspring
of the F1 and F2 generations, whose parents were exposed to the hypercaloric diet,
showed early pubertal development. There were histometric testicular alterations with
reduction of the height of the seminiferous epithelium and increase of the volume
density and volume of the intertubular testicular compartment and reduction of the
volume density of the testicular tubular compartment in the rats of the F1 generation
group of the rats exposed to the hypercaloric diet. There were also histometric

changes in volume density and intertubular testicular volume, specifically the



extracellular matrix, lymphatic space and Leydig cells of the F1 and F2 offspring
generations. Further studies are necessary, however, it is concluded that the
experimental model used for the hypercaloric diet altered the reproductive and
metabolic parameters of the FO generation animals, with effect on the F1 and F2
generations of Wistar rats.

Keywords: hypercaloric diet, male infertility, rats, testes, epigenetics.
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1. Introdugao

A redugao da fertilidade masculina mundial tem sido descrita desde 1974 por
Nelson e Bunge. Em 1992, Carlsen e colaboradores apontaram que houvera
reducado de 50% da contagem de espermatozoides em um estudo de metanalise no
periodo de 50 anos (1940-1990), e que se manifestou principalmente com a
diminuicao da concentragdo de espermatozoides. Contudo, a redugao da fertilidade
humana masculina faz parte de um complexo maior, denominado de Sindrome da
Disgenesia Testicular (SDT), que engloba desde sinais de infertilidade em casos
mais leves, malformagbes dos oérgdos genitais como as hipospadias e o
criptorquidismo, e aumento de frequéncia de tumores testiculares nos casos mais
graves (NORDKAP et al., 2012).

As causas que podem levar a perda da fertilidade masculina apresentam
diversas origens, e estao relacionadas com a exposi¢cao as substancias quimicas,
dentre elas os derivados plasticos como bisfendis policlorinados ou BPA (SAKAUE
et al., 2001), parabenos (HOBERMAN et al., 2008; TAVARES et al., 2009) e ftalatos
(HU et al, 2009; MARTINO-ANDRADE; CHAHOUD, 2010); pesticidas
organoclorados como o DDT ou dicloro-difenil-tricoloroetano (VICTOR-COSTA et al.,
2010), alquilfendis, como o endosulfan e atrazina (VIDAEFF; SEVER, 2005); metais
pesados como o cadmio (RANGANATHAN et al., 2018), cobre (KHUSHBOO et al.,
2018) e chumbo (EL-MAGD et al., 2017; LI et al., 2018); medicamentos diversos
como drogas hormonais e quimioterapicas (SCHRADER et al., 2001);
antidepressivos, anti-hipertensivos, antiepilépticos, antiandrogénicos e antiretrovirais
(BREZINA; YUNUS; ZHAO, 2012; SEMET et al., 2017), e, além destes, os

fitoterapicos também demonstraram essa capacidade (PANDEY et al., 2011).
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Mais recentemente, as modificagdes do estilo de vida, pela qual a sociedade
tem passado, demonstram evidéncias de que podem colaborar para a redugido da
fertilidade masculina. Dentre essas, podem ser citados o aquecimento testicular
promovidos pelo uso de saunas, banhos demorados, vestuario e risco ocupacional
(JUNG; SCHUPPE, 2007; AHMAD et al., 2012; DURAIRAJANAYAGAM; AGARWAL,;
ONG, 2015). Também se incluem os habitos de tabagismo (KUNZLE et al., 2003;
DAI; WANG; QIAO, 2015; KOVAC; KHANNA; LIPSHULTZ, 2015) e etilismo
(SANSONE et al., 2018). As demais modificagdes incluiram a ingestdo de dieta
hipercalérica (DANIELEWICZ; PRZYBYLOWICZ; PRZYBYLOWICZ, 2018) e a
préopria retengéo de tecido adiposo, que leva a quadros de sobrepeso e obesidade e
que podem atuar de forma direta ou indireta sobre a fertilidade masculina de forma
negativa (JENSEN et al., 2004; KORT et al.; 2006; MARTINI et al., 2010; SHAYEB et
al., 2011).

Além de ocasionarem alteragcbes na geragdo exposta, as influéncias
ambientais podem ocasionar propensado das geracbes descendentes as doengas
crOnicas como a obesidade, diabete do tipo 2, doengas cardiovasculares, cancer e
até desordens comportamentais (WEI; SCHATTEN; SUN, 2015). Nesse sentido, a
transmissao transgeracional mediada pela modulagdo da expressao genética por
mecanismos epigenéticos das células germinativas, as quais transmitem estas
marcas para as geragdes subsequentes na auséncia das exposi¢des ambientais
(GUERRERO-BOSAGNA; SKINNER, 2014), poderia explicar a propensao a estas
doengas, mesmo que na auséncia de herdabilidade genética, e perdurar por varias
geracgoes.

A importancia do papel dos mecanismos epigenéticos para a infertilidade esta

relacionada com o fato de que diversos insultos ambientais podem induzi-los
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(GUERRERO-BOSAGNA; SKINNER, 2014). De forma experimental, Dunn e Bale
(2011) descreveram que dieta materna rica em gordura pode ocasionar sobrepeso,
diabetes e resisténcia a insulina em camundongos machos descendentes, e haver
transmissao para a segunda geragao que também se mostrou resistente a insulina,
porém sem obesidade. Nos casos descritos, as maes gestantes expostas
apresentaram alteragdes epigenéticas na prole masculina em desenvolvimento.

Ha evidéncia emergente de que a obesidade impacta negativamente na
reprodu¢ao masculina ndo somente reduzindo a qualidade do sémen analisado, mas
também alterando a estrutura molecular das células germinativas nos testiculos e no
espermatozoide maduro (PALMER et al., 2012). Contudo, se a prole masculina,
cujos pais (componente paternal) foram expostos a condigdo de disfungao
metabdlica, pode desenvolver alteragbes epigenéticas, e se as mesmas podem ser
transmitidas as futuras geragdes, ainda permanece incerto (FULLSTON et al., 2013).
Ha, ainda, uma lacuna a ser preenchida sobre a possibilidade da existéncia de
modificagdo do padrao de expressao génica do DNA espermatico, ou programagao
dos gametas ser mediada por influéncias ambientais, como exposicao as dietas
hipercaldricas e o risco de obesidade. Sendo assim, a influéncia do fator paternal no
fendtipo da geragcdo descendente poderia explicar a incidéncia crescente dos
quadros de infertilidade e disturbios metabdlicos que acometem a populagdo na

atualidade.
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2. Revisao de literatura

2.1. A reducgéo da fertilidade masculina em nivel mundial e o aumento de

incidéncia de desordens reprodutivas em homens

A infertilidade pode ser definida como uma incapacidade de concepgao por
um casal em um periodo de dois anos ou mais (POONGOTHAI; GOPENATH,;
MANONAYAKI, 2009) e compromete 15% dos casais que mantém intercurso sem
uso de métodos contraceptivos (JAROW et al, 2006). Em 2010, este dado
representou 48,5 milhées de casais em todo o mundo (MASCARENHAS et al.,
2012). Em homens, as causas mais comuns estdo relacionadas as alteragoes
espermaticas como oligospermia, astenozoospermia, teratozoospermia e
azoospermia, que representam 20-25% dos casos (POONGOTHAI; GOPENATH,;
MANONAYAKI, 2009). Os indices mundiais de infertilidade masculina se encontram
entre 2,5-12%, e os considerados mais altos, 8-12% pertencem a Europa Central e
Oriental. Contudo, ha locais em que estes dados s&o ainda desconhecidos, como na
América Latina (AGARWAL et al., 2015).

Lee (1986) classificou as possiveis causas de infertilidade masculina em
quatro tipos, sendo relacionadas a sua localizagao no sistema reprodutor masculino:
pré-testiculares, quando envolvem alteragdes no eixo hipotalamico-hipofisario-
testicular; testiculares, quando as causas estdo relacionadas ao funcionamento
gonadal e da espermatogénese; e pos-testiculares, quando estdo envolvidas causas
obstrutivas das vias espermaticas. Além destas, os autores descreveram também as

causas desconhecidas ou idiopaticas.
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Os fatores etiolégicos de infertilidade masculina incluem as alteragbes
genéticas como as desordens cromossOmicas tais quais as microdelegbes do
cromossomo Y; mutagdes no DNA mitocondrial espermatico; desordens
monogénicas e, também, multifatoriais, estas ultimas associadas as influéncias
ambientais com consequente mutagdes em multiplos genes. Além disso, ha as
alteragdes ndo genéticas como os disturbios hormonais; hipogonadismo
hipogonadotréfico; disfungdo erétil e cirurgias inguinais ou escrotais prévias
(POONGOTHAI; GOPENATH; MANONAYAKI, 2009).

A reducao da fertilidade masculina humana foi descrita pela primeira vez por
Nelson e Bunge (1974) que demonstraram menores indices de concentragao,
células normais e vitalidade espermaticas de homens que seriam submetidos a
cirurgia eletiva de vasectomia quando comparados com os dados descritos na
literatura. Em 1992, Carlsen e colaboradores apontaram que houvera redugao de
50% da contagem de espermatozoides em um estudo metanalitico no periodo de 50
anos (1940-1990), o qual foi reiterado pelos trabalhos de Swan; Elkin; Fenster (1997
e 2000). Centola et al. (2016) também verificaram redugdo anual de 4% na
concentragdo e 2% na motilidade de espermatozoides de homens jovens, no
periodo de 2003 a 2013 nos Estados Unidos. Outro estudo mais recente, realizado
por Sengputa; Dutta; Krajewskak (2017), demonstrou que houve redugédo de 57% na
concentracdo espermatica entre 1980 e 2015 na América do Norte, Europa, Asia e
Africa. Levine et al. (2017) corroboraram os mesmos achados, em que a contagem
de espermatozoides humanos decresceu cerca de 50-60% entre os anos de 1973-
2011 em paises industrializados como os Estados Unidos, Europa e a Nova

Zelandia. Este parametro também foi relatado com reducédo na ordem de 73% em
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paises africanos (SENGUPTA et al., 2017) e 32,5% em paises europeus, entre 0s
anos de 1965 e 2015 (SENGUPTA et al., 2018).

Contudo, outros trabalhos divergiram sobre a real existéncia da reducao da
fertilidade masculina. Cocuzza e Esteves (2014) questionaram se ocorreu de fato o
decréscimo na concentragao espermatica, uma vez que houve heterogeneidade nos
testes de avaliagcbes seminais adotados nestes estudos. Além disso, as diferencas
étnicas e geograficas nao foram levadas em consideragdo nos diversos trabalhos
retrospectivos, e o0s pacientes analisados n&o representaram amostragens
fidedignas da populacdo em geral (MERZENICH; ZEEB; BLETTNER, 2010).
Jouannet et al. (2001) apontaram ainda que sao necessarios estudos prospectivos e
outros parametros de fungdo testicular mais especificos para suprirem as
deficiéncias que os artigos de metanalise tém para explicar a reducao da fertilidade
humana. Portanto, mais trabalhos ainda sdo necessarios para esclarecer as

divergéncias apontadas.

2.2. A Sindrome da Disgenesia Testicular (SDT)

Além da reducao da contagem de espermatozoides, o aumento de incidéncia
de alteragbes reprodutivas masculinas com a presengca de criptorquidismo,
hipospadias, e até mesmo de tumores testiculares, podem indicar que a fertilidade
masculina pode ser afetada ndo apenas ao se reduzir a concentragdo de gametas
produzidos, mas também pelo aumento de incidéncia destas alteracbes. Elas podem
ser reunidas em uma sindrome denominada de Sindrome de Disgenesia Testicular
ou SDT (NORDKAP et al.,, 2012). A SDT se correlaciona com alteragdes em que

houve malformagdes do feto do sexo masculino, com causas genéticas e exposi¢ao
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a fatores lesivos ao sistema reprodutor masculino, ainda na vida intrauterina
(SKAKKEBAEK; RAJPERT-DE MEYTS; MAIN, 2001; WOHLFAHRT-VEJE; MAIN;
SKAKKEBAEK, 2009). A sindrome pode variar desde casos mais leves com a
contagem reduzida de espermatozoides, até os casos mais severos e raros com a
presenga de malformacgdes e de tumores testiculares (SKAKKEBAEK et al., 2003).
As causas genéticas podem ser associadas as formas mais severas, que também se
relacionam com a insensibilidade a produgcao de andrégenos e mutagdes no gene
SRY, responsavel pela diferenciacao sexual (CHEMES et al., 2003).

Contudo, as causas da SDT em seres humanos ainda permanecem incertas.
O que se sabe é que as malformacgdes testiculares sdo ocasionadas por exposigao a
fatores antiandrogénicos no desenvolvimento fetal. Em nivel histolégico, em
individuos com SDT, se nota a presenca de tubulos seminiferos imaturos, com
células de Sertoli indiferenciadas, ou contendo apenas este tipo celular
(WOHLFAHRT-VEJE; MAIN; SKAKKEAEK, 2009). Welsh et al. (2008) verificaram a
presenga de alteragbes semelhantes, além de redugdo da distadncia anogenital,
hipospadias, criptorquidismo e redu¢do do comprimento peniano em ratos, cujas
maes foram submetidas a produtos antiandrogénicos como a flutamida, na ultima
semana de gestacdo. Os autores sugerem que influéncias no desenvolvimento fetal
neste periodo, dito a “janela de masculinizagdo”, equivalente ao periodo da 8-142s
semanas de periodo gestacional humano, poderia ocasionar tais alteragdes na vida

pos-natal.
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2.3. As causas e possiveis agentes lesivos ao sistema reprodutor masculino

2.3.1. Substancias quimicas ambientais

Diversas substancias e agentes fisicos apresentam potencial lesivo ao
sistema reprodutor masculino. As substancias quimicas que podem interferir na
dindmica hormonal sado chamadas de “quimicos ambientais desreguladores
enddcrinos”. Os mesmos podem alterar a biossintese, secregao, transporte, ligagéao
e metabolismo de horménios enddgenos, incluindo os hormbnios sexuais e suas
proteinas ligantes (SONG et al., 2016).

Estas substancias sdo de origem sintética e foram desenvolvidas para as
mais diversas atividades humanas, com consequéncias negativas sobre o
funcionamento do sistema reprodutor masculino: bisfendis policlorinados ou BPA
provenientes de resinas e materiais plasticos (SAKAUE et al., 2001); derivados
plasticos contendo parabenos (HOBERMAN et al., 2008; TAVARES et al., 2009) e
ftalatos (HU et al., 2009; MARTINO-ANDRADE; CHAHOUD, 2010); pesticidas
organoclorados como o DDT ou dicloro-difenil-tricoloroetano (VICTOR-COSTA et al.,
2010); alquilfendis presentes em herbicidas e detergentes e pesticidas como o
endosulfan e atrazina (VIDAEFF; SEVER, 2005). Muitas destas substancias sao
consideradas como xenoestrégenos e, se liberadas para o meio ambiente, podem
promover as alteragbes no organismo ao serem ingeridas com os alimentos
(DELBES; LEVACHER; HABERT, 2006).

A sensibilidade do sistema reprodutor masculino frente aos contaminantes
ambientais pdde ser verificada no caso ocorrido entre trabalhadores rurais da Costa

Rica entre as décadas de 1960 e 1980. A exposicdo de trabalhadores de uma
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industria de pesticidas dos Estados Unidos ao nematicida DBPC ou 1,2-dibromo-3-
cloropropano (WHORTON et al., 1977) e de cerca de 1.500 homens ao mesmo
composto em plantagbes de banana, promoveu esterilizagdo por lesées e morte das
células germinativas, além de traumas psicolégicos (THRUPP, 1991). Portanto, a
pesquisa sobre os efeitos dos contaminantes ambientais sobre os diversos sistemas

organicos ainda € necessaria.

2.3.2. Metais pesados

Outras substdncias como os metais pesados, também podem estar
relacionadas com efeitos lesivos sobre o sistema reprodutor masculino. Estes,
podem ser inalados por meio do habito do tabagismo e do ar poluido, ingeridos com
alimentos e agua (KIZILER et al., 2007) e por exposigdo ocupacional (FIGA-
TALAMANCA; TRAINA; URBANI, 2001). O estresse oxidativo e dano em nivel de
membrana plasmatica e cromatina dos espermatozoides podem ser os mecanismos
basicos promovidos pelo cadmio (RANGANATHAN et al., 2018), cobre (KHUSHBOO
et al., 2018) e pelo chumbo (EL-MAGD et al., 2017; LI et al., 2018). Este ultimo,
também foi correlacionado com reducdao dos niveis de testosterona sérica e
expressao dos receptores a-estrogénicos (ER- a) em ratos, que poderia explicar
outro mecanismo deletérios a fertilidade masculina (EL-MAGD et al., 2017). O
cadmio também pode ser responsavel por lesbes na barreira hematotesticular
mesmo em baixas doses (MEDINA et al., 2017).

Outros metais pesados também foram relacionados com lesdes no sistema
reprodutor masculino e infertilidade: arsénio (MUKHERJEE; MUKHOPADHYAY,

2009; WANG et al., 2016), cromo (BONDE; CHRISTENSEN, 1991; BONDE; ERNST,
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1992), mercurio (PODZIMEK et al., 2005; MOCEVIC et al., 2013), molibdénio

(MEEKER et al., 2008) e niquel (DORESWAMY et al., 2004).

2.3.3. Medicamentos

Em um estudo realizado por Ding et al. (2017), de 1.368 drogas avaliadas e
permitidas para uso clinico pelo 6rgao estadunidense, FDA — Food and Drug
Administration, 65 apresentaram potencial para reduzir a fertilidade masculina. As
classes de medicamentos mais citadas foram as drogas hormonais, com capacidade
de alterar a dindmica do eixo hipotalamico-hipofisario-testicular, e as drogas
antineoplasicas por terem atividade citotoxica. Estas ultimas, embora tenham
fornecido cura para diversos tipos de tumores, podem promover quadros de oligo
e/ou azoospermia transitoria ou permanente (SCHRADER et al., 2001).

Além destes, outros medicamentos podem ter influéncia sobre o sistema
reprodutor masculino e causar infertilidade como os pertencentes as classes dos
antidepressivos do grupo dos inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina, como
a paroxetina; os anti-hipertensivos, do tipo bloqueadores de canais de calcio, como
exemplo o diltiazem; os bloqueadoes alfa-adrenérgicos, para tratamento de
sindromes urinarias; os antiepilépticos, como a fenitoina e a carbamazepina; os
antiandrogénicos, como a flutamida; e os antiretrovirais. Estes medicamentos podem
atuar diretamente na producao dos espermatozoides, ou reduzir a libido (BREZINA;
YUNUS; ZHAO, 2012; SEMET et al., 2017).

Ha, ainda, a classe dos anabolizantes esteroidais androgénicos, que sao
derivados da testosterona e sao utilizados de forma ilicita para aumento de

desempenho de atletas, ganho muscular e melhoria estética. Estes, podem afetar o
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sistema reprodutor masculino por reduzir os niveis dos horménios liberador de
gonadotrofinas (GnRH), foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), afetar o
processo espermatogénico e causar infertilidade (CHRISTOU et al., 2017). As
terapias de reposicdo hormonal a base de testosterona exdgena, nos casos de
hipogonadismo, também podem piorar os niveis dos hormdnios androgénicos
enddgenos e piorar as concentragdes de espermatozoides (CROSNOE et al., 2013).

Adicionalmente, outras substéncias com atividade antimicrobiana, anti-
inflamatdria e antiparasitaria também demonstraram capacidade de reduzir a

contagem de espermatozoides (RAYBURN et al., 2018).

2.3.4. Fitoterapicos

Estima-se que 80% da populagdo mundial utilizem medicamentos a base de
plantas, uma vez que o uso de fitoterapicos tornou-se uma alternativa frente a
dificuldade de acessibilidade a medicagcéo convencional. Os fitoterapicos sdo ainda
considerados como isentos de efeitos colaterais e comercializados sem a seguranga
necessaria (PANDEY et al., 2011). Kostelac; Rechkemmer; Briviba (2003) relataram
que fitoestrogenos flavondlicos presentes nos fitoterapicos podem se ligar aos
receptores a (ER-a) e B (ER-B) estrogénicos e, dessa maneira, atuar nos diversos
sistemas em que esses receptores estao localizados. Segundo Kuiper et al. (1998),
os fitoestrogenos sdo um dos compostos xenoestrogenos mais potentes conhecidos
e possuem maior afinidade de ligagdo aos ER-B, mais presentes no sistema
reprodutor masculino.

Apesar de serem considerados isentos de efeitos colaterais, diversos autores

descreveram possiveis alteracbes de fitoterapicos usados comumente sobre o



29

sistema reprodutor masculino, promovendo alteragdes negativas na qualidade
espermatica: o extrato de Vitex negundo por Das et al. (2004) em ratos; o extrato de
Ginkgo biloba em hamsters (ONDRIZEK et al., 1999a), em humanos (ONDRIZEK et
al., 1999b) e em ratos (OSHIO et al, 2015) e Valeriana officinalis em ratos
(MARQUES et al., 2016). Assinder et al. (2007) descreveram que ratos adultos
expostos a elevadas concentragdes de fitoestrogenos genisteina, gliciteina e
daidzeina na dieta, tiveram a espermatogénese prejudicada, a taxa de apoptose de
células germinativas aumentada e a contagem de espermatozoides reduzida.

Muitos desses medicamentos sdo comercializados sem serem submetidos as
andlises toxicoldgicas recomendadas (MAR; BENT, 1999). Uma vez que o
tratamento de doengas mediante o uso de plantas é muito popular, devido ao baixo
custo e facil disponibilidade, e com o aumento da procura por fitoterapicos, a
seguranga desses produtos também necessita ser estudada (NESS; SHERMAN;

PAN, 1999).

2.3.5. Agentes fisicos

2.3.5.1. Radiagao ionizante

Os agentes fisicos como a radiagdo podem promover impactos negativos na
espermatogénese e causar redugédo da contagem dos gametas devido aos danos no
DNA (KESARI; AGARWAL; HENKEL, 2018). A primeira descricdo da sua atividade
sobre as células germinativas foi realizada por Prausnitz e Susskind (1962) que
relataram degeneracao testicular e atrofia de tubulos seminiferos de camundongos

expostos a radiagdo por micro-ondas. A utilizacdo de radiagdo como forma
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terapéutica contra neoplasias, também pode promover impactos negativos a
fertilidade humana masculina, e a descoberta de métodos de protecdo gonadal
contra os seus efeitos, em especial dos pacientes jovens, tem sido almejada em
decorréncia da incidéncia dessas doencas nessa faixa etaria (RODRIGUEZ-
WALLBERG; OKTAY, 2014; VAKALOPOULOS et al., 2015).

A possivel influéncia de radiagdo sobre a formagédo dos espermatozoides, e
suas consequéncias sobre as geragdes descendentes, motivou a atencdo destes
sobre o sistema reprodutor masculino (ANDERSON, 2005). O aumento do risco de
incidéncia de neoplasias do tipo leucemias e linfomas em criangas na area de
Seascale, no Reino Unido, que mantinha uma usina nuclear, foi evidenciado em um
estudo realizado por Gardner et al. (1990). Este estudo foi utilizado em processos
judiciais de dois casos de moradores locais contra os proprietarios da usina, e que
levantou a questdo se os danos espermaticos e no sistema reprodutor ocasionados
por fatores ambientais poderia promover efeitos nas geragdes descendentes. Neste
caso, a exposi¢cao dos trabalhadores a radiagdo e os seus efeitos nos testiculos foi
colocada como uma possivel causa do aumento da incidéncia das doengas em seus

filhos.

2.3.5.2. Radiag&o nao-ionizante

Outras modalidades de radiacdo n&o ionizante, associadas com modificacdo
do estilo de vida, também tém sido estudadas como causas de redugdo de
fertilidade masculina, e incluem o uso de telefone mdvel, computadores e demais
aparelhos eletrbnicos que a emitem. Esta radiagao poderia levar a danos testiculares

por estresse oxidativo (KESARI; AGARWAL; HENKEL, 2018).
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2.3.6. Modificagbes do estilo de vida

Outro fator ambiental fisico, que se associa com modificagdo do estilo de vida,
com capacidade de ocasionar alteragdes na fertilidade e sistema reprodutor
masculino, inclui o aquecimento testicular (JUNG; SCHUPPE, 2007; AHMAD et al.,
2012; DURAIRAJANAYAGAM; AGARWAL; ONG, 2015). O testiculo de mamiferos
necessita estar em temperatura cerca de 2-8° C abaixo da temperatura corpérea. O
aquecimento gonadal pode estar relacionado com habitos como banhos
demasiadamente quentes; uso frequente de saunas; uso de computadores do tipo
laptops sobre a area perigonadal; posigdo corporal durante o sono; longos periodos
sentados, como motoristas, e riscos ocupacionais, como trabalhadores de locais
aquecidos, como em fornos industriais ou alimenticios (JUNG; SCHUPPE, 2007). As
atividades fisicas como ciclismo; anormalidades clinicas como a obesidade;
criptorquidismo; episodios febris e presenga de varicocele também sdo outras
formas relatadas de manutencdo de um ambiente testicular mais aquecido e séo
responsaveis pela redugao da contagem de espermatozoides
(DURAIRAJANAYAGAM; AGARWAL; ONG, 2015).

Como mecanismo patofisiolégico, o calor pode danificar as células
germinativas (SHIRAISHI; MATSUYAMA; TAKIHARA, 2012), principalmente os
espermatoécitos primarios nas fases de paquiteno e em diploteno, e as espermatides
arredondadas, com consequente reducdo na produgido espermatica e contagem de
espermatozoides (CARLSEN et al., 2003). O calor causa também, além da
apoptose, a autofagia celular; lesdo no DNA espermatico e modifica¢gdes de padréo

de expressé&o génica (DURAIRAJANAYAGAM; AGARWAL; ONG, 2015).
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Demais modificagdes do estilo de vida humano nas ultimas décadas também
predispuseram a redugdo da contagem dos espermatozoides. A esta situagdo
incluem os habitos de tabagismo (KUNZLE et al., 2003; DAI; WANG; QIAO, 2015;
KOVAC; KHANNA; LIPSHULTZ, 2015) e etilismo (SANSONE et al, 2018). O
tabagismo submete o organismo a mais de 4.000 diferentes substancias, dentre as
quais a nicotina, alcatrao, mondxido de carbono, hidrocarbonetos e metais pesados,
e se relaciona com reducdo da concentracdo e motilidade e anormalidades
espermaticas (DAIl; WANG; QIAO, 2015). No caso do etilismo, ha uma acgéao direta
do alcool etilico na biossintese da testosterona e alteragdo sobre o processo
espermatogénico e com consequentes parametros seminais anormais (SANSONE et

al., 2018).

2.4. O aumento da ingestdo de alimentos com alto teor de calorias e

infertilidade masculina

2.4.1. A modificagao do padrao alimentar humano

O padrao dietético humano modificou drasticamente ao longo da evolugao. Ao
surgimento do género Homo, ha cerca de 2,5 milhdes de anos na Africa, o tipo de
alimentagdo era baseada no comportamento cagador-coletor e se constituia no
consumo de frutos, raizes, castanhas, sementes, plantas, além de animais
(CARRERA-BASTOS et al., 2011), com menor quantidade de carboidratos ingerida
(SPREADBURY, 2012), de densidade caldrica e indice glicémico baixos, além de
alto teor de micronutrientes e antioxidantes, denominada de dieta paleolitica

(KONNER; BOYD EATON, 2010). Somente com o aumento de consumo de carne
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ocorrido ha dois milhdes de anos (LARSEN, 2003), associado ao uso de mel, que &
um dos alimentos mais caldricos disponiveis na natureza (CRITTENDEN, 2011), e
de tubérculos e outras plantas cozidos, que os ancestrais humanos puderam ter o
desenvolvimento de um cérebro de maior proporg¢ao e de alto consumo energético
(LANDEN; WRANGHAM, 2005).

A primeira e profunda modificacdo do padrao alimentar ocorreu ha cerca de
12 mil anos com a Revolugédo da Agricultura e a Domesticagdo de Animais, em que
os alimentos a base de laticinios e graos, que até entdo ndo eram disponiveis,
passaram a fazer parte da alimentagdo. A segunda modificagdo ocorreu com a
Revolugdo Industrial, ha cerca de 250 anos, que propiciou desenvolvimento
tecnoldgico e aquisicdo de ferrovias e maquinario industrial a vapor que facilitou a
colheita e transporte dos graos. Com isso, a alimentagdo dos animais domesticados
tornou-se mais pratica e agil, tendo impacto na composi¢cdo de sua carne, com a
aquisicao de mais gordura (CORDAIN et al., 2005).

A Revolugao Industrial também propiciou um alto consumo de dleos vegetais,
por ter facilitado os seus processos de produgéo e aquisi¢éo. Ela também promoveu
profunda modificagdo no padrdo de consumo de gorduras e de graos refinados em
relagdo aos ultimos 12 mil anos de evolugdo humana (CARRERA-BASTOS et al.,
2011). Além disso, ela influenciou no padrao de consumo de agucares, pois houve
um forte impulso de sua produgdo, com um vertiginoso aumento de seu consumo,
principalmente nos paises desenvolvidos nos ultimos 200 anos. Além do acucar,
houve incremento significativo da ingestdo de sal e de alcool (CORDAIN et al.,
2005). A partir do final da década de 1970, houve também aumento do consumo de
alimentos adocicados a base de xarope rico em frutose de milho, que tornou estes

alimentos mais acessiveis a populagdo. Este aumento de consumo superou em
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multiplas vezes as dietas ancestrais que obtinham este carboidrato por meio da
ingestao de frutas (HANOVER; WHITE, 1993).

Portanto, a evolugdo da dieta humana, propiciou aquisicdo de produtos
lacteos, cereais, acucares e Oleos refinados, sal e carne de animais domesticados
com maiores niveis de gordura. Este padrdo, associado ao uso de alimentos
processados impactou a saude e bem-estar da populagdo (CORDAIN et al., 2005;
CARRERA-BASTOS et al., 2011). A denominada “alimentagcéo ocidental” tem
semelhanga com estes componentes descritos e € consumida na maior parte do
mundo. Ela se contrapbe a alimentacgao tradicional de muitos paises, como a dieta
de Okinawa no Japao e de varias dietas do Mediterraneo, cujos locais albergam as

populagdes mais saudaveis e longevas do mundo (WILLCOX et al., 2007).

2.4.2. A relagédo do consumo de dieta hipercaldrica e infertilidade masculina

A dieta de uma sociedade esta relacionada a patogénese de diversas
enfermidades e as diferengas nos habitos alimentares podem ajudar a explicar a
frequéncia das doencas de uma populagao para outra. Carrera-Bastos et al. (2011)
relataram que os hominideos que viveram na época do periodo paleolitico, ndo
apresentavam doengas como a obesidade, diabetes do tipo 2, hipertensao arterial,
cancer de origem de células epiteliais, doengas autoimunes, doengas cardiacas
coronarianas e osteoporose, estas consideradas como “doencas de civilizagio”.

Contudo, foi verificado que determinados padrdes de dieta e os seus
componentes podem ser responsaveis pela redu¢do da fertilidade masculina. Um
estudo realizado por Salas-Huetos; Bullo; Salas-Salvadé (2017) demonstrou que os

alimentos considerados saudaveis, apresentavam correlagdo positiva com os indices
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espermaticos. Os mesmos, eram compostos e ricos em 6émega 3, vitaminas e
antioxidantes, ao passo que os alimentos ricos em acidos graxos saturados e frans,
apresentavam correlagdo negativa. Em termos de alimentagdo saudavel, se
considerou o consumo de alimentos do grupo dos pescados como peixes e
mariscos; carne de frango; cereais; frutas; verduras e produtos lacteos com baixo
teor de gordura. Nao obstante, dietas ricas em carne processada; derivados de soja
e batata; laticinios com alto teor de gordura; além de cafeina, alcool, doces e
bebidas adocicadas com acgucar foram relacionadas com a reducéo da qualidade
espermatica. Outro estudo realizado por Gaskins et al. (2012), com 188 homens
jovens, demonstrou que os que tinham dieta mais saudavel, apresentaram
parametros espermaticos melhores, como a motilidade. Os autores sugerem que,
neste caso, a alimentacdo promoveu protecdo contra os danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio sobre as células germinativas em relagdo aos
individuos de alimentagao considerada de alta densidade caldrica.

A ingestdo de dietas ricas em carne processada e alimentos adocicados
também demonstrou correlagdo com o risco de astenozoospermia (ESLAMIAN et al.,
2012). Chiu et al. (2014) demonstraram correlagdo negativa da motilidade
espermatica e a ingestdo de bebidas adocicadas. Liu et al. (2015) demonstraram
correlagdo negativa em parametros de qualidade espermatica em 7.282 homens de
origem asiatica que ingeriram diferentes padrées de alimentagdo, como as de
origem ocidental, que continham alta quantidade de carboidratos, bebidas
adocicadas e sal.

Um estudo realizado com 114 homens poloneses demonstrou que
caracteristicas como concentragdo espermatica, motilidade e morfologia foram

afetadas negativamente nos grupos que ingeriram a dieta de padrdo ocidental
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(DANIELEWICZ; PRZYBYLOWICZ; PRZYBYLOWICZ, 2018). Embora os autores
tenham encontrado estes dados, ndao foi demonstrada correlagdo positiva entre os
grupos que ingeriram dieta considerada saudavel com a melhoria nestes mesmos
parametros, em contrapartida aos resultados divulgados nos estudos realizados por
Gaskins et al. (2012) e Salas-Huetos; Bull6; Salas-Salvado (2017).

Os mecanismos pelos quais a dieta hipercaldrica pode causar danos a
fertilidade masculina foram levantados em diversas pesquisas. Rato et al. (2013)
relataram que a ingestao desse tipo de dieta contempla maior quantidade de acidos
graxos que podem se acumular nas células testiculares e prejudicar o metabolismo
lipidico testicular e, assim, desregular os eventos de espermatogénese e sintese de
testosterona. O acumulo desses acidos graxos e de colesterol também pode
prejudicar o funcionamento e a estrutura da membrana plasmatica dos
espermatozoides e assim, prejudicar o processo de fertilizagdo (FERNANDEZ et al.,
2011). Os prejuizos ocasionados pela ingestdo de maiores quantidades de colesterol
também foram demonstrados por Yamamoto et al. (1999) que verificaram reducao
de fungdo das células de Sertoli e de Leydig, o que refletiu em menor qualidade
espermatica em coelhos hipercolesterolémicos induzidos por dieta.

Outra via que poderia explicar as lesbes ocasionadas pela dieta hipercaldrica
seria pelo acumulo de lactato intratesticular. A célula de Sertoli se utiliza da via
glicolitica para produzir o lactato que € transportado para o fluido seminal e utilizado
como fonte energética das células germinativas, pois estas ndo utilizam diretamente
a glicose. Entretanto, em animais que apresentaram o metabolismo glicémico
alterado, mediado pelas dietas, os niveis de lactato testiculares estavam em valores
aumentados, que indica maior atividade glicolitica e que pode explicar a maior

geragao de espécies reativas de oxigénio e danos a produgéo espermatica (RATO et
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al., 2013). Além disso, a glicose é necessaria para a produgao de testosterona pelas
células de Leydig, e um desequilibrio no metabolismo glicémico, que é comum em
individuos que ingerem dietas com alta densidade energética, podem ter sua
producgédo prejudicada (AMROLIA et al., 1988).

Demais mecanismos envolvidos podem estar relacionados com a microbiota
intestinal. Sabe-se que a ingestdo de dietas hipercaldricas, principalmente
enriquecidas com carboidratos, podem alterar a microbiota intestinal e criar um
ambiente pro-inflamatério local e, com consequente aumento de absorgdo de
lipopolissacarideos e promover as alteragdes espermaticas devido aos seus maiores
niveis sanguineos (SPREADBURY, 2012). Além disso, a ingestdo de dietas de alta
densidade energética pode aumentar os niveis de grelina, que demonstrou ter a
capacidade de agir diretamente sobre o testiculo e inibir a proliferagdo das ceélulas
de Leydig imaturas (BARREIRO et al., 2004).

Além das modificacbes do estilo de vida que ocorreram nas ultimas décadas,
que incluiram alteragdes nos padrdoes alimentares da populagdo humana, houve
associagao com o sedentarismo. Com a ingestao de alimentos de alto valor calérico,
associada a falta de exercicios fisicos, o balango energético positivo foi propiciado e
culminou como consequente acumulo de tecido adiposo corporal e quadros de

sobrepeso e obesidade (CABLER et al., 2010).

2.5. O aumento da incidéncia de sobrepeso e obesidade em decorréncia do

balango energético positivo

Segundo o relatério da Organizagdo Mundial da Saude, o sobrepeso e a

obesidade s&o considerados quando o indice de Massa Corporal (IMC), é de =25
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kg/m? e 230kg/m?, respectivamente. Neste mesmo documento, relatou-se que a
obesidade tem aumentando no mundo todo e que, no ano de 2014, na populagao
com mais de 18 anos, 39% era considerada com sobrepeso, sendo 38% de homens
e 40% de mulheres. A prevaléncia da obesidade dobrou de 1980-2014, sendo que
os dados apontam que 11% dos homens e 15% das mulheres s&o considerados
obesos no mundo. Esta condigdo € maior nos paises desenvolvidos, porém em
ascensao nos paises em desenvolvimento (WHO, 2014). No Brasil, segundo os
dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢dao para Doencgas
crénicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), de 2018, do Ministério da Saude
verificou-se que 1 em cada 5 (18,9%) s&o obesos e que mais da metade da
populacdo das capitais brasileiras (54,0%) estdo com excesso de peso, sendo a
taxa maior entre os homens (57,3%).

Segundo Ng et al. (2014), houve reducéo de 3,9% no tempo de vida devido
ao quadro de obesidade. Além disso, estima-se que o sobrepeso e a obesidade
foram responsaveis por causar, a cada ano, 4,4 milhdes de mortes e 134 milhdes do
indice DALY (Disability Adjusted Life Years) que € um marcador que mensura 0s
anos de vida perdidos devido a uma doencga, ajustado por quadros de incapacidade
fisica de uma populagdo (FOROUZANFAR et al., 2015).

Dessa maneira, este disturbio metabdlico € considerado como pandemia e é,
atualmente, o maior desafio a ser enfrentado pela saude publica mundial (CABLER
et al., 2010). A despeito de localizagdes pontuais, nenhum pais até no presente
momento, conseguiu reverter a epidemia da obesidade (ROBERTO et al., 2015), o
que reitera a necessidade de estudos extensivos.

Diversas enfermidades estdo associadas a obesidade, denominadas de

comorbidades, dentre elas o diabete do tipo 2, hipertensdo arterial,
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hipercolesterolemia, doencgas osteoarticulares e renais, apneia do sono, cancer,
depresséo e infertilidade tanto de mulheres quanto de homens (CABLER et al.,
2010; WHO, 2014; KATIB, 2015). Das desordens promovidas, as reprodutivas estdo
dentre as mais pesquisadas, pois a incidéncia destas na populagdo masculina em
idade reprodutiva triplicou nos ultimos 30 anos e este fendmeno tem ocorrido de
forma concomitante a redugao da fertilidade em homens (PALMER et al., 2012). O
reflexo do sobrepeso e da obesidade sobre a fertilidade masculina pode ser
observado porque, segundo Bakos et al. (2011a), 79,4% dos homens que
procuraram por intervengdes de tecnologias de reprodugao assistida apresentam

sobrepeso e/ou obesidade.

2.6. A relagdo do acumulo de gordura corpérea e infertilidade masculina.

A obesidade pode ser definida como um acumulo anormal de gordura que
causa prejuizos a saude (CABLER et al., 2010). Diversos estudos apontam que ha
relacdo inversa entre o acumulo de tecido adiposo corporal e a qualidade
espermatica. Tsao et al. (2015), em estudo realizado com 7.630 homens
demonstraram que a morfologia e concentragao espermaticas reduziram conforme o
aumento do IMC dos pacientes. Da mesma maneira, Bieniek et al. (2016)
encontraram alteragdes espermaticas como redugdo do volume do ejaculado,
concentragdo, motilidade e morfologia espermaticas, além da redugdo das
concentragbes de testosterona e aumento da concentragdo de estrogénio. Os
resultados mais negativos foram encontrados em homens obesos.

Jensen et al. (2004), em um estudo realizado com homens dinamarqueses

com peso normal e com sobrepeso, demonstraram que no ultimo grupo, 24,4%
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apresentaram concentragao de espermatozoides reduzida, com taxas inferiores a 20
milhdes de espermatozoides/mL. Estudos semelhantes, que demonstraram esperma
de pior qualidade em homens com aumento do IMC, foram demonstrados por Kort et
al. (2006), Martini et al. (2010) e Shayeb et al. (2011).

Contrariamente ao que foi demonstrado, pesquisadores como Aggerholm et
al. (2008) e Duits et al. (2010) nao evidenciaram piora dos parametros seminais de
homens com maiores niveis de IMC, e as divergéncias dos resultados com os
descritos na literatura ainda necessitam de mais estudos para esclarecer os
impactos negativos do acumulo de tecido adiposo corporal sobre a fertilidade

humana.

2.7. Os mecanismos patofisiolégicos relacionados ao sobrepeso/obesidade e

a infertilidade masculina

2.7.1. A influéncia da obesidade na dindmica hormonal

Atualmente, o tecido adiposo ndo € considerado apenas como um
reservatoério de gordura, mas como um componente que desempenha papel ativo na
dindmica da homeostase e atua como um érgéo enddcrino na produgao de diversas
substancias, como as adipocinas leptina e adiponectina. O quadro de obesidade
visceral pode atuar como o principal desregulador endécrino, e que pode ocasionar
quadro de hipogonadismo hipogonadotréfico (CABLER et al., 2010). Sugere-se que
ela possa ocasionar infertilidade masculina de forma multifatorial como redugéo na
concentragao de espermatozoides, além de alteragdes na morfologia e na motilidade

dos mesmos; redugao da autoestima e da libido sexual; inducdo de sindrome de
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disfungéo erétil (KATIB, 2015) e influéncia direta no eixo hipotaldmico-hipofisario-
gonadal (HHG), ao alterar a frequéncia de pulsos dos horménios GnRH, FSH e LH e
que podera afetar, consequentemente, a produgdo de espermatozoides

(VERMEULEN, 1993).

2.7.1.1. Hiperestrogenismo

Uma das alteragdes promovidas nos homens com sobrepeso, é a influéncia
hormonal, pois ha ocorréncia de maior atividade da enzima aromatase no tecido
adiposo, que converte a testosterona em estrogénio e ocasiona o0
hiperestrogenismo. Dessa maneira, a supressdo do eixo HHG, com redugdo dos
niveis de GnRH, FSH, LH e testosterona, ocorre pelos altos niveis de estrogénio
(KATIB, 2015). Pauli et al. (2008) também relataram reduc¢do nas concentragdes dos
hormbnios FSH, LH e testosterona em homens obesos, embora ndo tenham
encontrado alteragdes nas concentragcdes de espermatozoides e nas taxas de
fertilidade humana. Aggerholm et al. (2008), em outro estudo com 2.139 homens,
demonstraram que houvera redugao dos niveis de testosterona e inibina B em torno
de 25-32% e aumento de 6% na concentragdo do estrogénio nos pacientes obesos
analisados, quando comparados com os pacientes com condi¢gdo normal. A redugao
de taxas de inibina B pode ser um reflexo direto causado pelo quadro de
hipogonadismo hipogonadotréfico, ocasionado pela obesidade, em que os reduzidos
niveis de FSH promovem supressao da atividade das células de Sertoli, com

consequente inibicdo do processo espermatogénico (GLOBERMAN et al., 2005).
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2.7.1.2. Hiperleptinemia

Adicionalmente, em pessoas obesas, € comum se encontrarem niveis
aumentados do horménio leptina, responsavel pelo controle do apetite. A leptina é
um produto do gene ob, produzido nos adipdcitos e realiza a ligacédo do tecido
adiposo com o cérebro. Ela inibe a produgcdo do neuropeptideo Y e estimula a
producédo do hormdnio estimulador dos melandcitos pelo nucleo arqueado do
hipotalamo, que tem a funcgao, respectivamente, de estimular e inibir a ingestdo de
alimentos. A hiperleptinemia dos obesos promove resisténcia periférica a insulina e
aumento da secregdo deste hormdnio pelo pancreas e aumento das concentragdes
séricas de estrogénio. Como consequéncia, a hiperinsulinemia diminui a produgéo
da globulina ligadora de horménios sexuais pelo figado (AGGERHOLM et al., 2008).
Segundo Sanchez-Garrido et al. (SANCHEZ-GARRIDO et al, 2018), a
hiperleptinemia, no caso da obesidade paternal, envolveria o comprometimento das
vias hipotalamicas no sistema Kiss1 dos descendentes e alterar a dinamica do eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal.

Além disso, estudos demonstraram a presencga de receptores para a leptina
no tecido testicular e na membrana citoplasmatica de espermatozoides, sugerindo
que este hormbnio, em niveis aumentados, poderia causar alteragdes espermaticas
de forma direta, além da influéncia sobre o eixo HHG (CABLER et al., 2010). O
quadro de hiperleptinemia promovida em ratos também foi acompanhada de
redugao das taxas de testosterona e poderia explicar a interferéncia no processo
espermatogénico (MARGETIC et al., 2002; HARON et al., 2010; KATIB, 2015).

Em um trabalho realizado por Esmaili-Nejad; Babaei; Kheirandish (2015),

verificou-se que camundongos que receberam doses de leptina exdgena, tiveram o
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peso relativo dos testiculos menor, assim como redugdo da altura do epitélio
seminifero, demonstrando que a hiperleptinemia pode ser uma via causadora do
comprometimento da espermatogénese. Haron et al. (2010) também verificaram que
a hiperleptinemia exégena promoveu quadro de redugdo de concentragao
espermatica de ratos adultos. Zhao et al. (2014) verificaram que a hiperleptinemia
associada com o aumento de expressao de espécies reativas de oxigénio, podem
ser as vias responsaveis pela baixa concentragdo de testosterona e hipogonadismo

ocasionados em camundongos que receberam dieta hiperlipidica.

2.7.1.3. Influéncia da adiponectina

A correlagdo da expressdao de outra adipocina, a adiponectina, com a
fertiidade masculina também tem sido estudada. Esta substancia, que € secretada
pelos adipdcitos e possui fungdo no controle metabdlico de glicose e lipidios, foi
descrita como tendo efeito negativo na secrecao de GnRH, FSH e LH (AL-ANI;
SALMAN; AL-QURAISHI, 2016). Contudo, o papel da mesma no controle da
esteroidogénese tem sido relatado, uma vez que os seus receptores sao expressos
em maiores propor¢des nas células de Leydig, e as concentragdes séricas da
adiponectina estdo mais elevadas nos animais adultos quando comparados com o0s
pré-puberes (MARTIN, 2014). Trabalhos demonstram que, embora nao totalmente
esclarecido, existe participagdo da adiponectina na fisiologia reprodutiva masculina.
Kawwass; Summer; Kallen (2015) evidenciaram presenga dos receptores no
epididimo, sugerindo a participacdo desta adipocina na fisiologia epididimaria.
Bjursell et al. (2007) relataram que camundongos que ndo possuiam os receptores

do tipo 2 (AdipoR2), apresentaram azoospermia e atrofia do epitélio seminifero.
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No caso do sobrepeso e obesidade, foi demonstrado que ha correlagao
negativa dos niveis de adiponectina com o indice de massa corporea de homens
(MARTIN, 2014). A adiponectina também se atribui potente atividade anti-
inflamatodria e que reduz os efeitos ocasionados pela agdo dos mediadores pro-
inflamatoérios como a interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gama (INF-y) que causam os mecanismos citotdxicos sobre as células que
realizam a esteroidogénese. Portanto, a perda de um mecanismo protetivo
desempenhada pela adiponectina em homens com sobrepeso, poderia explicar a
subfertilidade e a redugéo de sua concentragao sérica (ROUMAUD; MARTIN, 2015).

De forma contraria, Al-ani; Salman; Al-Quraishi (2016) verificaram que, em
homens com problemas reprodutivos, os niveis de adiponectina estavam
aumentados, correlacionando-se com astenozoospermia, oligospermia e
azoospermia, além de reduzidos niveis de testosterona sérica. Em decorréncia
destes estudos com resultados paradoxais, e devido a lacuna de conhecimento dos
mecanismos pelos quais a adiponectina participa do processo reprodutivo, mais
pesquisas ainda sao necessarias que descrevam individuos com alteragbes pela

sinalizagao inadequada (KAWWASS; SUMMER; KALLEN, 2015).

2.7.2. O quadro inflamatoério crénico ocasionado pela obesidade e danos no

sistema reprodutor masculino

No sistema reprodutor masculino, ha producédo de citocinas como o TNF-a
pelas espermatides arredondadas, espermatdcitos em paquiteno e em macrofagos
testiculares, assim como IL-1 pelos macréfagos e pelas células pds-meidticas da

linhagem espermatogénica. Ambas citocinas apresentaram receptores nas células
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de Sertoli e de Leydig, o que demonstra direitinha que demonstram que essas
substancias sdo necessarias para a fisiologia testicular e que o aumento de seus
niveis sanguineos poderia causar danos. No tecido testicular, o TNF-a tem a fung¢ao
de estimular a expressdo da enzima aromatase que realiza a conversdo de
testosterona em estrogénio e auxiliar a apresentacéo de receptores androgénicos na
superficie das ceélulas espermatogénicas. Ele também tem papel fundamental na
diferenciagdo sexual, pois suprime a atividade da substédncia do horménio
Mulleriano. Ja a IL-1 tem a fungdo de promover a proliferagao das células de Leydig
no desenvolvimento pré-puberal (LYSIAK, 2004).

Contudo, em niveis aumentados, as citocinas podem atuar sobre as células
germinativas e ocasionar impedimento no desenvolvimento por vias de apoptose,
além de promover danos na barreira hematotesticular. Fan et al. (2018)
demonstraram aumento dos niveis de interleucina 6 (IL-6) e TNF-a no soro
sanguineo e tecidos do sistema reprodutor masculino como testiculo, epididimo,
vesicula seminal e prostata de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica, além
de expressdao aumentada dos seus RNA mensageiros testiculares. Neste trabalho,
relatou-se também aumento correlacionado das citocinas no plasma seminal e soro
sanguineo de homens com sobrepeso e obesidade. Os autores também
demonstraram que os niveis dessas citocinas apresentaram correlagdo com atrofia
do epitélio seminifero em camundongos e com baixa contagem e motilidade de
espermatozoides humanos, e que o sobrepeso e acumulo de tecido adiposo possui
capacidade de promover um quadro inflamatdrio crénico sistémico e local a nivel do
sistema reprodutor masculino, com capacidade de danos e ocasionar subfertilidade.

Este quadro conferido pelo sobrepeso e a obesidade se caracteriza como

inflamagao de baixo grau e se correlaciona com a infertilidade (HAERVIG et al.,
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2018). Kaur (2014) relatou danos no sistema reprodutor masculino pela maior
produgdo e secrecdo de adipocinas como as interleucinas 1 Beta (IL-1(), IL-6 e
TNF-a. A origem da secrecdo aumentada sdo os adipdcitos alterados e os 6rgéos
mais acometidos pelo quadro inflamatério sdo o pancreas, figado e tecido adiposo,
que podem demonstrar maiores populagdes de macrofagos teciduais e que
produzem citocinas proé-inflamatérias e pioram o quadro (MAEGAWA et al., 2002;
ESSER et al., 2014).

Os mecanismos intrinsecos regulatérios que relacionam as citocinas e a
reproducao masculina sdo demonstrados também pelo fato de que a testosterona
tem a capacidade de suprimir a produgao de IL-6 e TNF-a e INF-y pelos macréfagos,
linfocitos e células do musculo liso vascular e, assim, atuar de forma protetiva aos

danos causados por estas (MALKIN et al., 2003).

2.7.3. As modificagbes genéticas ocasionadas pela obesidade

As alteragdes provocadas pela obesidade na reprodugdo também podem
estar ligadas as modificagbes genéticas. Bakos et al. (2011b), em um estudo
experimental utilizando camundongos, verificaram que os animais submetidos a
dieta hipercaldrica rica em gordura, apresentaram espermatozoides com menores
indices de capacitacido e motilidade, além de aumento do estresse oxidativo e de
danos no DNA. Essas alteragdes foram também refletidas em menores taxas de
ligacdo aos oodcitos. Campbell et al. (2015) descreveram que homens obesos
apresentaram alteragbes espermaticas com fragmentagdo do DNA e morfologia
anormal dos espermatozoides, além de menores indices de fertilizagdo quando

comparados com homens de peso normal.
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Como consequéncias destas alteragdes, também tem sido relatado que o
perfil de microRNA (miRNA) foi alterado em espermatozoides de individuos que
eram considerados obesos e a inibicdo do miRNA do pré-nucleo masculino pode

produzir uma prole com fendétipos variaveis (SHUKLA et al., 2014).

2.8. Epigenética, transmissdo de influéncias ambientais as geracbes

descendentes e a relagdo com a fertilidade masculina

O sistema reprodutor masculino demonstrou ser sensivel a influéncia de
agentes ambientais como toxinas e componentes alimentares, especialmente os
desreguladores enddcrinos, durante as fases iniciais do desenvolvimento e com um
significante impacto na saude humana (GUERRERO-BOSAGNA; SKINNER, 2014).
Diversos casos humanos fundamentaram esta hipotese e levantaram preocupacdes
sobre o efeito de agentes ambientais sobre a fertilidade humana e de seus
descendentes. Em Taiwan, na década de 1970, uma exposicdo a poluentes
organicos sintéticos, por ingestdo acidental de oleo de arroz com o bifenil
policlorinado em mulheres gestantes, produziu efeito negativo sobre a qualidade
espermatica de seus filhos em idade adulta, com malformacdées do sistema
reprodutor masculino e com atraso no desenvolvimento sexual e fisico, verificados
ao final da década de 1990 (GUO et al., 2004).

Outro estudo relacionado com a heranga transgeracional de influéncias
ambientais, com substancias quimicas, foi realizado por Doyle et al. (2013) com
camundongos gestantes fémeas submetidas aos ftalatos. Neste caso, observou-se
que houve desorganizagao celular do epitélio germinativo, além de baixa contagem

e motilidade de espermatozoides das geragbes F1 a F4. Entretanto, nos dois casos
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observados, os estudos envolveram a exposicdo materna a determinadas
substancias e/ou agentes lesivos, sobre a capacidade reprodutiva das geragdes
masculinas subsequentes.

O termo definido como “heranca transgeracional epigenética induzida pelo
meio ambiente”, esta relacionado com exposi¢cées precoces no desenvolvimento e
que promovem alteragdes na programacgao epigenética das células germinativas, as
quais transmitem estas marcas para as geragdes subsequentes na auséncia das
exposicoes ambientais (GUERRERO-BOSAGNA; SKINNER, 2014). Essa
transmissao de informagao independe da sequéncia de DNA que resultara em
determinado fendtipo, pode ser influenciada por fatores ambientais aos quais a
geragao parental foi submetida e podera perdurar por varias geragbes. Essa via
pode ser responsavel pela maior predisposicdo dos descendentes a doencgas
crbnicas como a obesidade, diabete do tipo 2, doengas cardiovasculares, cancer e
até desordens comportamentais (WEI; SCHATTEN; SUN, 2015).

Um exemplo de um processo de heranga transgeracional epigenética induzida
pelo meio ambiente de forma experimental foi descrito em 2005, ocasionado pela
exposicao de ratas gestantes ao fungicida agricola vinclozolina, que tem atividade
antiandrogénica, utilizado em plantagdes de frutas e verduras. No estudo, as ratas
gestantes foram submetidas ao tratamento durante o periodo de determinagéo
sexual da prole e houve apoptose das células espermatogénicas e redugdo da
concentracido e viabilidade espermaticas dos descendentes que persistiu por trés
geragdes apos a exposigao inicial. O mecanismo envolvido foi a alteragdo do padréo
de metilacdo do DNA das células da linhagem germinativa masculina (ANWAY et al.,

2005). Ha descrigdo também de indugéo transgeracional e altera¢des de fertilidade
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masculina ocasionadas por ftalatos em camundongos (DOYLE et al, 2013) e
bisfenol A em ratos (SALIAN; DOSHI; VANAGE, 2011).

A importancia do papel dos mecanismos epigenéticos para a infertilidade esta
relacionado com o fato de que diversos insultos ambientais podem induzi-los
(GUERRERO-BOSAGNA; SKINNER, 2014). De forma experimental, Dunn e Bale
(2011) descreveram que dieta rica em gordura ofertada a maes pode ocasionar
camundongos descendentes machos com sobrepeso, diabetes e com resisténcia a
insulina e com transmissao para a segunda geragao que também foram resistentes
a insulina, porém nao obesos. Neste caso, as maes gestantes foram expostas as
substancias, com alteragdes epigenéticas da prole masculina em desenvolvimento.

A metilagdo do DNA, alteragbes nas histonas e geragdo de RNA nao
codificantes sdo mecanismos viaveis que poderiam explicar a transferéncia nao
genética de informag¢des ambientais paternas (SOUBRY et al., 2014). Dentre estes,
a metilagdo do DNA é um processo que ocorre para regulacdo de genes durante o
desenvolvimento de um individuo e pode ser um mecanismo de defesa gendémica
que serve para bloquear a expressao de sequéncias génicas repetidas. Geralmente
ocorre na posicdao 5 dos residuos de citosina predominantemente dentro dos
dinucleotideos citosina-guanina e que pode ocasionar a nao transcricdo de genes
(TRASLER, 2009). Os padrdes alterados de metilagdo do DNA espermatico de
genes poderia gerar anormalidades na geragao descendente. A acetilagdo aberrante
das histonas do espermatozoide pode promover compactacido insuficiente da
cromatina espermatica durante a espermiogénese e ocasionar parametros

reprodutivos desfavoraveis (GUERRERO-BOSAGNA; SKINNER, 2014).
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2.9. Influéncias do sobrepeso/obesidade paterna e transmissao

transgeracional de desordens metabdlicas e reprodutivas

Ha evidéncia emergente de que a obesidade impacta negativamente na
reproducdo masculina, ndo somente reduzindo a qualidade do esperma analisado,
mas também alterando a estrutura molecular das células germinativas nos testiculos
e no espermatozoide maduro (PALMER et al.,, 2012). As alteracbes no DNA
espermatico ocasionadas pela obesidade ocorrem por fragmentagdo, via
recrutamento de macrofagos testiculares, ativacdao de radicais livres e reacgao
acrossOmica precoce (KATIB, 2015).

Em estudos de avaliacdo de influéncia transgeracional sobre a fertilidade
masculina, Navya e Yajuverdi (2017) verificaram alteragdes transgeracionais de
disturbios reprodutivos masculinos mediados pela obesidade maternal. Neste
estudo, ratas foram expostas a dieta hipercalérica desde antes do acasalamento até
a lactacdo e os seus descendentes apresentaram quadro de obesidade, com
reducdo da contagem de espermatides arredondadas e de espermatozoides
epididimarios, além da redugcado de concentragdo de testosterona e aumento da
leptina séricas. Os autores sugerem que o impedimento da espermatogénese tenha
ocorrido pelo quadro de redugao de testosterona ocasionado pela hiperleptinemia.

Contudo, se a prole masculina cujos pais foram expostos a condicdo de
disfuncdo metabdlica podem desenvolvé-la, e se as mesmas podem ser transmitidas
as futuras geragdes ainda permanece incerto (FULLSTON et al., 2013). O primeiro
estudo experimental que evidenciou alteragées na redugdo de saude reprodutiva foi
realizado por Fullston et al. (2012), no qual foi fornecida dieta hiperlipidica contendo

22% de gordura (em relagéo a 6% da dieta controle) a camundongos C57BI/6. Os
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pesquisadores observaram que a obesidade induzida promoveu alteragdes
reprodutivas na geragado paterna com aumento de expressao de espécies reativas
de oxigénio e danos morfoldgicos espermaticos. Este quadro ocasionou disturbios
reprodutivos a nivel de gametas nos descendentes machos e fémeas de geragao
F1, com resultados compativeis com subfertilidade. Entretanto, com relacédo a
geracgao F2, foi evidenciado que os descendentes machos provenientes de fémeas
F1 apresentaram maiores danos reprodutivos em relagdo aos machos F2
provenientes dos descendentes machos F1. No caso das fémeas F2, as que foram
provenientes dos machos F1 ainda apresentaram alteragées reprodutivas como
estresse oxidativo nos ovécitos. Entretanto, estas alteragcdes ndo foram observadas
nas fémeas F2 filhas de fémeas F1. Os autores demonstraram que condigbes de
obesidade masculina podem apresentar alteragcdes reprodutivas em até duas
geragbes descendentes, embora com menor efeito na geragdo F2. Pelo maior
acometimento dos machos F2 provenientes de fémeas F1, os autores sugerem que
as alteragbes podem também estar relacionadas com a expressao génica do
cromossomo sexual X.

Fullston et al. (2013) também descreveram que a obesidade induzida em
camundongos machos C57BI/6 da geracdo FO por dieta hiperlipidica, provocou
alteragdes metabdlicas nas geragdes descendentes F1 e F2. Neste caso, mesmo a
geragdo FO ndo apresentando alteragcbes do metabolismo glicémico, tanto os
machos e fémeas descendentes apresentaram transmissibilidade de obesidade e
resisténcia insulinica. O efeito foi considerado maior na geragédo F1 em relagdo a
geragdo F2, sendo esta ultima, com maior acometimento de machos F2
provenientes de fémeas F1 e de fémeas F2 provenientes de machos F1, cuja

geracao FO tenha recebido dieta hiperlipidica. Neste estudo, o aumento de cerca de
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21% na adiposidade paterna promoveu alteragdes genéticas em nivel testicular das
geracoes F1 e F2, com expressao alterada de RNA espermatico e redugao de 25%
do padrao de metilagdo do DNA. Para os autores, estes achados podem estar
envolvidos na transmissibilidade da saude metabdlica para as geragdes
descendentes, como ocorre com os humanos.

Além disso, estudos realizados por Barbosa et al. (2016) demonstraram que
alteragdes epigenéticas puderam ser transmitidas transgeracionalmente pelo
epigenoma espermatico e promover alteragdes metabdlicas em duas geragdes de
ratos.

O campo de estudo das influéncias ambientais maternas sobre a saude dos
descendentes tem sido bem estabelecido e foi denominado de “Developmental
Origin of Health and Disease” (DOHaD) ou origem da saude e doenga provenientes
do desenvolvimento. Contudo, ainda sdo poucos os trabalhos que estudam as
influéncias ambientais paternas sobre a saude da prole. Essa necessidade de mais
estudos foi evidenciada no ano de 2017, no qual foi constituido outro campo de
pesquisa, denominado de POHaD - “Paternal Origins of Health and Disease”, no
qual se visa apontar a necessidade de entender o papel do pai na transmissao de
influéncias ambientais sobre a geragdo descendente, principalmente porque
modificagdes no epigenoma espermatico podem estar implicadas neste processo
(SOUBRY, 2018).

Dentre os diversos trabalhos experimentais que se utilizam de dieta, a maioria
utiliza apenas um fator em excesso na alimentagcdo como as dietas hiperlipidicas.
Ainda sdo escassos os trabalhos que se baseiam em padrdes de dieta ou grupos de

alimentos que mimetizem a dieta ocidental moderna (GASKINS et al., 2012). Estes
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apresentam o fornecimento de maiores propor¢cées de mais de um componente
como os lipidios e glicidios, chamadas dietas “High-Fat-High-Sugar”.

Portanto, a compreensao dos efeitos de uma dieta do tipo High-Fat-High-
Sugar no metabolismo e fertilidade da geracédo paterna, e nos seus descendentes

sd0 necessarios, o que motivou a realizagao do presente trabalho.
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3. Hipotese

As geragdes F1 e F2 de ratos, cuja geragao parental masculina foi submetida
as condicdbes de dieta hipercaldrica, apresentam alteragcbes metabdlicas e

reprodutivas.
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4. Objetivos

4 1. Geral

Avaliar o efeito da dieta hipercalérica sobre o sistema reprodutor masculino e

o metabolismo de ratos Wistar adultos da geragao parental e das geragdes F1 e F2.

4.2. Especificos

e Avaliar o desenvolvimento morfolégico dos animais, com relagdo a idade do
inicio da puberdade;

¢ Determinar a concentragdo dos espermatozoides epididimarios;

e Avaliar os parametros bioquimicos séricos dos animais, com a determinacéo
da concentracdo de creatinina, ureia, ALT (alanina aminotransferase), AST
(aspartato aminotrasferase), colesterol total e suas fragbes HDL e LDL e
triglicérides;

e Avaliar o metabolismo glicémico dos animais pela determinagéao do teste oral
de tolerancia a glicose (TOTG) e teste de tolerancia a insulina (TTI);

e Avaliar o peso corporal e o coeficiente de eficiéncia energética (CEE) e
medidas como o comprimento nasoanal (CNA) dos animais;

e Avaliar o peso de 6rgéos e das gorduras retroperitoneal e perigonadal,

e Analisar as medidas histométricas testiculares.
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5. Material e Métodos

A metodologia proposta para este trabalho seguiu os guias da Organizagao
para Cooperagao de Desenvolvimento Econémico - OECD Series on Testing and
Assement N. 21 (OECD, 2002) - para avaliacédo do efeito de desreguladores de
horménios sexuais. Além deste, seguiram-se as recomendag¢des da Conferéncia
Internacional em Harmonizagao (ICH) dos requerimentos técnicos para registro dos
farmacos para uso humano e de detecgao de toxicidade para produtos medicinais e
contra a fertilidade masculina (ICH, 2005).

O delineamento experimental seguiu as normas internacionais preconizadas
no manual sobre cuidados e usos de animais de laboratério (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2011) e na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2016) e foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Juiz de Fora e protocolado
sob o numero 03/2016 (ANEXO 1).

O estudo foi realizado no Biotério de Experimentagcdo Animal do Centro de
Biologia da Reproducao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora, registrado
com o numero 02.0048.2019 de CIAEP (Credenciamento Institucional para
Atividades com Animais para Ensino ou Pesquisa) e as analises foram realizadas

nos laboratérios do CBR.
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5.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus L. Berkenhout, 1769)
fornecidos pelo Biotério de Producdo do CBR, também registrado com o mesmo
CIAEP. Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentagdo do CBR em mini-
isoladores da marca ALESCO® (Brasil), de 48,3 x 33,7 x 21,4 cm de dimensdes,
forrados com maravalha nao esterilizada, dotadas de cocho aramado para
disposicao de ragao do tipo peletizada e bebedouros do tipo mamadeira de garrafa
de polipropileno, providos de agua filtrada. Os mini-isoladores foram dispostos em
estantes ventiladas da marca ALESCQO® (Brasil) que forneciam ambiente climatizado
aos animais, com temperatura controlada de 22 + 2° C e com 12 trocas de ar por
minuto. O alojamento dos animais ocorreu em salas com dispositivo para manter a
iluminagdo com ciclo de claro/escuro de 12 horas. A proporgdo de animais foi de
cinco animais por mini-isolador, que correspondeu a cinco animais/1627,71 cm?, ou
seja, de um animal para cada 325,54 cm?, ou um animal para cada 0,032554 m?. O
ambiente de manutengdo dos animais seguiu as recomendacdes das resolugdes
normativas 15 (CONCEA, 2013a) e 30 (CONCEA, 2016) do CONCEA (Conselho

Nacional de Controle de Experimentagao Animal).

5.1.1. Composigao das Geragdes FO, F1 e F2 de ratos Wistar

Foram utilizados 30 ratos machos (n=30) com vinte e cinco dias de vida
advindos do Biotério de Produgdo do CBR e que estavam se alimentando de dieta
do tipo padrao com a ragdo normocaldrica da marca Nuvilab CR-1 irradiada, da

empresa Quimtia® (Curitiba - PR, Brasil). Os animais compuseram os grupos da
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geracao FO e foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos com 15 animais
cada (n=15). Os grupos avaliados receberam as dietas padrdo e hipercaldrica
respectivamente, de forma ad libitum dos 25 até os 90 dias de vida. Apés os 90 dias,
10 animais de cada grupo foram eutanasiados e cinco, tomados de forma aleatodria,
foram destinados ao acasalamento com fémeas de fertilidade comprovada (segunda
gestacdo), de quatro meses, alimentadas com dieta padrdao, na propor¢ao de uma
fémea para cada macho. A confirmagao da coépula foi realizada pela presencga de
espermatozoides no esfregacgo vaginal que foi realizado diariamente. Para os cinco
machos da geragao FO de cada grupo foram utilizadas cinco fémeas.

Apds a confirmagao da gestagdo, os machos que foram destinados a copula,
foram separados das fémeas e aguardaram mais 72 horas para recomposigdo da
reserva espermatica e, posteriormente, foram encaminhados para a eutanasia.
Nesse periodo, os ratos receberam suas respectivas ragdes conforme os grupos aos
quais eles pertenceram. As fémeas prenhes foram identificadas e alojadas até o
momento do parto, alimentadas com dieta padréo, sendo que no dia anterior ao
mesmo, foram individualmente alojadas. Apds dois dias do parto, foi realizada a
sexagem das crias, e a ninhada de cada fémea foi padronizada em oito
componentes, sendo quatro machos e quatro fémeas. As fémeas neonatas, apdos o
desmame, foram destinadas para outros estudos. De cada grupo experimental (dieta
padrao ou dieta hipercaldrica) foram tomados até 15 machos por grupo parental
respectivo que compuseram a geragao F1 (n=15). Foram tomados, de forma
aleatoria, trés filhotes machos de cada macho acasalado, totalizando os 15 animais
da geracgéo F1.

Os animais da geragéo F1 foram separados nos respectivos grupos aos quais

pertenceram na geragdo parental, com 15 animais cada. Todos o0s grupos
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receberam dieta padrdo normocaldrica (ragdo Nuvilab CR-1, Quimtia®) até os 90
dias de vida. Apos esse periodo, de forma semelhante ao que foi realizado com a
geragcdo FO, 10 animais de cada grupo foram eutanasiados e cinco, tomados de
forma aleatéria, foram destinados ao acasalamento com fémeas de fertilidade
comprovada (segunda gestagao), de quatro meses, alimentadas com dieta padréo,
na propor¢do de uma fémea para cada macho. A confirmagdo da cdpula foi
realizada pela presenga de espermatozoides no esfregago vaginal que foi realizado
diariamente. Para os cinco machos da geragdo F1 de cada grupo foram utilizadas
cinco fémeas.

As fémeas prenhes foram identificadas e alojadas até o momento do parto,
alimentadas com dieta padrdo, sendo que no dia anterior ao mesmo, foram
individualmente alojadas. Apos dois dias do parto, foi realizada a sexagem das crias,
e a ninhada de cada fémea foi padronizada em oito componentes, sendo quatro
machos e quatro fémeas. As fémeas neonatas, apos o desmame, foram destinadas
para outros estudos. De cada grupo experimental (dieta padrdo ou dieta
hipercaldrica) foram tomados 15 machos por grupo parental respectivo que
compuseram a geracgao F2 (n=15). Foram tomados, de forma aleatéria, trés filhotes
machos de cada macho de geragao F1 acasalado, totalizando os 15 animais da
geragao F2. Os grupos da geragao F2 foram submetidos a dieta padrao até os 90
dias de idade. Apos esse periodo, todos os animais foram eutanasiados e nao houve
acasalamento. Dessa maneira, para este estudo, foram utilizados o total de 110
ratos, sendo 90 machos e 20 fémeas (Figura 1). Ressalta-se que apenas os animais
FODH receberam a dieta hipercaldrica. Todos os demais animais, receberam a dieta

padréo.
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Figura 1 — Organograma que demonstra a distribuicdo dos animais nos grupos
experimentais utilizados no estudo. Os ratos da geragao FO receberam dieta padrao

ou hipercaldrica do 252 até o 902 dia de vida. Os animais das geragbes F1 e F2 de

todos os grupos receberam dieta padrao.
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FODP — grupo de animais de geracdo FO que recebeu dieta padrdo, FODH — grupo de animais de
geragao FO que recebeu dieta hipercaldrica, F1DP — grupo de animais de geracéo F1 provenientes de
geracao FO que recebeu dieta padrédo, F1IDH — grupo de animais de geragcdo F1 provenientes de
geragao FO que recebeu dieta hipercaldrica, F2DP — grupo de animais de geragcéo F2 provenientes de
geragdo FO que recebeu dieta padrao, F2DH — grupo de animais de geracdo F2 provenientes de
geragao FO que recebeu dieta hipercalérica. Todos os animais das geracdes F1 e F2 receberam dieta
padrao. &' = animais do género masculino; ¢ = animais do género feminino.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.2. Ragoes utilizadas para determinagao das dietas padrao e hipercalérica

O grupo dieta padrao (DP) recebeu a ragao normocaldrica da marca Nuvilab
CR-1 irradiada, da empresa Quimtia® (Curitiba - PR, Brasil) de densidade caldrica de
3,86 kcal/kg. O extrativo ndo nitrogenado, constituido pelos carboidratos (57%), era

composto, em sua maior parte, por milho integral moido e farelos de soja e trigo. O
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grupo dieta hipercalérica (DH) recebeu a ragao hipercaldrica HF peletizada, rica em
sacarose e lipidios, de alta palatabilidade fabricada pela empresa PragSolugdes
Comércio e Servigos Ltda® (Jau - SP, Brasil) com densidade caldrica de 4,77
kcal/kg. Deste aporte calérico, 45% ¢é advindo de gordura e 20% de sacarose. O
componente lipidico principal da ragédo era constituido de banha de porco (80% do
total) (Figura 2). As recomendagdes de composi¢ao da ragao hipercalérica seguiram

os protocolos utilizados por Park et al. (1999).

Figura 2 — Figura que demonstra o aspecto das ragées que compuseram as dietas
fornecidas aos animais da geracgao parental. DP — Dieta padrao, composta por ragao
padrdo com 3,86kcal/kg - Quimtia® (Curitiba - PR, Brasil). DH — Dieta hipercaldrica,
composta por ragdo hipercalérica com 4,77kcal/kg - PragSolugdes Comércio e
Servigos Ltda® (Jau - SP, Brasil).

Fonte: arquivo pessoal.

As ragdes foram fornecidas para os animais do grupo FO conforme o tipo de
dieta pré-estabelecida, dos 25 até os 90 dias de vida. A tabela 1 demonstra a

composi¢cao comparativa das dietas utilizadas no trabalho.
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Tabela 1: Comparativo entre as composicoes das dietas que foram fornecidas aos
ratos de geragéo FO do 25¢ até o 902 dia de vida.

Dieta Padrao Dieta Hipercaldrica
Composigao Racgéo Nuvilab CR-1 Racgao HF 45%
Quimtia® PragSolugoes®
Matéria mineral (%) 9,0 6,2
Proteina bruta (%) 22,0 23,7
Extrato etéreo (%) 50 23,9
Fibra bruta (%) 7,0 4,5
Extrativo n&o nitrogenado (%) 57,0 41,7
Total (%) 100,0 100,0
Densidade Caldrica (kcal/kg) 3,86 4,77

Fonte: dados fornecidos pelos fabricantes das ragées.

5.3. Avaliagbes de peso corporal, consumo alimentar e aporte calorico

Apods os 25 dias de vida, os filhotes machos (geracdo FO, F1 e F2) foram
avaliados semanalmente e anotados os dados quanto a evolugcdo de peso corporal
total (g) e a estimativa de consumo alimentar de um dia. A primeira anotagdo de
peso dos animais foi realizada aos 25 dias de vida (primeira semana de avaliagéo) e
a anotacao de consumo de ragao, a partir da segunda semana de avaliagéo, devido
a quesitos de adaptacao a dieta. Por se tratar de exposi¢cao a duas diferentes dietas
na geracao FO, também foi determinado, a cada 7 dias, a medida do aporte calérico
de um dia por animal, que foi calculado a partir da estimativa de consumo diario (g)
por animal e da respectiva densidade calérica da ragdo. O aporte caldrico se iniciou

a partir da segunda semana de avaliagao e terminou até a semana de eutanasia.
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5.4. Determinacgédo do Coeficiente de Eficiéncia Energética (CEE)

Com base na evolugdo de peso dos animais e o aporte caldrico, foi
determinado o coeficiente de eficiéncia energética (CEE), que determina a
conversao do aporte calérico em aumento de peso dos animais, tomando-se como

base a férmula matematica 1 utilizada segundo Nery et al. (2011)

PCF-PCI
ACT

CEE =

(1)

Sendo:

CEE - Coeficiente de Eficiéncia Energética (g/cal)

PCF — Peso corporal final aos 90 dias de idade (g)

PCI — Peso corporal inicial aos 25 dias de idade (g)

ACT — Aporte caldrico total dos 25-90 dias de idade (calorias)

5.5. Avaliacao de idade pré-puberal dos animais

A partir dos 18 dias pds-natal, os ratos das geragdes F1 e F2 foram avaliados
diariamente quanto ao desenvolvimento pré-puberal com relagao a idade (dias) em
que foram visualizados a descida dos dois testiculos e a ocorréncia da morfologia da

glande, especificadas nas fases A, B e C segundo Yamasaki et al. (2001) (Figura 3).
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Figura 3 — Determinagdo de avaliagao de fase pré-puberal de ratos Wistar pela
modificagdo morfolégica da glande do pénis. Foram anotados os dias de vida em
que ocorreram as fases A — com protuberancia do osso peniano; B — formato de W e

C — achatamento da superficie da glande.

L C)

*0ss0 peniano; #tecido conectivo lateral que se projeta sobre a glande do pénis. Barra=5mm.

Fonte: modificado de Yamasaki et al. (2001).

5.6. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Duas semanas antes da eutanasia, os animais machos foram submetidos ao
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). O objetivo do teste € a avaliagdo da
capacidade de secrecéao insulinica pelo pancreas dos animais. O método consiste
em manter os animais em jejum alimentar de 6 horas e obter o sangue por meio de
secgao da ponta da cauda por lancetamento com uso de lamina de bisturi para
afericdo de glicemia capilar no TO (tempo zero). Em seguida, foi administrado 2 g/kg
de peso corporal de solugdo de glicose a 50% aos animais, por via intragastrica
(gavagem), e coletado a partir de entdo, amostras de sangue nos tempos T1 (15
minutos), T2 (30 minutos), T3 (60 minutos) e T4 (120 minutos) (SILVA et al., 2015).
As afericbes de glicose capilar subsequentes foram realizadas nos tempos

determinados apds a administragdo de glicose pela via intragastrica. Todas as
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amostras foram analisadas em glicosimetro Accu-Check® modelo Active (Roche -
Alemanha). A avaliagdo da tolerancia a glicose foi avaliada pela area sob a curva
que foi calculada utilizando-se o programa Graphpad Prism® — Versdo 5 (La Jolla,

Estados Unidos).

5.7. Teste de tolerancia a insulina (TTI)

O objetivo do teste é a avaliagcdo da resisténcia a agao da insulina exégena
nos animais. Uma semana antes da eutanasia, os animais foram submetidos ao
teste de tolerancia a insulina. Estes, foram mantidos em jejum alimentar de 6 horas
previamente ao teste e, entdo, tiveram novamente a glicose aferida por meio de
sangue coletado a partir da ponta da cauda. Os animais receberam dose de insulina
do tipo NPH Novolin — Novo Nordisk® (Bagsvaerd, Dinamarca) por via intraperitoneal
na dose de 1 Ul/kg de peso. As medidas subsequentes de glicose foram realizadas
no T1 (5 minutos), T2 (15 minutos), T3 (30 minutos) e T4 (45 minutos) (HIRATA et
al., 2003). Os tempos necessarios para coleta foram contados a partir da
administragao intraperitoneal da solugédo de insulina. Todas as amostras foram
analisadas em glicosimetro Accu-Check - modelo Active da marca Roche® (Roche -
Alemanha). A avaliagdo da sensibilidade a insulina foi feita pela determinagéo da
constante de decaimento de glicose/minuto (Krtm), que estabelece a reducédo da
glicemia capilar em porcentagem por minuto. Para isto, foi utilizado o programa

Graphpad Prism® — Versao 5 (La Jolla, Estados Unidos).
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5.8. Eutanasia

Os animais adultos foram eutanasiados por exsanguinagao cardiaca apos
anestesia e complementada pela ruptura diafragmatica (CONCEA, 2018). O
protocolo anestésico utilizado foi a combinagéo do anestésico dissociativo cloridrato
de quetamina na dose de 90 mg/kg (Vetanarcol®, Konig — Brasil) e o sedativo e
miorrelaxante cloridrato de xilazina na dose de 10 mg/kg (Kensol®, Konig — Brasil).
Os dois farmacos foram misturados e aplicados unicamente pela via intraperitoneal
segundo protocolo anestésico preconizado por Wolfensohn e Lloyd (1994). Foi
aguardado o tempo minimo de 5 minutos para se proceder a ruptura diafragmatica.
Antes desta, e apds a anestesia, 0 sangue foi coletado por pungéo cardiaca e o soro
sanguineo foi separado, fracionado em aliquotas e armazenado a -80° C para as
analises bioquimicas.

As crias excedentes de cada mae, as quais nao foram necessarias para
compor os animais das geragdes F1 e F2, foram eutanasiadas pelo método de

decapitagdo com tesoura.

5.9. Determinagao do comprimento nasoanal (CNA) e estimativa de acumulo

de tecido adiposo

ApoOs a eutanasia, com o auxilio de uma fita métrica, foi determinada a
distdncia em centimetros (cm) das narinas do animal até a insergdo da base da
cauda, que correspondeu ao comprimento nasoanal (CNA). A estimativa de acumulo
de tecido adiposo foi realizada pelo peso (g) dos tecidos adiposos retroperitoneal e

perigonadal apds necropsia. Essa identificacdo foi realizada apds dissecagéo dos
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orgaos abdominais e das gorduras, as quais foram pesadas em balangas de

precisdo Ohaus - modelo Adventure Pro® (Sdo Bernardo do Campo, Brasil).

5.10. Avaliagdo da lipidemia e avaliagbes bioquimicas seéricas

Os niveis séricos de ureia, creatinina, AST (aspartato aminotransferase), ALT
(alanina aminotransferase), colesterol total e fragées (HDL e LDL) foram avaliados
utilizando kits comerciais da marca Roche®, o aparelho analisador Cobas, Modelo C

111, também da marca da Roche® (Indianapolis, Estados Unidos).

5.11. Contagem dos espermatozoides

A contagem de espermatozoides epididimarios foi feita por meio de amostras
coletadas a partir da secre¢do da cauda do epididimo direito de acordo com
Kempinas e Lamano-Carvalho (1988) e Seed et al. (1996), obtidas por uma pequena
incisdo com tesoura cirlrgica oftalmica para iris e obtencdo de duas fracdes de
secrecao. Estas, foram imediatamente colocadas em 50 pL de solugdo tampao
salina fosfato (Sigma® - Estados Unidos) para cada frag&o, previamente preparada
em uma placa de Petri disposta sobre uma placa aquecida a 37° C. Foi aguardado o
tempo de 5 minutos para ocorrer a homogeneizagdo do material. Essa amostra foi
considerada a solugdo homogeneizada inicial. Em seguida, com auxilio de uma
micropipeta, foi retirada uma aliquota de 20 pL da solugdo homogeneizada e
colocado em 6 mL de agua destilada para imobilizagdo dos espermatozoides e
diluicdo da ordem de um para 300. Essa amostra diluida foi acondicionada nos dois

reticulos da camara de Neubauer e o0s espermatozoides foram contados em
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microscopio de luz modelo BX41TF Olympus® (Jap&o) no aumento de 100x. De
cada reticulo da camara, foram contados os espermatozoides localizados nos quatro
quadrantes laterais. Para cada animal, foi realizada a contagem nos dois reticulos da
camara. O valor total foi dividido por oito e obtido o valor médio de um quadrante
lateral. A partir desse valor, foi obtida a concentracao final de espermatozoides/mL a

partir da formula matematica 2:

X = a x 300 x 10.000 (2)
Sendo:

x = concentragao final de espermatozoides/mL

a = média obtida por quadrante do numero de espermatozoides contados em

oito quadrantes laterais da camara de Neubauer

5.12. Avaliagéo de morfologia espermatica

Foi realizada diluicdo de 20 pL da secrecao epididimaria da placa de Petri em
2 mL de tampao salina fosfato Sigma® (Estados Unidos). Uma gota dessa diluigao foi
colocada uma lamina de vidro para realizagéo do esfregaco. Apds secagem deste, a
lamina foi corada pela técnica de Shorr para realizagéo de contagem e classificagao
morfoldgica dos espermatozoides a fim de determinar os indices de anormalidades
(WHO, 2010). Foram analisados 200 espermatozoides integros (que ndo sofreram
decapitagdo advinda do método de coleta e realizagdo do esfregago) e classificados
em normais e anormais no aumento de 1.000x em microscépio de luz. As principais
alteracbes dos espermatozoides avaliadas foram: defeitos de cabeca, como amorfas

e cabega dupla e defeitos de cauda, como caudas quebradas e enroladas (Figura 4)
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Figura 4 — Esfregagco de espermatozoides corado pela técnica de Shorr para
avaliagdo morfolégica com microscopio de luz. A — espermatozoide evidenciando a
cauda normal; B — espermatozoide com a cauda enrolada; C — espermatozoide
com a cabeca normal; D — espermatozoide com a cabeca disforme. A e B: aumento

de 400x. C e D: aumento de 1000x.

Fonte: arquivo do CBR/UFJF

5.13. Peso dos orgaos

Os animais foram submetidos a necropsia e tiveram os seguintes 6rgaos
removidos e pesados em balanga de precisdo Ohaus - modelo Adventure Pro® (Sao
Bernardo do Campo, Brasil): testiculos esquerdo e direito, epididimo direito, vesicula

seminal repleta, prostata, rins, figado, bago e glandulas adrenais esquerda e direita.
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5.14. Analise histométrica testicular

Apéds pesagem, os testiculos foram fixados por meio da imersdo em fixador
modificado de Karnovsky (paraformaldeido a 4%: glutaraldeido a 4% em tampéo
salina fosfato 0,1 mL/L, pH 7,4). Vinte e quatro horas apds o inicio da fixagao, o
testiculo direito teve a albuginea removida e pesada e o também parénquima
testicular pesado (Figura 5). O testiculo esquerdo foi seccionado e os fragmentos
foram transferidos e mergulhados em solugdo de alcool 70% até o processamento

histolégico.

Figura 5 — Imagem que demonstra a separagao da albuginea testicular (AT) do

parénquima testicular (PT), 24 horas ap0ds fixagado para nova pesagem.

Fonte: arquivo pessoal.

Os fragmentos testiculares foram incluidos em resina histolégica - 2-hidroxietil
metacrilato - Leica® (Alemanha) e submetidos a microtomia com uso de navalha de
vidro. Os cortes foram realizados em espessura de 3 um, mantendo-se uma
distancia de 50 cortes entre os escolhidos para o estudo, dispostos em Iaminas de
vidro e corados com o corante azul de toluidina — borato de sodio a 1%. As

preparagdes foram montadas e tiveram as laminulas fixadas com Entellan® (Brasil).
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Os cortes histologicos foram fotografados em microscopio de luz modelo AXIOPHOT
HBO50 Zeiss® (Alemanha) dotado de cadmera acoplada para captura modelo
AXIOCAM ICc3 Zeiss® (Alemanha). Foi utilizado o programa de captura de imagem
e sistema de mensuragdo digital Axiovision versdo 4.9.1 Zeiss® (Alemanha). Os
seguintes parametros foram analisados baseados nos estudos realizados por Franca
e Godinho (2003) e Oshio et al. (2015): densidade volumétrica dos compartimentos
testiculares tubular (DTT) e intertubular (DTI); volume dos compartimentos
testiculares tubular (VTT) e intertubular (VTI); indice tubulossomatico (ITS);
didmetros do tubulo seminifero (DT) e do lumen tubular (DL); altura do epitélio
seminifero (AE); comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculo (CT) e por
grama de testiculo (CTG); densidade volumétrica e volume dos componentes do

tecido intertubular.

5.14.1. Densidade volumétrica dos compartimentos tubular e intertubular

testiculares

Foram contados 2.660 pontos, utilizando uma grade padronizada de 266
pontos aplicada sobre as imagens histolégicas com o programa Image-Pro Plus
versdo 4.5.0.29 Media Cybernetics® (Estados Unidos). A grade foi composta por
linhas longitudinais e transversais, considerando-se como pontos, as intersegbes
das linhas (Figura 6). Os 2.660 pontos foram obtidos em 10 imagens obtidas de
campos escolhidos de forma aleatdria por animal. Cada ponto foi analisado e
classificado como pertencente ao compartimento tubular ou intertubular.

Para a avaliacdo de densidade de volume dos compartimentos tubular (DTT)

e intertubular testiculares (DTI), foram utilizadas as férmulas 3 e 4, respectivamente.
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X =(a+ 2.660) x 100 (3)
y=(b+2.660) x 100 4)
Sendo:

x = densidade volumétrica do compartimento tubular
y = densidade volumétrica do compartimento intertubular
a = soma total dos pontos sobrepostos no compartimento tubular

b = soma total dos pontos sobrepostos no compartimento intertubular

Figura 6 — Imagem que demonstra a utilizagdo da grade ortogonal aplicada sobre as
fotomicrografias tomadas com a objetiva de 10x de aumento com auxilio do
programa Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 Media Cybernetics® (Estados Unidos). Os

pontos sado os locais de intersec¢ao entre as linhas verticais e horizontais.
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Fonte: arquivo pessoal.
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5.14.2. Volume dos compartimentos testiculares tubular e intertubular e indice

tubulossomatico

Para a determinagdo do volume dos compartimentos tubular (VTT) e
intertubular VTI), foram utilizadas, respectivamente as férmulas 5 e 6. Foi
considerada a densidade especifica testicular igual a 1 (JOHNSON; PETTY;
NEAVES, 1981), dessa maneira, o peso do parénquima (g) foi considerado igual ao

seu volume (mL).

x=(axz)+100 (5)
y=(bxz)+100 6)
Sendo:

x = volume do compartimento tubular (mL)

y = volume do compartimento intertubular (mL)

Z = peso do parénquima testicular (g)

a = densidade volumétrica do compartimento tubular

b = densidade volumétrica do compartimento intertubular

Também foi calculado o indice tubulossomatico (ITS), determinado a partir da
formula 7:

x=(a+y)x100 (7)

Sendo:

x = indice tubulossomatico (ITS)

a = volume do compartimento testicular tubular

y = peso corporal
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5.14.3. Diametros do tubulo seminifero e do lumen tubular e altura do epitélio

seminifero

Vinte secgbes transversais dos tubulos seminiferos mais circulares possiveis,
por animal, foram digitalizadas com a lente objetiva de 10x. As medidas obtidas de
cada tubulo seminifero foram o diametro total (DT), o raio tubular, a altura do epitélio
(AE) e o didmetro luminal (DL). O DT foi medido pela maior distdncia mensurada da
secao transversal do tubulo ao perpassar pelo centro. Dividindo-se o valor do DT por
dois, determinou-se o raio tubular. Paralelamente a medida de DT, foram realizadas
duas medidas da altura do epitélio seminifero (AE1 e AE2), tomadas em posigdes
opostas e foi considerado o valor médio dessas duas medidas (AE). A determinagao
do DL foi feita por meio da diferenga entre o valor de DT com a soma das duas

alturas do epitélio seminifero (Figura 7).
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Figura 7 — Determinagdo de medidas histométricas testiculares dos tubulos
seminiferos de ratos Wistar de geragédo FO que receberam dieta padrdo (FODP) ou

dieta hipercaldrica (FODH) e de seus descendentes F1 e F2.
-® G Pl e ta
N T N

..!w .../‘ " 1Y

% | R
N T W

DT — Didmetro total; AE1 — Medida 1 da altura do epitélio seminifero; AE2 — Medida 2 da altura do
epitélio seminifero; DL — Didmetro luminal obtido por meio de: DL=DT-(AE1+AE2). O raio tubular foi
determinado ao se dividir o valor de DT por 2 (dois).

Fonte: arquivo pessoal.

5.14.4. Comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculo e por grama

de testiculo

Com a determinagdo da medida do raio do tubulo seminifero e do volume
ocupado pelos mesmos, foi obtido o comprimento total dos tubulos seminiferos (CT)
pela formula 8 (ATTAL; COUROT, 1963):

x=a=+(rxrd) (8)

Sendo:

x = comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculo

a = volume do compartimento tubular
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7= valor de pi, sendo considerado = 3,14
r = raio do tubulo seminifero
Dividiu-se o comprimento total dos tubulos seminiferos pelo peso total dos

testiculos (CTG) e obteve-se o comprimento dos tubulos por grama de testiculo.

5.14.5. Densidade volumétrica e volume dos componentes do tecido

intertubular

Foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da regiao
intertubular nos diferentes cortes histoldgicos do testiculo de cada animal com
aumento de 400x utilizando uma grade padronizada de 609 pontos. Os pontos foram
classificados e quantificados conforme estivessem sobre as células de Leydig (LEY),
vasos sanguineos (VSA), espacgos linfaticos (LIN), matriz extracelular (MAT) e

macrofagos (MAC) (Figura 8).
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Figura 8 — Fotomicrografia que demonstra a definigdo dos componentes do
compartimento testicular intertubular que foi usada para avaliagdo histométrica
testicular de ratos Wistar de geragcdo FO que receberam dieta padrdo (FODP) ou

dieta hipercaldrica (FODH) e de seus descendentes F1 e F2.

Os seguintes simbolos correspondem a: MAT — Matriz extracelular; VSA — Vasos Sanguineos; * —
Espaco linfatico; seta fechada — célula de Leydig; seta aberta — macréfago.

Fonte: arquivo pessoal.

A densidade volumétrica desses elementos foi calculada a partir da seguinte

formula 9:

X =(a+1.000) x 100 (9)
Sendo:

x = densidade volumétrica dos elementos do compartimento intertubular

a = soma total dos pontos sobrepostos sobre cada elemento do

compartimento intertubular

O volume dos elementos intertubulares foi calculado a partir da férmula 10:
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x=(axz)+ 100 (10)
Sendo:

x = volume do elemento intertubular

a = densidade volumétrica de um elemento do compartimento intertubular

Z = volume do espaco total intertubular

5.15. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk para
avaliagao de distribuicdo normal. Para os dados com distribuigdo normal, foi utilizado
o teste t de Student para comparagdo entre os grupos de dieta padréo e
hipercaldrica. Para dados sem distribuicdo normal, foi usado o teste de Mann-
Whitney. O nivel de significancia adotado para o presente estudo foi de p<0,05.

Para a analise estatistica, utilizou-se o programa SPSS® (Statistical Package

for the Social Sciences), versao 21 (Nova York, Estados Unidos).
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6. Resultados e discussao

Os resultados e discussao sdo apresentados na forma de artigo submetido

em periédico conforme demonstrado no Apéndice.
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7. Comentarios Gerais

A dieta hipercaldrica utilizada no projeto se diferenciou das mais comumente
utilizadas em experimentacéo por ser considerada do tipo “High-Fat-High-Sugar”, ou
seja, rica em sacarose e gordura. As mais comumente requeridas apresentam
apenas um componente nutricional em excesso, sendo hiperlipidicas ou
hiperglicidicas. A escolha da ragéo do tipo HFHS foi devido a maior semelhanga com
0 padrao alimentar ocidental humano atual.

Pode-se evidenciar que a ragao promoveu alteragdes metabdlicas diferentes
das observadas das dietas hiperlipidicas descritas na literatura, levando a geragao
parental ao quadro de dislipidemia, maior coeficiente de eficiéncia energética sem
alterar o metabolismo glicémico. Contudo, outros efeitos foram semelhantes, como
maior adiposidade e alteragdes reprodutivas.

Embora sem alteragbes evidentes como na geracao parental, os grupos F1 e
F2 descendentes dos grupos expostos a DH apresentaram maior coeficiente de
eficiéncia energética (F1) e maior crescimento corporeo (F2) e alteragdes no peso
renal, sugerindo que podem ter comprometido, embora em menor escala, o
metabolismo destas duas geragdes.

A geragao parental apresentou alteragdes macroscopicas como redugao do
peso gonadal. Contudo, as geragbes descendentes apresentaram alteragdes que
variaram desde a precocidade da fase pré-puberal e alteracbes histométricas
testiculares em maior expressividade nas geragdes FO e F1, e menor na F2.

Embora ndo tenham sido evidenciadas alteragdes adicionais, ressalta-se que a
observagédo dos animais contemplou somente até a fase adulta jovem, sendo que,

comumente, os disturbios metabdlicos tendem a surgir de forma mais tardia. No
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entanto, a escolha de observacao final nesta faixa etaria jovem, foi feita para se
evitar a redugdo natural de fertilidade que ocorre com os indicios de senilidade dos

animais.
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8. Conclusao

Sendo assim, como conclusdes ao trabalho avaliado tem-se que a dieta
hipercalérica rica em gorduras e carboidratos simples promoveu alteragdes na
geracdao exposta FODH, em parametros metabdlicos lipidicos relacionados a
adiposidade e hiperlipidemia, além de maior coeficiente de eficiéncia energética.
Esse padrdao nao foi observado nas geragdes descendentes. Também nao houve
modificagdo do metabolismo glicémico das trés geragdes avaliadas. As avaliagbes
reprodutivas também demonstraram que houve comprometimento do peso das
gbnadas nas geragdes FODH, embora redugao na espessura do epitélio seminifero
tenha acontecido na geragdo F1DH. Associado as irregularidades verificadas no
desenvolvimento pré-puberal do animal, houve precocidade no surgimento das fases
de morfologia da glande do pénis e descida do testiculo nos animais da geragao
F1DH, embora com discreto atraso em isolada fase da F2DH, tem-se que a dieta

hipercaldrica promoveu alteragdes reprodutivas nas geragdes F1 e F2.
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9. Produgbes cientificas advindas do projeto apresentadas em congressos e

seminarios
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Laboratdrio, 4° Encontro Latino Americano de Ciéncia em Animais de Laboratério e
Reunido Anual do International Council On Laboratory Animal Science, 2018,
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Certificado de aprovacdo da solicitacdo de uso de animais pela Comisséo de Etic

no Uso de Animais da UFJF (CEUA-UFJF) para o presente projeto de pesquisa.
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a

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 003/2016 — CEUA sobre “AVALIACAO DO
METABOLISMO E DA FERTILIDADE DAS GERACQOES F1 E F2 DE RATOS WISTAR
DE GERACAO PARENTAL MASCULINA (F0) SUBMETIDA A DIETA
HIPERCALORICA” projeto de pesquisa sob a responsabilidade de VERA MARIA PETERS
com a colaboragdo de LEONARDO TOSHIO OSHIO, ANA ELIZA ANDREAZZI,
MARTHA DE OLIVEIRA GUERRA, MARCELLA MARTINS TERRA, CARLOS
GABRIEL DE LADE, TAMIRIS SCHAEFFER FONTOURA e JESSICA FERRAZ LOPES
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em 12/07/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa
serdo utilizados 110 ratos Wistar (90 machos,20 fémeas) de 25 dias de idade(machos) e 3
meses de idade (fémeas), conforme solicitado e que serfo utilizados no periodo 10/08/2016 a
10/08/2019.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 003/2016 —. CEUA about “AVALIACAQ DO
METABOLISMO E DA FERTILIDADE DAS GERAGOES F1 E F2 DE RATOS WISTAR
DE GERACAO PARENTAL MASCULINA (F0) SUBMETIDA A DIETA
HIPERCALORICA” under responsability of VERA MARIA PETERS and collaboration of
LEONARDO TOSHIO OSHIO, ANA ELIZA ANDREAZZI, MARTHA DE OLIVEIRA
GUERRA, MARCELLA MARTINS TERRA, CARLOS GABRIEL DE LADE, TAMIRIS
SCHAEFFER FONTOURA and JESSICA FERRAZ LOPES is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
12/07/2016. For the development of this research 110 Wistar rats (90 males,20 females) of 25
days of age(females) and 3 months of age (males), will be delivered as requested in the period
of 10/08/2016 to 10/08/2019.

Juiz de Fora, 09 de agosto de 2016
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Coordenadora Vice-coordenadora
CEVA CEUA
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