Universidade do Estado do Rio de Janeiro

]
z
> g Centro Biomédico
s
o Faculdade de Ciéncias Médicas

Pamella Campos Silva

Efeitos metabdlicos e testicular da administracdo em longo prazo

de diferentes dietas hiperlipidicas em ratos adultos

Rio de Janeiro
2013



Pamella Campos Silva

Efeitos metabdlicos e testicular da administracdo em longo prazo de diferentes
dietas hiperlipidicas em ratos adultos

Dissertacdo apresentada, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre,
ao Programa de Pos-graduacdo em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Area de concentracio: Sistema Urogenital.

Orientadora: Prof.2 Dra. Bianca Martins Gregorio

Coorientador: Prof. Dr. Waldemar Silva Costa

Rio de Janeiro
2013



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

S586 Silva, Pamella Campos.
Efeitos metabolicos e testicular da administragéo em longo prazo de
diferentes dietas hiperlipidicas em ratos adultos / Pamella Campos
Silva. — 2013.
60 f.

Orientadora: Bianca Martins Gregério.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Faculdade de Ciéncias Médicas. Pos-graduagdo em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirlrgicas.

1. Testiculo — Teses. 2. Obesidade — Teses. 3. Acidos graxos.
4. Acidos graxos insaturados. 5. Dieta hiperlipidica. 6. Rato Wistar. I.
Costa, Waldemar Silva. Il. Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. Faculdade de Ciéncias Médicas. lll. Titulo.

CDU 616.681

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducao total ou parcial

desta dissertacéo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Pamella Campos Silva

Efeitos metabdlicos e testicular da administracdo em longo prazo de diferentes

dietas hiperlipidicas em ratos adultos

Dissertacdo apresentada, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre,
ao Programa de Pos-graduagdo em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirlrgicas, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Area de concentracdo: Sistema Urogenital.

Aprovada em 28 de agosto de 2013.

Orientadora:

Prof.2 Dra. Bianca Martins Gregério
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Fernanda Amorim de Morais Nascimento
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Prof.2 Dra. Carla Braga Mano Gallo
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof. Dr. Waldemar Silva Costa
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Rio de Janeiro
2013



DEDICATORIA

Dedico essa dissertacdo a minha familia, que sempre incentivou meu

crescimento intelectual e profissional.



AGRADECIMENTOS

Ao coordenador do Programa de Pdés-Graduagdo em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirurgicas, Prof. Dr. Francisco José Barcellos Sampaio, por proporcionar a
existéncia e qualidade do curso e pelo incentivo ao progresso da ciéncia.

A minha orientadora Prof2. Dr2, Bianca Martins Gregoério e ao meu co-
orientador Prof. Dr. Waldemar Silva Costa, exemplos de dedicacdo a profissao,
pelos ensinamentos, auxilio e confianca, durante este periodo.

A amiga Angélica Furriel de Almeida da Silva pela lealdade, cumplicidade e
conhecimento compartilhado.

Aos amigos do Laboratorio de Estrutura e Ultra-estrutura da Unidade de
Pesquisa Urogenital, pela cooperacéo e boa convivéncia.

Aos meus pais, Rose Mary Campos Vale Silva e Jorge Santos da Silva que
sempre me apoiaram incondicionalmente e com amor e carinho me confortaram nos
momentos dificeis em que meus ideais pareciam distantes.

Ao meu namorado, Diego César Ripper Mendes, pelo companheirismo,
incentivo e paciéncia.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES,
pelo suporte financeiro na forma de Bolsa de mestrado.

A Deus, por tudo que foi citado acima.



Deus nos fez perfeitos e ndo escolhe os capacitados, capacita os escolhidos.

Fazer ou ndo fazer algo, s6 depende de nossa vontade e perseveranca.

Albert Einstein



RESUMO

SILVA, Pamella Campos. Efeitos metabdlicos e testicular da administracdo em longo
prazo de diferentes dietas hiperlipidicas em ratos adultos. 2013. 60 f. Dissertacao
(Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A obesidade e suas complicacdes metabdlicas afetam o sistema enddcrino e
varios 6rgaos, tais como os testiculos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da ingestdo de diferentes dietas hiperlipidicas (rica em acidos graxos
saturados e/ou poliinsaturados) na massa corporal, no metabolismo de carboidratos
e na morfologia testicular em ratos aos sete meses de idade. 39 ratos machos Wistar
(trés meses de idade) foram divididos em 4 grupos: SC (standard chow; n = 9), HF-S
(dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos saturados; n = 10), HF-P (dieta hiperlipidica
rica em &cidos graxos poliinsaturados; n = 10), HF-SP (dieta hiperlipidica rica em
acidos graxos saturados e poliinsaturados; n = 10). A massa corporal foi monitorada
semanalmente, até o final do experimento. Ao sacrificio (sete meses de idade),
amostras de sangue foram coletadas e os testiculos foram dissecados, pesados e
processados para andlises histomorfométrica, imunohistoquimica e bioquimica. Os
depodsitos de gordura genital foram dissecados e pesados. Os dados foram
analisados por ANOVA e pés-teste de Bonferroni, considerando p < 0,05. As dietas
hiperlipidicas promoveram aumento na massa corporal dos animais quando
comparado ao grupo SC (p < 0,0001). Corroborando com esse resultado, 0s
depdsitos de gordura genital dos grupos hiperlipidicos (HF-S, HF-P e HF-SP)
apresentaram aumento de 67%, 91% e 90% (p = 0,0004) em relagédo ao grupo SC,
respectivamente. Quanto aos parametros séricos, os animais dos grupos HF-S e HF-
SP apresentaram hiperglicemia (p = 0,0060), hiperinsulinemia (p = 0,0030),
hipercolesterolemia (p = 0,0021). Todos os grupos hiperlipidicos apresentaram
hiperleptinemia (p = 0,0019). Os niveis de triglicerideos e testosterona ndo diferiram
entre os grupos. Em relacdo ao testiculo, os grupos SC, HF-P e HF-SP
apresentaram maior altura do epitélio seminifero quando comparado ao grupo HF-S
(p = 0,0003). No que diz respeito ao diametro dos taubulos seminiferos, verificou-se
uma diminuicdo no grupo HF-SP, em comparacdo ao grupo SC (p = 0,0010). A
proliferacdo celular foi reduzida no grupo HF-S comparado ao grupo SC (p =
0,0450). Nao foram observadas diferencas na massa testicular e na concentracao de
colageno. Diante do exposto, a administracdo de dieta HF, independentemente da
gualidade do lipidio, promoveu o sobrepeso em ratos adultos. No entanto, a dieta
rica em acidos graxos saturados (banha de porco) promoveu alteracbes no
metabolismo dos carboidratos e na morfologia testicular, com redugao no diametro
dos tubulos seminiferos, na altura do epitélio seminifero e na proliferacdo das
células da linhagem espermatogénica. Estas alteracbes estdo possivelmente
relacionadas a distarbios na espermatogénese.

Palavras-chave: Acidos graxos poliinsaturados. Acidos graxos saturados. Dietas

hiperlipidicas. Obesidade. Rato Wistar. Testiculos.



ABSTRACT

Obesity and its metabolic complications affects the endocrine system and
multiple organs such as the testes. This study aimed to evaluate the effects of
different high-fat diets (rich in saturated and / or polyunsaturated fatty acids) on body
mass, carbohydrate metabolism and testicular morphology in rats at seven months
old. 39 male Wistar rats (three months old) were divided into four groups: SC
(standard chow, n = 9), HF-S (high fat diet rich in saturated fatty acids, n = 10), HF-P
(high fat diet rich in polyunsaturated fatty acids, n = 10), HF-SP (high fat diet rich in
saturated and polyunsaturated fatty acids, n = 10). Body mass was monitored weekly
until the end of the experiment. At the sacrifice (seven months old), blood samples
were collected and the testes were dissected, weighed and processed for
histomorphometrical, immunohistochemical and biochemical analysis. Genital fat
deposits were dissected and weighed. Data were analyzed by one-way ANOVA and
Bonferroni post hoc test, considering p < 0.05. Different high-fat diets promoted an
increased in body mass compared with the SC group (p < 0.0001). Accordingly, the
genital fat deposits were higher in the high-fat groups (HF-S, HF-P, HF-SP) than in
the SC group, showing an increase of 67%, 91% and 90%, respectively (p = 0.0004).
Regarding serum parameters, the animals in the HF-S and HF-SP groups presented
hyperglycemia (p = 0.0060), hyperinsulinemia (p = 0.0030), hypercholesterolemia (p
= 0.0021). All of the hyperlipidemic groups showed hyperleptinemia (p = 0.0019).
Serum triglyceride and serum testosterone levels did not differ among the groups.
Concerning the testis, the SC, HF-P and HF-SP groups showed an increase on
seminiferous epithelium height compared with the HF-S group (p = 0.0003). As the
seminiferous tubule diameter, there was a decrease in the HF-SP group in
comparison with the SC group (p = 0.0010). Cell proliferation was reduced in HF-S
group compared with the SC group (p = 0.0450). Among the groups, no difference
was observed in the testicular mass and in collagen level. In conclusion, the high fat
diet administration, independent of the lipid quality, promotes overweight. Diet rich in
saturated fatty acids (lard) alters the carbohydrate metabolism and the testicular
morphology with reductions of seminiferous epithelium height, seminiferous tubule
diameter and cell proliferation which could be related to a disturbance of
spermatogenesis.

Keywords: Polyunsaturated fatty acids. Saturated fatty acids. High-fat diets. Obesity.

Wistar rats. Testes.
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INTRODUCAO

Neste novo milénio, a obesidade e suas comorbidades associadas atingem
propor¢cdes pandémicas no mundo ocidental (1). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estima que mais de meio bilhdo de adultos sdo obesos, e cerca de trés
milhdes de pessoas morrem como resultado da obesidade. S6 nos Estados Unidos,
entre 2009 e 2010, a obesidade ocorreu em 35,7% dos adultos e aproximadamente
17% dos jovens, com menos de 20 anos de idade. A prevaléncia da obesidade néo
diferiu entre homens e mulheres (2, 3). O Brasil também é um dos paises afetados
pela obesidade. Em 2008, 51,7% da populagéo total apresentava-se com sobrepeso
(indice de massa corporal acima de 25 kg/m?2), enquanto que 18,8% ja eram
considerados obesos (indice de massa corporal superior a 30 kg/m?) (2).

A ingestdo de lipideos em excesso, independentemente da qualidade da
gordura, desencadeia a obesidade (4). A obesidade é acompanhada por maior
incidéncia de resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial
sisttmica e dislipidemia. Em conjunto, essa constelagdo de anormalidades
metabodlicas € chamada de sindrome metabdlica (5). A sindrome metabdlica é
prevalente em paises com estilos de vida ocidental, afetando em torno de 34-39%
da populacdo adulta nos EUA (6).

Nos ultimos anos, varios estudos mostraram uma relacdo inversa entre o
indice de massa corporal (IMC) e os parametros reprodutivos masculinos, embora o
mecanismo pelo qual a fertilidade seja afetada ainda esteja obscuro (7). O lipidio
presente na dieta afeta o padrdo de organizacdo da membrana plasmatica nos
diferentes tecidos. Nos testiculos, altera a disponibilidade de receptores de
gonadotrofinas, que s&o horménios protéicos, como o horménio luteinizante (LH) e
o hormonio foliculo estimulante (FSH), comprometendo assim a producédo de
testosterona pelas células de Leydig (intersticiais) e a espermatogénese pelas
células dos tubulos seminiferos, respectivamente (8). Porém, existem poucos dados
relacionando os efeitos dos acidos graxos saturados (AGSs) e poliinsaturados

(AGPIs) sobre a morfologia testicular.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Acidos graxos

Recentemente, os padrbes dietéticos sofreram diversas transformacoes,
sendo a mais recorrente a mudanca no tipo de gordura consumida, com aumento no
consumo de gordura saturada em detrimento da gordura poliinsaturada (9, 10). Esta
mudanca na composicéo da dieta pode ter um grande efeito sobre a organizacao da
membrana plasmatica nos tecidos humanos e consequentemente afetar o
metabolismo e a saude (11).

Os acidos graxos sdo componentes substanciais dos lipidios, um dos trés
macronutrientes principais, junto com proteinas e carboidratos (12). Também estéo
presentes nas membranas celulares, como componentes dos fosfolipidios, sendo
importantes para a sua fluidez e a sua funcionalidade. Os acidos graxos sédo acidos
carboxilicos com uma tipica estrutura RCOOH, que contém uma extremidade metil,
uma cadeia de hidrocarboneto (R) e um grupamento terminal carboxilico (13).

Os acidos graxos diferem no tamanho da cadeia carbdnica e no numero de
duplas ligacdes existentes entre os atomos de carbono. Quanto ao tamanho da
cadeia carbbnica, esses podem ser classificados em acidos graxos de cadeia curta
(de 2 a 4 atomos de carbono), cadeia média (de 6 a 10 atomos de carbono) e cadeia
longa (acima de 12 atomos de carbono). Ja quanto a presenca de insaturacdes, 0s
acidos graxos sao classificados, de acordo com sua estrutura, em acidos graxos
saturados (sem dupla ligacdo na molécula), monoinsaturados (uma dupla ligacdo na
molécula) ou poliinsaturados (duas ou mais duplas ligagcdes na molécula) (14).

Em tecidos animal e vegetal, os acidos graxos mais abundantes apresentam
de 16 a 18 atomos de carbono, por exemplo, os acidos estearico, palmitico, oleico e
linoléico. Os acidos graxos de origem animal possuem de 12-24 atomos de carbono
em sua cadeia, com 0-6 duplas ligacdes. No entanto, os acidos graxos contendo
menos de 14 e mais de 22 atomos de carbono estdo presentes apenas em
pequenas concentracdes. Aproximadamente metade dos acidos graxos de origem

vegetal e animal s&o insaturados e contém de 1-6 duplas ligagdes (13).
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Os AGSs sao caracterizados por apresentarem cadeia retilinea com um
namero variavel de atomos de carbono (cadeias de 8 a 18 atomos de carbono), e
apresentam maior ponto de fusdo quando comparados aos &cidos graxos
insaturados (14) (Figura 1). O ponto de fusdo dos &acidos graxos aumenta
proporcionalmente com o tamanho da cadeia de hidrocarboneto e diminui com o

aumento do numero de duplas ligacdes (13).

Figura 1: Estrutura quimica do acido graxo saturado.
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Legenda: Auséncia de dupla ligacdo na cadeia carbdnica.
Fonte: Adaptado de Castro & Cardoso, 2010.

Os AGSs séo metabolizados pelas células por meio da beta-oxidagdo, um
processo que permite a producdo mitocondrial de grandes quantidades de acetil
coenzima A (acetil-CoA), que entra no ciclo do acido citrico. No figado, a acetil-CoA
citoplasmatica é a precursora para a sintese de novos acidos graxos saturados e
colesterol, que, em conjunto com os triglicerideos, séo utilizados para a construcéo
de VLDL (lipoproteinas de densidade muito baixa). Logo, uma dieta rica em AGS
contribui para aumentar a producéo hepética de lipoproteinas (15).

Os AGSs sdo normalmente encontrados na forma solida (gordura) e em
produtos de origem animal como banha de porco e manteiga (16). Também estao

presentes em fontes como o 6leo de coco, manteiga de cacau, manteiga de Kkarité
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(17). O aumento na ingestdo de gordura saturada, e também colesterol, aumenta as
lipoproteinas de baixa densidade no sangue (LDL ou “mau” colesterol), que esta
relacionado com o aumento da doenca cardiaca coronariana, diabetes, mortalidade
e alteracdes testiculares (18-20). Ademais, pode potencializar a peroxidacéo lipidica,
e assim danificar macromoléculas (enzimas, DNA), estimulando acentuadamente a
proliferacdo celular em diversos tecidos (21).

Os AGPIs (n-3 e n-6), sdo acidos graxos essenciais ao organismo, devendo,
portanto, serem obtidos a partir da alimentacdo. A estrutura quimica de um AGPI é
apresentada na figura 2. O acido alfa-linolénico (ALA), encontrado principalmente
em peixes marinhos e em produtos de origem vegetal, como o 6leo de canola, é
precursor do eicosapentaendico-EPA (22) e do docosahexaendico-DHA (23), em
seres humanos. Ele pode ser convertido em EPA e DHA pela acdo da delta-6
dessaturase/alongase e delta-5 dessaturase/alongase, respectivamente. No entanto,
nos seres humanos, a eficiéncia da conversdao é muito limitada (24, 25). Nesse
contexto, o aumento da ingestdo de peixes marinhos (salmao, arenque, anchova,
atum) e oOleo de peixe é recomendado para a obtencdo de EPA e DHA, diretamente
a partir da dieta. Recomendac¢fes nutricionais de 250 mg/dia de EPA/DHA foram

estabelecidas para as sociedades ocidentais (26).

Figura 2: Estrutura quimica do &cido graxo poliinsaturado.
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Legenda: presenca de dupla ligacado na cadeia carbdnica.
Fonte: Adaptado de Castro & Cardoso, 2010.
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Os AGPIs encontram-se geralmente liquido a temperatura ambiente,
presentes em Oleos de origem vegetal, como os 6leos de canola, soja e girassol.
Encontram-se também em outras fontes de origem vegetal, tais como nozes,
semente de linhaca e mostarda, assim como em peixes, crustaceos e moluscos (27).

Os AGPIs da série n-3 (acidos a-linolénico-ALA, eicosapentaendico-EPA e
docosahexaendico-DHA) sédo considerados antiinflamatérios (28), pois atuam na
reducdo da inflamacdo no sangue e no tecido adiposo branco (29), melhorando o
metabolismo lipidico (30) e diminuindo o risco de doengas cardiovasculares (31).
Segundo Tvrzicka (2011), a ingestao de gordura poliinsaturada auxilia na diminuicéo
da lipogénese e de lipoproteinas de baixa densidade no sangue (LDL) (13).
Ademais, alguns estudos apontam que esse tipo de acido graxo pode melhorar a
funcdo testicular. No estudo de Gromadzka-Ostrowska (2002), verificou-se que a
dieta a base de 6leo de canola estimulou a fungéo testicular em ratos, devido ao
elevado nivel de testosterona encontrado no soro (32).

Os acidos graxos encontram-se armazenados nos adipécitos, sob a forma de
trigliceridios (trés moléculas de acidos graxos esterificados a uma molécula de
glicerol) (14). Os adipécitos sdo células que armazenam lipidios e fazem parte do
tecido adiposo. Alguns trabalhos apontam que tanto dietas ricas em AGS, quanto em
AGPI podem elevar a massa corporal (33). Hoje é sabido que o tecido adiposo é

considerado um 6rgdo enddcrino, conforme elucidaremos abaixo.

1.2 Tecido adiposo e leptina

O tecido adiposo é um tecido conjuntivo frouxo estruturado em lébulos de
adipdcitos, rodeado por uma rica rede de capilar e nervos (34). O tecido adiposo tem
como funcdo primordial servir como depésito de energia, sob a forma de
triglicerideos que se encontram acumulados nos adipocitos. Além disso, ainda pode
atuar como isolante térmico, auxiliando na manutencdo da temperatura corporal e
como amortecedor, protegendo contra chogues mecanicos.

Dados atuais da literatura ainda o consideram como o maior 6rgdo endocrino
no organismo humano, o qual secreta adipocinas que influenciam o perfil metabdlico

e o processo inflamatorio (35). As adipocinas tém um papel chave na regulacao do
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metabolismo sistémico. A producdo desregulada de adipocinas, devido a disfuncao
do tecido adiposo branco e o excesso de adiposidade, pode contribuir para a
patogénese da obesidade e resisténcia a insulina (36) e para a inflamacao crénica
associada a sindrome metabolica (37).

Em 1994, a leptina foi a primeira adipocina a ser caracterizada, sendo
produzida principalmente pelo tecido adiposo branco (38). Porém esta ndo € a Gnica
fonte do horménio, 6rgdos como ovarios e testiculos podem produzi-la em pequenas
guantidades (39).

A leptina € o horménio que esta envolvido na regulagcdo da massa corporal.
Age no hipotadlamo para reduzir a ingestdo alimentar e aumentar a utilizagdo de
energia, sendo o0s seus niveis relacionados diretamente com a massa de gordura
corporal (20). No obeso existem elevadas concentragbes de leptina, devido ao
aumento da adiposidade, onde esta ndo consegue exercer 0 seu papel na regulacao
de controle alimentar (40). Esse paradoxo pode ser explicado, em parte, pela
resisténcia a leptina através de um aumento dos niveis de supressor de sinalizacéo
da citocina 3 (SOCS3) - um inibidor de sinalizacédo da leptina (41).

E sabido que a leptina atua no metabolismo da gordura, com efeito direto no
metabolismo da glicose. De modo que a leptina inibe a biossintese e a secre¢éo de
insulina pelas células B do pancreas (42), o que indiretamente afeta 0 metabolismo
da glicose. Portanto, foi sugerido que o aumento da leptina pode ter um papel
importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina em humanos (43).

Além das suas acdes metabdlicas, sabe-se que receptores de leptina estdo
presentes no testiculo (44, 45). Isso constitui a base para que a leptina também
exerca papel fundamental na funcdo gonadal e na reproducéo (46). A leptina atua
como sinalizador metabdlico para o sistema reprodutivo, informando que as reservas
energéticas e de gordura estdo disponiveis para a demanda exigida na reproducéo
(47, 48). Apesar de muitos trabalhos mostrarem que a leptina apresenta um papel
importante na reproducdo, 0s mecanismos pelos quais a leptina regula a reproducao
ainda nao foram esclarecidos (49).

Nos testiculos ocorrem interacbes entre a leptina e a testosterona. A
avaliacdo do efeito testicular da leptina revela sua capacidade em inibir a secrecao
de testosterona. Alguns estudos relatam que em homens obesos a leptina pode
desempenhar um papel na diminuicdo da testosterona implicando o hipogonadismo

(50, 51). O tratamento de doentes com deficiéncia de leptina, através da
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administracdo da mesma, reduz a obesidade mérbida, o hipogonadismo e o diabetes
mellitus tipo 2 (52). Porém, a auséncia de resposta a administragdo de leptina,
designado de resisténcia a leptina, é muitas vezes observada em pacientes obesos
(53).

Desta forma especula-se que exista um complexo modo de acdo da leptina
em multiplos locais do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, que envolve tanto a
resposta estimulatoria quanto a inibitoria (54). Dados do Estudo de envelhecimento
masculino em Massachusetts mostraram que niveis mais baixos de testosterona
total foram preditivos ao desenvolvimento da sindrome metabdlica (55). Em
contraste, outros dados sugerem que a sindrome metabédlica é um fator de risco
independente do hipogonadismo em homens de meia-idade (56), e que a deficiéncia
androgénica parece ser um marcador para a sindrome metabdlica, e ndo a causa
(57). Sendo assim, os dados disponiveis sugerem que hipogonadismo € um
marcador precoce de perturbacdes no metabolismo da insulina e da glicose, que

pode evoluir para a sindrome metabdlica.

1.3 Morfofisiologia testicular

Os testiculos sdo 6rgdos pares localizados no saco escrotal, fora da cavidade
abdominal, apresentando funcdes exdcrina e enddcrina (58). Esta localizagao
possibilita a manutencao dos testiculos a uma temperatura de 2 a 3°C abaixo da
temperatura corporal, afim de facilitar a espermatogénese. Dados existentes na
literatura mostram que a temperatura de 34-35°C € essencial para a eficacia da
espermatogénese (59). O volume dos testiculos, palpado clinicamente, esti
relacionado a atividade funcional da espermatogénese, de modo que durante a
puberdade esse volume alcanga maior proporcionalidade (60).

Histologicamente, é envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo denso,
denominada tunica albuginea, que emite septos para o interior do 6rgdo até a regido
do mediastino testicular, que o divide em 250 a 300 compartimentos piramidais,
intercomunicantes, que constituem os l6bulos do testiculo (59, 61) (Figura 3). Cada
I6bulo é ocupado por um a quatro tubulos seminiferos, que se alojam como novelos

dentro de um tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos, canais linfaticos,
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nervos, células intersticiais (células de Leydig) produtoras de andrégenos
testiculares e uma populacdo celular variavel, constituida principalmente de
fibroblastos, macréfagos e mastécitos (58, 62) (Figura 4). As células de Leydig
sintetizam testosterona e estradiol sob o estimulo do horménio luteinizante (LH),
secretado pela hipéfise (63), e ocupam a maior parte do espago entre os tubulos

seminiferos.

Figura 3. Corte transversal do testiculo mostrando alguns I6bulos
testiculares com os tabulos seminiferos (local de producdo dos

espermatozoides).

Tuabulo reto
Dutos eferentes
Tubulos seminiferos

Rede testicular

Epididimo

Legenda: Sequencialmente, os espermatozéides armazenam-se no
epididimo.
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Figura 4. Corte esquematico ilustrando uma porgcdo do tubulo seminifero
(contendo células da linhagem espermatogénica e células de Sertoli) e do
tecido conjuntivo frouxo.
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Fonte: Adaptado de Junqueira & Carneiro, 2008.

Os tdbulos seminiferos séo responsaveis pela producdo das células
reprodutoras masculinas, os espermatozoides que se dirigem para curtos ductos,
denominados tubulos retos, os quais unem os tubulos seminiferos a rede testicular,
constituida por um sistema de canais altamente anastomosados. Os
espermatozoéides saem da rede testicular através de dez a vinte tubos chamados de

dutos eferentes, que se fundem com o epididimo (64) (Figura 5).



22

Figura 5. Esquema geral do aparelho reprodutor masculino, com énfase
na estrutura testicular.
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Os tubulos seminiferos sdo ocos, altamente contorcidos com 30-70 cm de
comprimento e 150-250 um de diametro. Em cada testiculo estao presentes cerca
de 1000 tubulos seminiferos, com um comprimento total de quase 0,5 Km (61). O
tubulo seminifero consiste em um lamen central revestido por um epitélio
especializado contendo duas populag@es distintas de células: as células de Sertoli e
as ceélulas da linhagem espermatogénica (espermatogbnias, espermatdcitos e
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espermatides) (Figura 4). As células de Sertoli atuam na regulacdo enddcrina das
gonadotrofinas hipofisarias, no processo de espermiogénese e como barreira
hematotesticular (65).

O epitélio seminifero é circundado por uma lamina basal e por uma bainha de
tecido conjuntivo, formada principalmente por delicados feixes entrelacados de fibras
de colageno tipo I, varias camadas de fibroblastos e células midides contrateis, que
sdo responsaveis pela movimentacdo do fluido e propulsdo de espermatozoides
através do lume tubular (58). O lume tubular contém fluido secretado pelas células
de Sertoli e espermatozoides recém-espermiados (62).

O testiculo ainda pode ser dividido funcionalmente em dois compartimentos: o
compartimento intertubular ou intersticial e o compartimento tubular, constituido de
tubulos seminiferos (58). Sabe-se que o compartimento tubular representa a maior
parte do testiculo, preenchendo de 70% a 90% do parénquima testicular na maioria

dos mamiferos estudados (66, 67).

1.4 Espermatogénese

As células da linhagem espermatogénica, presentes nos tubulos seminiferos,
sdo responsaveis pela espermatogénese, que consiste na producdo de
espermatozoéides. Todo o processo de producdo do espermatozdide ocorre ao longo
de aproximadamente 10 semanas (68). O processo espermatogénico pode ser
dividido didaticamente em trés fases, de acordo com as diferentes caracteristicas
morfoldgicas e funcionais (58, 69) (Figura 6):

(a) Fase proliferativa

O processo de espermatogénese inicia-se com uma célula germinativa
primitiva, a espermatogbnia, que apresenta 46 cromossomos e 4N de DNA, e esta
situada proxima a lamina basal do epitélio. Durante a puberdade as
espermatogbnias comecam a se dividir por mitose e a produzirem sucessivas
geragOes de células. Estas células-filhas podem seguir dois caminhos: continuar se
dividindo, mantendo-se como células-tronco de outras espermatogbnias, sendo
estas chamadas de espermatogonias de tipo A, ou podem se diferenciar durante

sucessivos ciclos de divisdo para se tornarem espermatogonias de tipo B. As
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espermatogobnias de tipo B sdo células progenitoras que se diferenciam nas maiores
células da linhagem espermatogénica, 0os espermatocitos primarios, que apresentam
46 cromossomos e 4N de DNA.

(b) Fase meidtica

Os espermatocitos primarios entram na primeira divisdo meidtica, originando
duas células menores chamadas de espermatdécitos secundarios, que possuem 23
cromossomos e 2N de DNA. Esses entram na segunda divisdo meibtica, resultando
em duas células, as espermatides, que contém 23 cromossomos e 1N de DNA
(haploide).

(c) Fase de diferenciacdo ou espermiogénica

As esperméatides arredondadas passam por drasticas alteracdes morfolégicas
e funcionais, como a formacgéo do acrossoma e do flagelo, e a condensacéo nuclear,
resultando em uma célula altamente especializada, o espermatozoide maduro.

As células germinativas ndo estdo organizadas ao acaso e sim em condicfes
celulares distintas, denominadas estadios (66, 70). A medida que as células da
linhagem espermatogénica sédo diferenciadas, suas sucessoras deslocam-se em
direcdo ao limen do tdbulo seminifero. Desta maneira, 0s espermatozoides ao
serem formados sdo projetados para o limen, seguindo em direcdo aos tubulos
retos (71). Para que o processo espermatogénico ocorra de maneira satisfatoria é
necessaria a integridade funcional da membrana basal (72), como também a
interacdo das células germinativas com 0s componentes somaticos do testiculo,
principalmente células de Sertoli e células de Leydig (66, 73-75).
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Figura 6. Esquema ilustrando a espermatogénese (fase proliferativa, fase

meidtica e fase espermiogénica).
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1.5 Lipideos e testiculo

Os AGPIs de cadeia longa sdo um dos principais componentes dos
fosfolipidos inerentes as membranas celulares e contribuem para sua fluidez e
flexibilidade (76). O colesterol também faz parte das membranas animais. A fluidez
da membrana € maior quando as concentracdes de colesterol sdo mais baixas (77).
A composicdo dos &cidos graxos presentes nas membranas afetam suas
propriedades fisicas, influenciando assim a conformacdo e funcdo das proteinas
ligadas a membrana (78, 79).

Em mamiferos, os AGPIs biologicamente importantes incluem o &cido
docosahexaendico [DHA; 22:06 (n-3)], que € sintetizado a partir do &cido graxo
essencial a-linolénico [ALA; 18:3 (n-3)] e o &cido araquidonico [AA; 20:4 (n-6)], que é
derivado do &cido linoleico [LA; 18:2 (n-6)] (80, 81). Essas conversdes ocorrem por
intermédio de alternadas etapas de alongamento e dessaturacao (82).

As membranas plasmaticas das células testiculares sao ricas em AGPIs, com
predominancia de diferentes acidos graxos, dependendo da espécie. O testiculo de
rato tem um elevado teor de acido docosapentaendico [DPA; 22:05 (n-6)] (83, 84),
enquanto que acido docosahexaenoico [DHA; 22:06 (n-3)] € predominante no
testiculo humano (85) e de macaco (86).

A maturacao dos testiculos durante a puberdade, em mamiferos, aumenta a
proporcdo de AGPIs de cadeia longa nas membranas plasméticas dos testiculos,
como mostrado em ratos (87), javalis (88), touros (89), macacos (90), e humanos
(91). Os maiores niveis de AGPIs entre os diferentes tipos de células testiculares
(células de Leydig, células de Sertoli e as células germinativas) foram encontrados
nas células germinativas (92), que ndo possuem requisitos enziméticos para uma
eficiente sintese do mesmo, dependendo, portanto, da sua captacdo (82, 93). As
células de Sertoli parecem atuar na conversdao dos acidos graxos essenciais
presentes na dieta em acido docosapentaendico [DPA; 22:05 (n-6)] e acido
docosahexaendico [DHA 22:06 (n-3)] (94). Consequentemente, um transporte de
AGPIs das células de Sertoli para as células germinativas, foi postulado (82).
Embora os mecanismos anteriormente mencionados sejam elusivos, os AGPIs séo

aparentemente essenciais para a fertilidade masculina (95, 96).
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Como os AGPIs sdo considerados saudaveis, é crescente o numero de
individuos que os consomem em demasia, 0 que pode interferir na homeostase. As
proporcdes de diferentes AGPIs nas membranas celulares refletem as quantidades
consumidas na dieta (97). Descobertas experimentais sugerem a possibilidade de
gue AGPI podem diferencialmente, afetar as respostas celulares através de
alteracOes na fluidez da membrana e na caracteristica dos receptores (98).

O testiculo € um 6rgdo que apresenta um peculiar metabolismo do acido
graxo. Apesar de ser rico em AGPIs, o testiculo é continuamente subtraido desses
acidos graxos, a medida que o0s espermatozdides sao transportados para o
epididimo (82). Os AGPIs de cadeia longa tém sido detectados na membrana
plasmatica dos espermatozoides da espécie humana (99) e numa variedade de
espécies animais, incluindo mamiferos (carneiro, boi, javali) (100) e aves
(galinhas,patos, perus) (101).

A observacédo de gue a espermatogénese esta associada aos aumentos das
goticulas lipidicas na membrana celular (102-104), salienta a estreita relacdo entre o
metabolismo lipidico e o desenvolvimento das células germinativas. O metabolismo
lipidico nos espermatozoéides é importante tanto para a producdo de energia, quanto
para a estrutura celular (76). No espermatozoide, os acidos graxos insaturados
oferecem a membrana plasmatica a fluidez necessaria para a fusdo das
membranas, durante a fecundacéo (98).

Durante a maturacdo dos espermatozéides no epididimo, a membrana
acrossbmica sofre uma série de alteracdes fisicas, quimicas, e funcionais. Estas
mudancas incluem a adic&o de fosfatidilcolina, altamente insaturado, ocasionando a
diminuicdo da estabilidade da membrana. Porém, de forma simultdnea, a adicdo de
colesterol e a manutencdo da distribuicdo assimeétrica dos fosfolipidios minimizam
esses efeitos, melhorando a estabilizacdo da membrana do espermatozéide maduro
(82).

Sendo assim, essa razdo AGPI — colesterol (na proporcéo ideal) € necessaria
para manutencéo da fluidez da membrana plasmatica testicular e para produgéo de

gametas férteis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar em ratos wistar os efeitos da ingestdo em longo prazo (quatro meses)
de diferentes dietas hiperlipidicas (rica em acidos graxos saturados e/ou
poliinsaturados) na massa corporal, no metabolismo de carboidratos e na morfologia

testicular.

2.2 Especificos

e Acompanhar a evolucdo da massa corporal e o comportamento glicémico, o
metabolismo lipidico e os niveis séricos de testosterona e leptina dos animais
dos diferentes grupos de estudo aos sete meses de idade;

e Comparar a morfologia do testiculo (altura do epitélio seminifero e o diametro
do tdbulo seminifero) dos animais dos diferentes grupos experimentais aos
sete meses de idade;

e Avaliar por meio de método imunohistoquimico a expressédo do antigeno de
proliferagd@o celular no testiculo dos animais dos diferentes grupos de estudo
aos sete meses de idade;

e Realizar por meio de método bioquimico a quantificacdo de colageno no
testiculo dos animais dos diferentes grupos de estudo aos sete meses de
idade.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram as normas
estabelecidas no guia convencional para a experimentacdo com animais (Publicacéo
NIH N°. 85-23, revisado em 1996). O protocolo experimental foi aprovado pela
Comisséo de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG, CEUA0272012), e seguiu as
orientacdes propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes da colonia da Unidade de
Pesquisa Urogenital, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. No biotério, o0s
animais foram alocados em caixas de polipropileno, em ambiente com temperatura
(21+2°C) e umidade controladas (60+10%), com ciclos de 12 horas de claro e escuro
(07h as 19h) e ciclo de exaustdo de ar (15 min./hora).

Machos adultos com trés meses de idade (12 semanas de idade) foram
divididos em quatro grupos experimentais de acordo com o teor de lipidios da dieta:
SC (standard chow; n=9), HF-S (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos saturados;
n=10), HF-P (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos poliinsaturados; n=10), HF-SP
(dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados e poliinsaturados; n=10). As
dietas SC (14% proteinas, 76% carboidratos, 10% de lipidios) e as diferentes dietas
hiperlipidicas HF (14% proteinas, 36% carboidratos, 50% de lipidios) seguiram as
recomendacbes da AIN-93M. O oOleo de soja foi usado em todas as dietas
experimentais para evitar a deficiéncia de acidos graxos essenciais, sendo as dietas
HF acrescidas de banha de porco (AGS) e/ou 6leo de canola (AGPI). O contetdo de
vitaminas e minerais foi 0 mesmo em todas as dietas e também seguiu as
recomendacfes da AIN-93M (105). As dietas experimentais foram confeccionadas

pela Pragsolucdes (www.pragsolucoes.com.br) e a composicdo estd demonstrada

natabela 1.


http://www.pragsolucoes.com.br/
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Tabela 1: Composicao das dietas experimentais. Mistura de vitaminas* e de
minerais** segundo a recomendacao da AIN-93M (Reeves, Nielsen et al. 1993).

Ingredientes (g/Kg) SC HF-S HF-P HF-SP
Amido de milho 465,70 192,60 192,60 192,60
Caseina 140,00 175,00 175,00 175,00
Sacarose 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja 40,00 40,00 40,00 40,00
Oleo de canola 0,00 0,00 238,00 119,00
Banha de porco 0,00 238,00 0,00 119,00
Fibra 50,00 50,00 50,00 50,00
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80
Cloreto colina 2,50 2,50 2,50 2,50
BHT 0,008 0,060 0,060 0,060
Mix de minerais* 35,00 35,00 35,00 35,00
Mix vitaminico** 10,00 10,00 10,00 10,00
TOTAL (g) 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
Energia (Kcal/Kg) 3810,00 5000,00 5000,00 5000,00
Hidrato de carbono(%) 76,00 36,00 36,00 36,00
Proteina (%) 14,00 14,00 14,00 14,00
Lipideo (%) 10,00 50,00 50,00 50,00

Legenda: SC (standard chow), HF-S (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos
saturados), HF-P (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos poliinsaturados),
HF-SP (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados e poliinsaturados).

Os grupos controle e hiperlipidicos receberam as respectivas dietas durante
16 semanas (dos trés aos sete meses de idade). Todos os grupos de estudo
receberam agua e racdo ad libitum. A ingestdo alimentar e o estado de salde dos
animais foram registrados diariamente. A massa corporal foi monitorada

semanalmente, até o final do experimento.

3.2 Biometria e ingestéo alimentar dos animais

Ao longo do experimento, conforme mencionado previamente, a massa
corporal dos animais foi mensurada semanalmente, por meio de balanca digital de

precisdo 0,1g (Urano). A ingestao alimentar foi estimada diariamente, mediante a
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subtracao entre a quantidade total de racéo e a quantidade remanescente na caixa.

Em caso de sobra, por conta do alto teor lipidico, a ragédo era desprezada.
3.3 Morte

Aos sete meses de idade, apdés 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico intraperitonealmente. O térax foi aberto e o
sangue foi coletado por puncdo cardiaca através do atrio direito, e imediatamente
centrifugado e armazenado a -20°C para andlises séricas (glicose, insulina,
triglicerideos, colesterol total, leptina e testosterona). Posteriormente, os testiculos e
os depositos de gordura genital foram dissecados (figura7). Os depésitos de gordura
genital foram pesados e fixados em 1,27 mol/l formaldeido em 0,1M tampé&o fosfato,
pH 7,2. Quanto aos testiculos, a massa foi aferida, sendo em seguida imediatamente
fixados para microscopia Gtica (solucdo de bouin e 1,27 mol/l formaldeido em 0,1M

tampao fosfato, pH 7,2, respectivamente).

- Gordura genital

Figura 7 — Disseccdo dos depositos de gordura genital e
dos testiculos para posteriores andlises histomorfométrica,
imunohistoquimica e bioquimica.
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3.4 Bioquimica sérica e niveis hormonais

O plasma foi separado por centrifugacdo (3000 rpm, por 8 min) a temperatura
ambiente e armazenado a -20°C até a realizacdo de analises bioquimicas. As
concentracdes de glicose (monoreagente-K082), triglicerideos (monoreagente-K117)
e colesterol total (monoreagente-K083) foram determinados através do método
colorimétrico (Bioclin Systems II, Quisaba, Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil).

As dosagens séricas de insulina, leptina e testosterona foram analisadas pelo
meétodo de ELISA a partir de kits comercialmente disponiveis: insulina para
ratos/camundongos (Millipore - Cat. EZRMI-13 k — St Charles, Missouri, USA);
leptina para ratos (Millipore - Cat. EZRL-83K, St Charles, Missouri, USA);
testosterona (Uscn - Cat. E90458Ge — Wuhan, China), respectivamente. Todas as

amostras foram analisadas em duplicata, com um coeficiente de variacédo de 1,4%.

3.5 Imunohistoquimica do testiculo

Apés remocao, os testiculos sofreram todo o procedimento histolégico de
rotina e foram seccionados com cinco pm de espessura. ApGs a desparafinizacdo, a
recuperacgdo antigénica dos testiculos foi realizada com TRIS-EDTA (pH 9,0) por 12
horas (overnight), a 60°C. Em seguida, o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito
com solucdo de peroxido de hidrogénio (H,O2) a 3% e as reacles inespecificas
foram inibidas com tampéao fosfato salino/albumina sérica bovina (PBS/BSA 5%). A
seguir, os cortes foram incubados com anticorpo anti-PCNA (PC10, Ref: 180110,
Invitrogen, Camarillo, USA). Posteriormente, foi feita a incubacdo com anticorpo
secundario e a reacao foi amplificada a partir do sistema biotina-estreptavidina (Kit
Invitrogen, Ref: 859643, Frederick, USA). A imunocoloracdo foi visualizada apos a
incubacdo das seccbes com 3,3 diaminobenzidina tetracloreto-DAB (Ref: 859643,
Invitrogen, Frederick, USA) e contra-coradas com Hematoxilina de Mayer.
Simultaneamente, foram obtidas as laminas controle negativo (sem a adicdo do

anticorpo primario).
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3.6 Testiculo: estrutura e quantificacao

No momento do sacrificio, os testiculos foram dissecados e pesados. Na
sequéncia, o polo superior do 6rgao foi removido e a por¢cdo remanescente do
testiculo foi imediatamente fixada em solucdo de bouin por 24 horas a temperatura
ambiente. Apl6s esse periodo, o material foi clivado e imerso em fixador para
microscopia de luz (1.27mol/L de formaldeido, em 0,1M de tampao fosfato, pH 7,2)
durante 48 horas em temperatura ambiente. Assim sendo, os fragmentos
testiculares foram desidratados em alcodis com concentracBes crescentes até
alcancar o &lcool absoluto, diafanizados em xilol e incluido em paraplast plus®
(Sigma-Aldrich C., St.Louis, MO, USA). O material foi seccionado com cinco ym de
espessura e corado com hematoxilina-eosina.

Para a analise morfométrica e quantitativa dos testiculos foi utilizado um
sistema de video-microscopia com microscopio de luz Olympus BX51 (Tokyo,
Japan) acoplado a uma camara digital (Olympus DP70 - Tokyo, Japan). As imagens
foram capturadas com o auxilio do software ImagePro plus, version 5.0 (Media
Cybernetics, Silver spring, MD, USA). O diametro dos tlubulos seminiferos e a altura
do epitélio seminifero foram mensurados utilizando o software Image J® (Image
Processing and Analysis in Java). Apds a calibracdo do sistema, ambas as medidas
foram determinadas a partir da ferramenta "straight” (Figura 8 e figura 9).

Para mensurar o didmetro dos tubulos seminiferos, duas retas
perpendiculares, de um polo ao outro, de cada seccdo transversal do tubulo
seminifero foram medidas e a média foi calculada. No que tange a altura do epitélio
seminifero, quatro por¢cdes equidistantes de cada seccao transversal dos tubulos
seminiferos foram mensuradas, partindo da célula mais basal até a mais proxima do
[imen, sendo a média calculada. As analises morfométricas foram realizadas com
um aumento de 100x para o diametro dos tubulos seminiferos e um aumento de
200x para a altura do epitélio seminifero. Para cada analise, foram avaliados 25
campos / animal.

A taxa de proliferacdo celular foi mensurada com o auxilio das ferramentas
“cell counter” e "freehand selections" (Figura 10). Todos os nucleos das células da
linhagem espermatogénica imunomarcados com o anticorpo anti-PCNA foram

guantificados e tiveram a sua area de localizacao delimitada. As fotomicrografias
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foram obtidas utilizando-se o aumento de 400x. Para esta analise, também foram
avaliados 25 campos / animal.

Figura 8 — Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “straigh” (destacada
pelo circulo azul) para a mensuragéo do diametro do tabulo seminifero (100X), a
partir do software Image J®.

¢ Image) . A il (=] -]
File Edit | rocess Analyze Plugins Window Help

mifelf=]ls {~=P S ARNVNEN I PACILACIVAV AR I I
*Straight*, segme freehand lines, or arrows (right click to switch)

Na fotomicrografia em destaque, a sua selecado permite tracar uma
linha reta de um pélo ao outro do tabulo seminifero, passando pelo
centro.
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Figura 9 — Imagem ilustrando a aplicabilidade da ferramenta “straigh”
(destacada pelo circulo azul) para a mensuracdo da altura do epitélio
seminifero (200X), a partir do software Image J°.

{ Image) » - Il (] S
File Edit | rocess Analyze Plugins Window Help
mifelf=dfv { PP 48 ARNVNEN P ACIIEN AV A I S

*Straight*, segme freehand lines, or arrows (right click to switch)

Na fotomicrografia em destaque, a sua selecdo permite tracar uma
linha reta da célula mais basal até a mais proxima do lamen.
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Figura 10 — Imagem ilustrando a aplicabilidade das ferramentas “cell counter” e
"freehand selections” (destacada pelo circulo azul) para a mensuracdo da

proliferacdo celular (400X), utilizando o software Image J®.
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Na fotomicrografia em destaque, a selecdo da ferramenta “cell
counter” permite a contagem dos nucleos das células da linhagem

espermatogénica imunomarcados,

e a ferramenta

"freehand

selections" delimitou os tubulos seminiferos que continham nudcleos

imunomarcados.
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3.7 Anédlise Bioquimica do testiculo

Apés a eutanasia, parte das amostras dos testiculos foi fixada em acetona
durante 24 horas a 4°C. Em seguida, o material foi clivado (2mm x 2mm) e
delipidado por intermédio de duas trocas de 24 horas cada, em 40 mL de
cloroférmio/metanol (2:1, v/v), a temperatura ambiente. O material foi incubado a
60°C durante 30 minutos. Dessa forma, obteve-se um preparo de tecido seco, a
partir do qual foi obtida a concentracédo de colageno total pela dosagem colorimétrica
de hidroxiprolina. De 5 a 15 mg de tecido seco testicular foram delipidados e
hidrolisados em &cido cloridrico (HCI) 6N durante 18 horas a 118°C (106). A
dosagem foi realizada nos hidrolisados neutralizados utilizando o método da
cloramina T (107). Os resultados foram expressos em microgramas (ug) de

hidroxiprolina por miligrama (mg) de tecido seco.

3.8 Andlise estatistica

Todos os dados foram testados para a curva de distribuicAo normal e
homogeneidade de variancia, sendo reportados como média e desvio padrao da
meédia (DP). As diferencas entre os grupos foram estabelecidas por analise de
variancia (one-way ANOVA) e pés-teste de Bonferroni. Em todos os casos, o nivel
de significancia adotado foi de p<0,05 (108) e todas as analises foram realizadas no
software de analise estatistica GraphPad Prism versdao 5.03 para Windows
(GraphPad Software, Sdo Diego, Califérnia, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Ingestéo alimentar e massa corporal

Durante todo o experimento, os grupos HF-S, HF-P e HF-SP mostraram um
aumento da ingestdo alimentar quando comparados aos animais do grupo SC
(dados ndo mostrados). Esse padréao foi acompanhado por um aumento significativo
da massa corporal nos grupos HF-S (529,30 =+ 57,39qg), HF-P (546,40 + 40,139g) e
HF-SP (532,90 + 48,27¢g) quando comparado ao grupo SC (424,22 + 40,29q, p <
0,0001) (Grafico 1).

Grafico 1- Evolugdo da massa corporal dos animais dos trés aos sete
meses de idade.
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Legenda: SC (standard chow), HF-S (dieta hiperlipidica rica em acidos
graxos saturados), HF-P (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos
poliinsaturados), HF-SP (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos saturados
e poliinsaturados). Simbolos iguais representam diferenca estatistica p<0,05.
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4.2 Depositos de gordura genital

O grafico 2 mostra que todos os animais alimentados com a dieta HF
apresentaram maior massa de gordura epididimaria (HF-S: 12,79 £ 4,05g; HF-P:
14,64 + 4,75g; HF-SP: 14,54 + 2,129) quando comparado ao grupo SC (7,65 +
2,70g, p = 0,0004) correspondendo a um aumento de 67%, 91% e 90% desse

compartimento, respectivamente.

Grafico 2 — Depdsito de gordura epididimaria dos diferentes grupos aos sete
meses de idade.
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Legenda: SC (standard chow), HF-S (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos
saturados), HF-P (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos poliinsaturados),
HF-SP (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados e poliinsaturados).
Os dados foram expressos como média = DP. As diferencas foram testadas
por andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. [a]
indica diferenca estatistica para o grupo SC.
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4.3 Metabolismo de carboidratos (valores de glicose e insulina)

Os animais dos grupos HF-S e HF-SP apresentaram hiperglicemia (p=0,0060)
(Tabela 2). De modo semelhante, os niveis de insulina foram significativamente
maiores N0s Mesmos grupos em comparacao ao grupo SC (p = 0,0030), o que pode

implicar em resisténcia a insulina (Tabela 2).

4.4 Perfil lipidico, niveis de leptina e testosterona

Os niveis de triglicerideos e testosterona nao diferiram entre os grupos
(Tabela 2). No entanto, os valores de colesterol total foram superiores nos grupos
HF-S e HF-SP em comparagéo ao grupo SC (p = 0,0021), o que corresponde a um
aumento de 30% e 31% desse nivel, respectivamente (Tabela 2). Os niveis de
leptina foram mais elevados em todos os animais que receberam a dieta HF quando

comparado ao grupo SC (p = 0,0019) (Tabela 2).

4.5 Parametros testiculares

A massa testicular foi igual em todos os grupos (Tabela 2). A figura 11 mostra
a altura do epitélio seminifero e o diametro dos tubulos seminiferos e a figura 12
mostra a proliferacdo das células da linhagem espermatogénica no testiculo dos
diferentes grupos. Os grupos SC, HF-P e HF-SP apresentaram o epitélio seminifero
mais alto quando comparado ao grupo HF-S (p=0,0003). No que diz respeito ao
didmetro dos tubulos seminiferos, verificou-se uma diminuicdo no grupo HF-SP, em
comparacao ao grupo SC (p=0,0010). A proliferacao celular foi reduzida no grupo
HF-S comparado ao grupo SC (p=0,0450) (Tabela 2). O colageno nao diferiu entre
0s grupos (Tabela 2).
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Tabela 2: Metabolismo de carboidratos (valores de glicose e insulina), perfil lipidico (valores de triglicerideos e colesterol total), niveis
de leptina e testosterona, e parametros testiculares.

Analise sérica SC HF-S HF-P HF-SP
Glicose (mmol/L) 7,87 +1,62 10,62 + 2,36% 9,85+1,61 11,09 + 1,65°
Insulina (UIU/mL) 1,49 £ 0,41 2,75 + 0,452 2,15+ 0,83 2,85+ 0,92°
Triglicerideos (mg/dL) 86,29 + 23,68 95,63 + 8,60 83,63+ 17,52 84,25 + 5,04
Colesterol total (mg/ dL) 80,56 + 11,75 104,80 + 12,952 100,10 + 10,38 105,20 + 19,652
Leptina (ng/mL) 6,79 + 3,73 12,04 + 1,022 11,49 + 1,732 11,63 + 1,61°
Testosterona (ng/mL) 5,48 + 0,83 473 +1,14 4,28 +1,25 5,11 + 0,89
Parametros testiculares SC HF-S HF-P HF-SP
Massa testicular (g) 1,46 + 0,09 1,51 + 0,07 1,52 + 0,07 1,53 + 0,08
Altura do epitélio 44,84 + 1,46 41,66 + 2,60° 46,12 + 2,24° 44,92 +1,92°
seminifero (um)

Diametro do tabulo 310,60 + 6,99 303,30 + 8,26 297,90 + 10,15 291,40 + 11,462

seminifero (um)

Proliferac&o celular 3,24x10" *+0,83x10” °  2,25x10” %+ 0,57x10” *® 2,89x10” °+0,23x10 °  2,75x10” *+0,36x10

(Um/mm2)

Colageno (ug/mg) 2,09 £ 0,23 2,08 +£0,21 1,94 + 0,68 2,07 £ 0,37

Legenda: SC (standard chow), HF-S (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados), HF-P (dieta hiperlipidica rica em
acidos graxos poliinsaturados), HF-SP (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos saturados e poliinsaturados). Os dados foram
expressos como média + DP. As diferencas foram testadas por analise de variancia (ANOVA) e poOs-teste de Bonferroni,
p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo SC; [b] indica diferenca estatistica para o grupo HF-S.
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Figura 11 - Fotomicrografias referentes ao diametro dos tubulos seminiferos e a
altura do epitélio seminifero nos animais aos sete meses de idade (200x).

Legenda e principais achados: SC (standard chow), HF-S (dieta hiperlipidica rica
em acidos graxos saturados), HF-P (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos
poliinsaturados), HF-SP (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos saturados e
polinsaturados). Os grupos HF-S e HF-SP mostraram reducdo na altura do
epitélio seminifero e no diametro do tubulo seminifero, respectivamente, o que
pode comprometer a producao espermatica.
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Figura 12 — Fotomicrografias referentes a proliferacdo das células da linhagem
espermatogénica nos animais aos sete meses de idade (400x).

Legenda e principais achados: SC (standard chow), HF-S (dieta hiperlipidica rica
em acidos graxos saturados), HF-P (dieta hiperlipidica rica em acidos graxos
polinsaturados), HF-SP (dieta hiperlipidica rica em &cidos graxos saturados e
poliinsaturados). O grupo HF-S mostrou redugéo na proliferacdo das células da
linhagem espermatogénica, o que pode comprometer a producdo de

espermatozoides.
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5. DISCUSSAO

O aumento na prevaléncia da obesidade confere danos significativos a saude.
Mudancas ambientais e comportamentais sdo as principais causas da obesidade
(109). O rapido aumento na prevaléncia da obesidade, durante os ultimos 20 anos,
nao pode ser justificado por alteracbes genéticas que, teoricamente, ndo poderiam
ter ocorrido em tao curto periodo de tempo (110). Modelos de obesidade, induzidos
por dieta, foram desenvolvidos para mimetizar essa doenca. Archer e Mercer (2007)
e Tan, Gundlach et al. (2005) utilizaram esses modelos para estabelecer uma
relagéo entre a obesidade e as alteragdes testiculares (111, 112).

A composicao dos acidos graxos presentes na dieta tem um importante papel
na regulagdo da massa corporal. Comparando os efeitos metabolicos
desencadeados por diferentes dietas hiperlipidicas, acredita-se que as dietas a base
de &cidos graxos saturados e colesterol induzem efeitos deletérios sobre a
composicdo corporal e o0 metabolismo, além de serem predisponentes ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, enquanto que as dietas contendo acidos
graxos poliinsaturados exercem efeitos contrarios (15, 113-116). Estudos em
animais (117) e em humanos (118) mostram que os acidos graxos poliinsaturados
sd0 mais suscetiveis a beta oxidacdo lipidica, enquanto que os &acidos graxos
saturados sdo mais propensos a acumularem-se no tecido adiposo. No presente
estudo, ambas as dietas foram capazes de promover o aumento da massa corporal.
Hariri, Gougeon et al. (2010) e Buettner, Parhofer et al. (2006) também observaram
excesso de peso em animais alimentados com dieta hiperlipidica,
independentemente da qualidade do lipideo (33, 119).

Além do aumento da massa corporal, todos os grupos HF apresentaram
aumento de gordura genital, confirmando o sobrepeso. Os grupos HF-S e HF-SP
apresentaram aumento nos niveis séricos de glicose, insulina e colesterol total.
Sendo assim, o consumo de gordura saturada, em diferentes concentragdes (50% e
25% da energia total da dieta), foi capaz de ocasionar alteracbes metabdlicas. Em
contrapartida, o grupo HF-P ndo apresentou essas alteracdbes. Em homens,
evidéncias recentes correlacionam a sindrome metabdlica ao hipogonadismo (120,
121). Fernandes-Santos, Evangelista Carneiro et al. (2009) e Nascimento, Barbosa-

da-Silva et al. (2010) também mostraram que camundongos C57BL/6
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desenvolveram obesidade, resisténcia a insulina e alteracbes no perfil lipidico
guando alimentados com uma dieta rica em acidos graxos saturados (122, 123).
Também foram observadas alteracdes metabdlicas em ratos apds a administracéo
de dieta hiperlipidica, semelhantes a sindrome metabdlica (124).

Estudos experimentais (20, 125) e epidemioldgicos (126) mostram que a
producdo de leptina esta relacionada com a adiposidade. Em nosso estudo,
simultaneamente ao aumento do tecido adiposo branco, as dietas HF aumentaram
0sS niveis séricos de leptina coerente com o fato que o tecido adiposo branco é a
principal fonte de leptina em animais adultos (127). A leptina regula a ingestao
alimentar, o metabolismo energético e a fungao reprodutiva (128, 129). Foi proposto
gue uma concentracdo especifica de leptina é necessaria para manter a funcao
reprodutiva normal, e niveis abaixo ou acima desse limiar sdo criticos para a
influéncia desse peptideo. A leptina age principalmente sobre o0s receptores
hipotalamicos. Sendo assim alteracdes na disponibilidade desse horménio podem
gerar efeitos negativos sobre a funcdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal (129,
130). No entanto, a relacdo entre altos niveis séricos de leptina e o sistema
reprodutor masculino nao é clara.

A hiperleptinemia parece estar envolvida na reducdo dos niveis de
testosterona sérica. Vigueras-Villasenor, Rojas-Castaneda et al. (2011) observou em
ratos Sprague-Dawley alimentados com uma dieta HF do desmame aos 90 dias,
uma reducao nos niveis de testosterona (20). Da mesma forma, Bakos, Mitchell et al.
(2010) observou que a administracéo de dieta HF durante nove semanas, provocou
uma diminuicdo nos niveis de testosterona em comparacdo ao grupo controle,
mostrando os efeitos negativos da obesidade sobre o hormonio sexual masculino
(131). Em nosso estudo ndo foi observada uma diminuicdo dos niveis de
testosterona, apesar de ter ocorrido aumento dos niveis de leptina. E possivel que a
massa corporal dos animais nédo tenha sido suficiente para produzir um decréscimo
significativo nos niveis de testosterona sérica.

Existem poucos estudos que correlacionam a obesidade as alteracdes no
testiculo, e os existentes ndo sdo conclusivos. Dados recentes na literatura
mostraram que em homens inférteis a prevaléncia da obesidade foi trés vezes mais
acentuada em comparacdo aos homens com infertilidade idiopatica ou a qualquer
tipo de infertilidade vinculada ao sexo feminino (109). Um dos parametros utilizados

para a avaliacdo da espermatogénese é o diametro dos tlubulos seminiferos (132,
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133). Em situacdes fisioldégicas normais, estudos prévios mostraram que o0 aumento
no didmetro dos tubulos seminiferos esta correlacionado com a retencdo de fluido
(134). Constatamos em nosso trabalho que o didmetro dos tabulos seminiferos foi
menor no grupo HF-SP o que pode indicar uma diminuicdo na producdo de
espermatozoides. Em contrapartida, a ingestao de acidos graxos n-3 foi capaz de
exercer efeito benéfico na atividade espermatogénica, uma vez que o diametro dos
tubulos seminifero e altura do epitélio seminifero foram similares ao grupo controle.
A dieta acrescida de banha de porco no grupo HF-SP possivelmente foi a causa da
reducdo no diametro do tubulo seminifero observada. Yang, Cui et al. (2005)
mostraram que a administracao de dieta hiperlipidica em ratos foi capaz de induzir a
obesidade e a deterioragéo do epitélio seminifero (135).

Quanto a altura do epitélio seminifero, o grupo HF-S mostrou uma diminuicédo
significativa quando comparado ao grupo controle indicando, mais uma vez, a
influéncia negativa da dieta rica em colesterol na espermatogénese. Por outro lado,
0s grupos HF-P e HF-SP apresentaram resultados semelhantes ao grupo SC,
mostrando um papel benéfico dos éacidos graxos poliinsaturados no testiculo. E
sabido que o colesterol faz parte da composicdo das membranas das células
animais promovendo a rigidez da membrana plasmatica quando em excesso (77). O
esperado, portanto € que o aumento na ingestao dos acidos graxos poliinsaturados
possa melhorar as propriedades fisico-quimicas das membranas plasmaticas e com
isso favorecer a espermatogénese aqui avaliada pela altura do epitélio seminifero.
Sebokova, Garg et al. (1990) observaram acumulo de colesterol na membrana
plasmatica das células germinativas a partir da administracdo de dietas
hipercolesterolémicas (136).

A proliferagdo celular foi significativamente reduzida no grupo HF-S,
mostrando que algum estadio da espermatogénese foi afetado pelo colesterol.
Niveis elevados de colesterol podem estimular a produgéo de radicais de oxigénio, e
aumentar os niveis de peroxidacao lipidica em varios tecidos, comprometendo
seriamente a integridade funcional das células (137). Purohit (1999) obteve o mesmo
resultado em ratos hiperlipidémicos (138) e em coelhos (139). Esse autor observou
gue a espermatogénese ficou estacionada no estadio de espermatocito primario,
pois foram vistos poucos espermatécitos secundarios. Estas observacdes estdo de

acordo com 0s nossos resultados.
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A obesidade causa mudancas na composicdo e organizacdo dos
componentes da matriz extracelular. Essas alteragcbes podem estar relacionadas a
mudancas organizacionais e estruturais do colageno, que influenciam as
propriedades mecéanicas e a progressdo para o estado de doenca (140). Esses
autores observaram alteracfes significativas no teor de hidroxiprolina no tendao de
ratos obesos.

Entretanto ainda ndo foram descritas alteracbes do colageno no testiculo de
ratos obesos. Em nosso estudo, a quantidade de hidroxiprolina no testiculo de ratos
foi semelhante em todos os grupos mostrando que as diferentes dietas hiperlipidicas

ndo alteraram a quantidade de colageno.
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6. CONCLUSAO

Dessa forma, este estudo mostrou que a administracdo de dieta hiperlipidica,
independentemente da qualidade do lipidio, promoveu o0 excesso de peso em ratos
adultos. No entanto, as dietas ricas em &acido graxo saturado (banha de porco)
promoveu alteracdes no metabolismo dos carboidratos e na morfologia testicular,
com reducgédo no didmetro dos tubulos seminiferos, na altura do epitélio seminifero e
na proliferacdo das células da linhagem espermatogénica. Estas alteracfes estao

possivelmente relacionadas a distlrbios na espermatogénese.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® CEUA/027/2012 sobre “Estudo estrutural da
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