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RESUMO

DE OLIVEIRA, Fabiana Aradjo. O tratamento com resveratrol atenua alteragdes
metabolicas, espermaticas e testiculares em ratos Wistar adultos alimentados com uma dieta
de cafeteria. 2018. 77 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A associagéo entre a dieta da cafeteria, o estresse oxidativo e a reducéo da funcéo reprodutiva
masculina tem sido documentada. O uso de antioxidantes pode ser empregado para neutralizar
os radicais livres e minimizar o dano causado aos testiculos pela dieta de cafeteria. Este
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracdo de resveratrol sobre os
pardmetros metabdlicos, espermaticos e testiculares de ratos alimentados com dieta de
cafeteria. Ratos Wistar machos foram divididos ao desmame em dois grupos experimentais:
grupo controle (C; n = 20) e cafeteria (CAF, n = 16). Aos 3 meses, metade deles foi tratada
diariamente com resveratrol (C-R, n = 10; CAF-R, n = 8) a uma dosagem de 30 mg / kg de
massa corporal durante um periodo de 2 meses. A dieta CAF foi confeccionada no laboratorio
a partir dos seguintes componentes: racao comercial (60 g / 100 g), leite condensado (25 g /
100 g) e gordura vegetal hidrogenada (15 g / 100 g), totalizando 550 kcal / 100 g. Os animais
foram sacrificados aos 5 meses de idade. Foram avaliados dados biométricos (ingestdo
alimentar, massa corporal, pressdo arterial sistolica) e parametros metabolicos (glicemia de
jejum, teste de tolerancia oral a glicose). Na eutanésia, o sangue foi coletado para analises
posteriores. Os espermatozdides foram coletados da cauda do epididimo para avaliar
parametros espermaticos (viabilidade, motilidade e concentracdo) e os testiculos foram
removidos para anélises histomorfométricas. Os dados foram analisados por One-Way Anova
e p <0,05 foi considerado significativo. Nao houve diferencas na ingestdo alimentar, no ganho
ponderal e na pressdo arterial sistolica entre os grupos. A dieta CAF promoveu hiperglicemia
(p <0,0001) e o tratamento com resveratrol reverteu esta condi¢do (p <0,0001). Quanto aos
espermatozodides, a dieta CAF reduziu a viabilidade e motilidade, enquanto o resveratrol
melhorou esses parametros (p <0,05). No entanto, ndo houve diferenca na concentracdo dos
espermatozéides entre os grupos. Em relacdo a morfologia testicular, o didmetro dos tibulos
seminiferos ndo diferiu entre os grupos. Em contraste, a altura do epitélio seminifero foi
reduzida no grupo CAF em comparacdo com o grupo C (p = 0,0007). A proliferacdo celular
das células da linhagem espermatogénica também foi reduzida no grupo CAF em comparacgéo
com o grupo C. No entanto, o grupo CAF tratado com resveratrol (CAF-R) mostrou um
aumento na taxa de proliferacdo celular em comparagéo com o grupo CAF n&o tratado (p =
0,0024). O consumo de dieta estilo cafeteria, embora ndo tenha modificado a massa corporal,
promoveu redistribuicdo de gordura corporal e hiperglicemia. Além disso, promoveu um
remodelamento adverso na morfologia testicular e nos parametros espermaticos, que foi
atenuado pelo tratamento com resveratrol. Estes dados podem sugerir um efeito protetor deste
antioxidante na espermatogénese.

Palavras-chave: Dieta de cafeteria. Testiculo. Espermatozoéides. Morfologia. Resveratrol.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Fabiana Araujo. Resveratrol attenuates metabolic, sperm and testicular
changes in adult Wistar rats fed a cafeteria dietary. 2018. 77 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2018.

The association between the cafeteria diet, oxidative stress and reduced male reproductive
function has been well documented. Antioxidants can be used to neutralize free radicals and
mitigate the damage done to the testicles by the CAF diet. This study aimed to evaluate the
effects of resveratrol administration on the metabolic, sperm and testicular parameters of rats
fed a CAF diet. At weaning, male Wistar rats were divided into 2 experimental groups: the
control (C; n = 20) and cafeteria (CAF, n = 16) group. At 3 months, half of them were given
daily supplementations of resveratrol (C-R, n = 10; CAF-R, n = 8) at a dosage of 30 mg / kg
body weight for 2 months. The CAF diet was made in the laboratory from the following
components: commercial chow (60 g / 100 g), condensed milk (25 g / 100 g) and
hydrogenated fat (15 g / 100 g). The CAF diet provided a total of 550 kcal / 100 g. The
animals were sacrificed at 5 months of age. In the animals, biometric data (food intake, body
mass, systolic blood pressure) and metabolic parameters (fasting glycemia, oral glucose
tolerance test) were evaluated. At euthanasia, the blood was collected for further analysis.
Spermatozoa were collected from the tail of the epididymis to evaluate sperm parameters
(viability, motility and concentration) and the testes were removed for histomorphometric
analysis. Data were analyzed by one-way ANOVA, and p <0.05 was considered significant.
There were no differences in dietary intake, weight gain and systolic blood pressure among
the groups. The CAF diet promoted hyperglycemia (p <0.0001), and treatment with
resveratrol reversed this condition (p <0.0001). As for the sperm, the CAF diet reduced
viability and motility, while resveratrol improved these parameters (p <0.05). However there
was no difference in sperm concentration among the groups. Regarding testicular
morphology, the diameter of the seminiferous tubules did not differ among the groups. In
contrast, the height of the seminiferous epithelium was reduced in the CAF group compared
to that of the C group (p = 0.0007). Spermatogenic cell proliferation was also reduced in the
CAF group compared to that of the C group. However, the resveratrol-treated CAF group
(CAF-R) showed an increase in the cell proliferation rate compared that of the untreated CAF
group (p = 0.0024). Although it did not modify body mass, the consumption of a CAF diet
promoted hyperglycemia, adverse testicular morphology remodeling and abnormal sperm
parameters, which were attenuated by treatment with resveratrol. These data may suggest a
protective effect of this antioxidant on spermatogenesis.

Keywords: Cafeteria diet. Testis. Spermatozoids. Morphology. Resveratrol.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, demonstrou-se uma tendéncia global a deterioracdo significativa na
funcdo reprodutiva masculina [1]. A infertilidade é um grande problema para a reprodugéo
humana, e a infertilidade masculina representa cerca de 50% dos casos [2,3]. Tal fato tem sido
amplamente correlacionado com a mudanca dos habitos alimentares. Nas Gltimas décadas
ocorreram mudancas nos padrfes alimentares da populacdo mundial, as quais sdo associadas
ao desenvolvimento das doengas cronicas [4,5,6].

A dieta ocidental, devido a sua natureza predominantemente processada, € cada vez mais
barata e de facil acesso em consequencia da industrializacdo e da globalizacdo. Ademais, as
evidéncias validando os prejuizos a saude advindos do consumo de dietas ocidentais sdo
crescentes [7,8]. O papel da variabilidade nutricional na palatabilidade alimentar é bem
compreendido pela industria alimenticia. A combinacdo de altos niveis de gordura com agucar
resulta em maior palatabilidade [9]. O equivalente mais préximo da dieta alimentar
ultraprocessada humana é a dieta de Cafeteria (CAF) que fornece aos animais alimentos
variados adquiridos em supermercados, de alta densidade energética e altamente palataveis,
espelhando as principais caracteristicas obesogénicas da dieta humana [10,11]. Esse padrdo
alimentar associado ao sedentarismo se relaciona positivamente com o sobrepeso/obesidade.
Em longo prazo, a ingestdo de dieta CAF vem sendo associada a sindrome metabolica (SM)
[12], & um estado pré-diabético e ao acumulo de lipidos no pancreas [13], bem como niveis
aumentados de prostaglandina E2 na prdstata, rim e testiculos de ratos que podem promover a
inflamacéo dos tecidos [14].

O tecido adiposo € considerado um tecido metabolicamente ativo por secretar diversas
citocinas que agem sistemicamente. Porém ja foi bem descrito que conforme o tecido adiposo
aumenta, ocorre uma mudanca no perfil de citocinas secretadas pelos adipécitos, havendo
aumento de citocinas pré-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6), o que contribui para a instauracdo de uma inflamag&o sistémica de baixo
grau [15]. Outro importante acontecimento é a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo,
considerados como componentes criticos da inflamacdo associada a obesidade [16]. Esta
inflamacéo é associada com a SM, tendo a resisténcia a insulina (RI) como um ponto chave
ligando a gordura abdominal ao desenvolvimento de diversas doengas crénicas como o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) [16, 17]. Além disso, o tecido adiposo abdominal é capaz de

afetar a funcao testicular atravées das suas secrecfes endocrinas na corrente sangiinea, com a
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liberacdo de adipocinas, tais como a Leptina [18]. Aponta-se que o aumento do ganho
ponderal pode interferir negativamente no sistema reprodutor masculino afetando a fertilidade
por promover distdrbios na espermatogénese [19] e reduzir os niveis séricos de testosterona
[20, 21].

Estudos em animais [22-26] e humanos [27-30] indicam que a associac¢ao entre obesidade
e dietas hiperlipidicas resultam na perda da capacidade reprodutiva, afetando negativamente
em nivel molecular e estrutural os espermatozdides, bem como a salde dos pacientes, fetos e
descendentes subsequentes [22—-31]. Em animais, a fisiologia testicular é sensivel a alteracdes
metabdlicas sisttmicas e o0 metabolismo testicular pode ser perturbado por dietas
hiperenergéticas [26]. O rompimento do metabolismo testicular esta associado a diminuicdo
da qualidade espermatica [31]. Alguns componentes de dietas hiperenergéticas, como acidos
graxos trans e gorduras saturadas, ttm o potencial de afetar adversamente o metabolismo
lipidico testicular e prejudicar a produgdo de espermatozdides. Além disso, niveis elevados de
colesterol plasmatico induzido por uma dieta rica em colesterol afetam negativamente a
espermatogénese em coelhos [25].

Anatomicamente, os testiculos estdo localizados no escroto e sdo envoltos por uma
capsula de natureza conjuntiva denominada de tnica albuginea. E um 6rgdo com funcéo
exocrina (produtor e transportador dos espermatozoéides) e funcdo endécrina relacionada com
a producdo de horménios esteroides, principalmente andrdgenos, como a testosterona o
principal hormdnio sexual masculino [32].

Do ponto de vista histoldgico, o testiculo humano é subdividido em dois compartimentos:
tubular, que desempenha func¢des enddcrinas e exdcrinas, e compartimento intertubular, que
possui funcdo enddcrina, de sustentacdo e nutricdo do 6rgdo. O compartimento tubular
representa de 70 a 90% do parénquima testicular dos mamiferos sendo composto pelos
tubulos seminiferos — estruturas formadas por epitélio seminifero e Iimen (conjunto de
tubulos onde se encontram as células germinativas em diferentes estagios de diferenciacao) - e
células de Sertoli, que regulam a espermatogénese e desempenham diversas funcdes na
producdo espermatica [33,34]. O compartimento intertubular preenche os espacos entre 0s
tubulos seminiferos e é composto principalmente pelas células de Leydig, além dos vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacdo variavel celular composta principalmente por
fibroblastos, macrofagos e linfdcitos [32,34].

Similarmente ao testiculo do homem, o testiculo do rato possui formato oval, porém sédo

maiores proporcionalmente em comparagdo ao do homem em relagdo ao tamanho corporal
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[33,37]. Porém a despeito dessa diferenca o rato é muito utilizado como modelo experimental

em diversos trabalhos para avaliagéo testicular [26,31] (Figura 1).

Figura 1 — Corte longitudinal do testiculo humano representado em desenho esquematico
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Ducto deferente

Rede testicular
[no mediastino
testicular)

Dictulo aberrante [tdbulo
mesonéfrico vestigial)

Corpo do epididimo Septo

Tinica albuginea

Fonte: NETTER FH, 2011.

A espermatogénese inicia-se com as espermatogonias (células diploides), alinhando-se
nos tubulos seminiferos nas porgGes mais basais. Apds sucessivos processos de mitose
tornam-se espermatdcitos primarios (também células dipléides). Estes passam pela meiose | e
originam 0s espermatdcitos secundarios (células haploides), que passam pela meiose Il
formando as espermatides (células hapldides). No estagio final chamado de espermiogénese,
cada espermatide se transforma em um espermatozéide (células hapléides) (Figuras 2 e 3).

Este processo é estimulado pelo horménio foliculo estimulante (FSH) e testosterona [32,34].
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Figura 2 — Fotomicrografia do corte transversal do tdbulo seminifero de rato

Legenda: Células da linhagem espermatogénica: a — célula de sertoli, b — espermatogdnia, ¢ — espermatdcito
primario, d — espermatide e e — espermatozoide.

Nota: Coloracdo de Hematoxilina e Eosina, 1000x.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 3 — Desenho esquematico das etapas da espermatogénese
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Fonte: SEELEY et al, 1997.

Sabe-se que a adiposidade estd relacionada ao estresse oxidativo (EO), e este, exerce
efeitos negativos na fungdo espermatica. Quantidades excessivas de espécies reativas de
oxigénio (EROs) causam um efeito deletério sobre 0 DNA dos espermatozodides, levando a
formagéo de 8-oxodeoxiguanosina, o principal produto oxidativo do DNA do esperma (que
causa fragmentacdo e mutacdo) [38-40]. Para manter a funcdo celular normal, o excesso de
EROs deve ser continuamente inativado por antioxidantes. O uso de antioxidantes pode
suprimir a formacéo de novas EROs e remover 0 seu excesso, prevenindo o EO [41,42]. Além
disso, 0 consumo excessivo de dietas hiperenergéticas, ricas em acidos graxos saturados e
gorduras trans, pode resultar no acumulo de acidos graxos e produtos gordurosos t6xicos no
ambiente testicular, dentro dos espermatozoéides, levando a espermatogénese prejudicada e
baixa sintese de testosterona pelas células de Leydig [5].

O resveratrol (3,5,4’- triidroxi-trans-estiloeno) é um polifenol natural, flavondide,
presente em mais de 70 variedades de plantas, incluindo alguns componentes da dieta humana
sendo encontrado principalmente em uvas de casca vermelha, vinho tinto e amendoim [43-
45]. Suas principais atividades sdo antioxidante [46], antiinflamatdria [47], quimiopreventiva
[48], cardioprotetora e anti-apoptdtica [49]. Ademais, recentemente mostrou efeitos benéficos

sobre doencgas metabolicas, tais como diabetes e obesidade [50,51,52].
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O mecanismo pelo qual o resveratrol exerce seus efeitos anti-inflamatério e anti-
oxidativo baseia-se na producédo de dxido nitrico (ON), na regulacéo da produgdo antioxidante
enddgena e na modulacéo de citocinas inflamatorias e quimiocinas [53,54]. Da mesma forma,
o resveratrol € um potente eliminador de radicais livres. A alta eficiéncia do resveratrol pode
ser devido aos trés grupos hidroxila em sua estrutura. Assim, 0 uso do resveratrol como
suplemento dietético promotor da salde estd aumentando consideravelmente [55]. O uso do
resveratrol mostrou ser capaz de reduzir a inflamagédo do tecido adiposo [51] e simular os
efeitos de uma restricao energética agindo no tecido adiposo e melhorando o perfil metabolico
[56,57].

Embora os efeitos e as vias pelas quais o resveratrol age sobre o sistema reprodutor
masculino ainda estejam obscuras, nos ultimos anos, mostrou-se que o resveratrol protege 0s
espermatocitos contra a peroxidacao lipidica, além de aumentar a concentracao e a motilidade
dos espermatozoides [58]. Também foi relatado que o resveratrol aumenta a producdo de
espermatozoides e diminui a apoptose de células germinativas [59]. Yulug et al. (2014)
relataram o potencial efeito protetor do resveratrol contra os danos causados pela alta
producdo de EROs na isquemia testicular, mostrando que a administracdo aguda de
resveratrol reduziu a apoptose no epitélio seminifero de ratos [60]. Ribeiro et. al. (2014)
mostraram que uso do resveratrol melhorou parametros de fertilidade, como poténcia e
fecundidade e a morfologia testicular em animais que sofreram torcéo testicular [61]. Mendes
et al. (2016) observaram uma reducdo da apoptose nos testiculos e uma melhora dos
parametros qualitativos espermaticos em ratos varicocelizados tratados com resveratrol [62].
Simas et al. (2017) mostraram que o tratamento com Resveratrol melhorou o nivel glicémico,
0s parametros quantitativos e qualitativos dos espermatozoides e o perfil hormonal em ratos
com diabetes tipo 1 induzido [63]. Embora os efeitos e as vias nas quais o resveratrol age
sobre o sistema reprodutor masculino ainda estejam obscuras, suspeita-se que ele atue
aumentando a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-gonodal, melhorando, portanto, a
espermatogénese, aumentando os niveis sericos de testosterona e reduzindo a apoptose das

células germinativas [64-66].
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Analisar o efeito da administracdo em longo prazo do resveratrol sobre os parametros

metabolicos, espermaticos e testiculares de ratos Wistar alimentados com dieta de cafeteria.

1.2 Especificos

b)

d)

Analisar as possiveis alteragdes metabolicas decorrentes da dieta estilo cafeteria e

se 0 tratamento com resveratrol é capaz de promover efeitos benéficos.

Estudar a motilidade, a concentracdo e a viabilidade dos espermatozoides, assim
como a morfologia dos testiculos dos ratos alimentados com dieta controle ou de

cafeteria e tratados ou ndo com resveratrol.

Verificar a densidade de proliferacéo celular nos tabulos seminiferos dos testiculos
dos ratos alimentados com dieta controle ou de cafeteria e tratados ou ndo com

resveratrol.

Avaliar por ensaio imunoenzimatico (ELISA), as possiveis alteracbes sobre 0s

niveis séricos de testosterona e insulina.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa Urogenital, Departamento de
Anatomia, Instituto de Biologia Roberto Ancantara Gomes (IBRAG), Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ). O projeto de pesquisa foi aprovado sob o nimero de protocolo
049/16 pela Comisséo de Etica para o Cuidado e Uso com Animais (CEUA) do IBRAG da
UERJ.

2.1 Grupos experimentais e tratamento com resveratrol

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos provenientes da coldonia da Unidade de
Pesquisa Urogenital. No biotério, os animais foram alocados em caixas de polipropileno, em
ambiente apropriado com temperatura (21+2°C) e umidade controladas (60+10%) e ciclo de
luz (12-12h claro/escuro).

Os animais foram divididos ao desmame (21 dias de idade) em dois grupos
experimentais: dieta controle (C; n=20) e dieta de cafeteria (CAF; n=16), mantendo-se com
este padrdo até o inicio do tratamento com resveratrol aos 3 meses de idade (12 semanas).
Nesse momento, os grupos foram novamente divididos, formando 4 grupos experimentais:
dieta controle sem tratamento com resveratrol (C-C; n=10), dieta de cafeteria sem tratamento
com resveratrol (CAF-C; n=8), dieta controle tratado com resveratrol (C-R; n=10) e dieta de
cafeteria tratado com resveratrol (CAF-R; n=8), conforme ilustrado na figura 3.

A administracdo do resveratrol (Terraternal® 99% de pureza , Santa Clara, CA, USA)
foi feita diariamente por meio de gavagem orogastrica, na dosagem 30 mg/Kg de massa
corporal [59], por um periodo de 2 meses. O resveratrol foi diluido em agua, padronizando a
concentracdo de 10 mg/mL, por possuir solubilidade média em &gua. A solucéo foi mantida
em constante agitacdo em um agitador modelo C-MAG HS 7 S1 (IKA®, Campinas, S&0
Paulo, Brasil) para evitar que 0 mesmo precipitasse e se depositasse no fundo do recipiente.
De forma similar, os grupos ndo tratados receberam agua, também por meio de gavagem
orogastrica, a fim de simular o estresse sofrido pelos animais dos grupos tratados. Os animais

receberam dieta e 4gua ad libitum diariamente.



Figura 4 — Desenho Experimental
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Legenda: Grupo C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento
com resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com

resveratrol).
Fonte: A autora, 2018

2.2 Dietas experimentais, ingestéo alimentar e biometria

Para 0s grupos que receberam a dieta controle, ofertamos ragdo comercial (Nuvilab®)

430kcal/100g. A dieta CAF foi manipulada no laboratério, tendo como constituintes: racdo

comercial 609/100g, leite condensado (Nestle®) 25¢g/100g e gordura vegetal hidrogenada
(Primor®) 15¢/100g, totalizando 550kcal/100g. A ingestdo alimentar foi registrada

diariamente, mediante a subtrac@o entre a quantidade total de ragcdo ofertada e a quantidade

restante na caixa. A quantidade restante da dieta CAF, devido ao alto teor lipidico, foi

desprezada. A tabela 1 detalha a composic¢ao nutricional das dietas experimentais. Ao longo

do experimento, a massa corporal dos animais foi mensurada semanalmente, por meio de

balanca digital (Urano® Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil).
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Tabela 1 — Composic¢do nutricional das dietas experimentais (g/100g)

Componentes Dieta Dieta de
Controle Cafeteria
Carboidratos 71,0 55,0
Proteinas 23,0 15,0
Lipidios 6,0 30,0
AGS 0-9 7-1
AGMI 1-3 9-8
AGPI 3-7 5-6
AG trans 0-1 7-5
Energia (kcal) 430,0 550,0
Energia (KJ) 1800,0 2300,0

Legenda: AGS (&cido graxo saturado), AGMI (acido graxo moniinsaturado), AGPI (&cido graxo poliinsaturado),
AG trans (&cido graxo trans).

2.3 Pressdo arterial sistélica

A partir dos 3 meses de idade, a pressdo arterial sistélica (PAS) foi aferida
semanalmente no periodo noturno, sempre no mesmo horario. Os animais foram aquecidos
em uma camara de acrilico, com temperatura de 37°C durante 10 minutos, para dilatacdo da
artéria caudal. Sequencialmente, eles foram acondicionados em contensores de acrilico e a
pressdo arterial da cauda do animal foi verificada utilizando o pletismdgrafo de cauda versao
2.11 (Insight®, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil). Foram realizadas 3 medicdes e o resultado

final da PAS foi mensurado a partir da média entre as 3 medidas.

2.4 Teste oral de tolerancia a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado em dois momentos: antes da
administracdo do resveratrol (aos 3 meses de idade) e ap6s o seu uso (aos 5 meses de idade).
Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas, com posterior administracdo de soro
glicosado hiperténico (2g9/Kg de massa corporal de glicose a 50%), por gavagem orogastrica.
O sangue foi coletado da veia caudal dos animais nos tempos 0 (antes da administracdo de



25

glicose) e 15, 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo da solucdo hipertdnica de glicose,
com glicosimetro apropriado (Accu-Chek®, Roche, S&o Paulo, SP, Brasil).

2.5 Eutanésia

Aos 5 meses de idade (20 semanas), os animais foram mortos por sobredose anestésica
(administracéo intraperitoneal de Tiopental®) na dose de 100 mg/Kg, apds sofrerem jejum de
12 horas. Durante a eutanasia, o térax dos animais foi aberto e o sangue foi coletado por
puncdo cardiaca diretamente do atrio direito. Ap6s a coleta, ele foi imediatamente
centrifugado e armazenado a -20°C para posteriores analises séricas. Em seguida, 0s
espermatozéides foram coletados diretamente da cauda do epididimo para anélises
posteriores. Apds, os testiculos e os depositos de gordura epididimaria, retroperitoneal e
subcutanea foram dissecados. Os depoésitos de gordura foram pesados separadamente e
fixados em formaldeido a 4% em tampdo fosfato (pH 7,2). Quanto aos testiculos, o volume
(mL) foi determinado pelo método de Sherle [67] e a massa (g) foi obtida por meio de balanca
digital (Urano® Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil). Na sequéncia, o polo superior do 6rgéo
foi removido e a porcdo remanescente do testiculo foi imediatamente fixada em solucdo de
bouin por 24 horas. Apds esse periodo, o material foi clivado e imerso em fixador para

microscopia de luz (formaldeido a 4% em tampéo fosfato pH 7,2) durante 48 horas.

2.6 Bioguimica sérica

O soro foi separado por centrifugacdo (3000 rpm, por 8 min), a temperatura ambiente
e armazenado a -20°C até a realizagdo das analises bioquimicas. As concentracfes de glicose,
triacilglicerol (TAG), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de alta
densidade (HDL), colesterol total (CT) e glicose foram determinadas por método
colorimétrico (espectrofotometria) a partir de kit comercialmente disponivel (BioSystems® -
Cat. 11506 — Barcelona, Espanha).

A dosagem serica de insulina foi analisada pelo método de ELISA a partir do kit

comercialmente disponivel: insulina para ratos/camundongos (Millipore® - Cat. EZRMI-13K
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— St Charles, Missouri, EUA). As amostras foram analisadas em duplicata, com um
coeficiente de variacdo de 1,4%. Igualmente, a dosagem serica de testosterona foi obtida pelo
mesmo método, a partir de kit comercialmente disponivel (Cloud-clone corp.® - Cat.
CEA458Ge — Wuhan, China).

2.7 Analise dos espermatozoides

Durante a eutanésia, a cauda do epididimo foi dissecada e clivada trés vezes para a
retirada dos espermatozoides. Em seguida, ela foi imersa em 5 mL de solucdo tampao fosfato-
salino (PBS) com 0,5% de albumina de soro bovino (A9647, Albmin from bovine serum,
Sigma®, Frederick, EUA) a 37°C. Na sequéncia, a solugdo contendo a cauda do epididimo foi
cuidadosamente agitada para disseminacdo dos espermatozdides do 6érgdo para 0 meio
liquido. A solucdo resultante, chamada de solucdo espermaética foi entdo utilizada para todas
as analises dos espermatozoides. Todo material utilizado nas analises foi mantido a 37°C para

conservagdo dos espermatozoéides [61].

2.7.1 Viabilidade

A viabilidade dos espermatozdides foi avaliada a partir do teste hipo-osmético que
avalia a integridade e o funcionamento da membrana plasmatica desta célula [68]. A solucédo
espermatica foi diluida (1:5) em uma solugdo a base de agua, contendo citrato de sodio a
0,735% e frutose a 1,351% com osmoloraridade de 100 mOsm/L, sendo inferior a
osmolaridade do meio intracelular e consequentemente classificada como hipo-osmotica. Os
espermatozoéides foram mantidos nesta solu¢do por 30 minutos a 37°C. Em seguida, foram
retirados 10 uL da solucdo, depositados sobre lamina histologica e cobertos por laminula.
Esta parte foi observada por microscopia de luz com aumento de 200x em microscopio BH-2
(Olympus®, Téquio, Japdo). Os espermatozoides que apresentaram dobramento da cauda
foram considerados viaveis. Esta alteracdo morfologica é observada somente em

espermatozéides com membrana plasmatica integra e funcional em consequéncia da entrada
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de liquido para o meio intra-celular. Este dado foi expresso pela porcentagem de células com
dobramento de cauda em relacdo ao numero total de células analisadas.

2.7.2 Motilidade

Utilizamos 100 pl da solucéo espermaética, previamente diluida (entre 1 a 5 vezes) de
acordo com a sua turbidez, afim de facilitar a contagem dos espermatozoides. Em seguida, 10
uL foram coletados desta solugéo e depositados sobre uma camara de Neubauer espelhada,
coberta por laminula. Esta amostra foi visualizada em contraste de fase e gravada em video
por uma camera Basler (Vision TecnologieTM®, Ahrensburg, Alemanha) acoplada a um
microscopio H550S (Nikon, Téquio, Japdo) sob aumento de 100x. A partir dos videos
determinou-se a motilidade dos espermatozoides, que foi expressa como porcentagem de
espermatozéides em movimento (progressivo ou ndo). Nos videos, o nimero de células
iméveis foi contado, e subtraido do nimero total de espermatozdides em cada campo. O
resultado dessa subtracdo foi dividido pelo nimero total de espermatozoides e multiplicado

por 100 para determinacdo da porcentagem de espermatozéides moéveis [61].

2.7.3 Concentragéo

A concentracdo dos espermatozdides foi determinada a partir dos mesmos arquivos de
video usados para determinacdo da motilidade. Nos arquivos de video foram contados o
numero de espermatozoides sobre 5 quadrantes da camara de Neubauer (gravados
separadamente em 2 videos), perfazendo um volume total de 2 x 10° mL. O resultado
encontrado foi corrigido para a diluicdo da solucdo espermédtica e convertido em

espermatozdides / mL, unidade em que foram expressos os resultados [61, 69].
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2.8 Testiculo: estrutura e quantificagédo

2.8.1 Andlises histologicas

Os fragmentos testiculares foram desidratados em alcodis com concentracGes
crescentes até alcancar o alcool absoluto, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast plus®
(Sigma-Aldrich C., St.Louis, MO, USA). O material foi seccionado com 5 um de espessura
(com intervalos de 20 um entre os cortes) e corado com hematoxilina-eosina. Para cada

analise, foram avaliados 25 campos/animal obtidos de 5 cortes em 2 laminas histologicas.

2.8.2 Imunohistoguimica

Os cortes foram desparafinados em estufa e xilol, hidratados em uma série decrescente
de &lcoois e lavados em PBS. Apo6s a desparafinizacdo, a recuperacdo antigénica dos
testiculos foi realizada com Tris-EDTA (pH 9,0) por 12 horas (overnight), a 60°C. Afim de
evitar ligacGes inespecificas foi feita a inibicdo da peroxidase enddgena em solucdo de
peroxido de hidrogénio (H202) a 3% por 15 minutos, longe da luz, e solucdo de bloqueio de
soro de cabra a 10% por 10 minutos (Kit Invitrogen®, Referéncia: 859643, Frederick, USA).
A seguir, os cortes foram incubados com anticorpo anti-PCNA (PC10, Ref: 180110,
Invitrogen®, Camarillo, USA) durante 1h a 37°C (1:100 diluido em tamp&o PBS/BSA1%).
Posteriormente, foi feita a incubacdo com anticorpo secundario e a reacdo foi amplificada a
partir do sistema biotina-estreptavidina (Kit Invitrogen®, Ref: 859643, Frederick, USA). A
imunocoloracdo foi visualizada ap6s a incubagdo das sec¢bes com 3,3 diaminobenzidina
tetracloreto-DAB (Ref: 859643, Invitrogen®, Frederick, USA) e contra-coradas com
Hematoxilina de Harris a 50%. Simultaneamente, foram obtidas as laminas controle negativo

(sem a adigéo do anticorpo primario).



29

2.8.3 Andlises morfométricas

Para a analise morfométrica e quantitativa dos testiculos foi utilizado um sistema de
video-microscopia com microscépio de luz Olympus BX51 (Tokyo, Japan) acoplado a uma
camara digital (Olympus DP70 - Tokyo, Japan). As imagens foram capturadas com o auxilio
do software Image Proplus®, version 5.0 (Media Cybernetics, Silver spring, MD, USA).

O didmetro dos tdbulos seminiferos e a altura do epitélio seminifero foram
mensurados utilizando o software Image J® (ImageProcessingandAnalysis in Java) (Figuras 4
e 5). Apbs a calibragdo do sistema, ambas as medidas foram determinadas a partir da
ferramenta "straight line”. Foram mensurados o diametro de 125 tubulos seminiferos de cada
testiculo, capturados de forma aleatoria, sendo excluidos os tubulos menos circulares. Uma
reta foi tracada em cada seccdo transversal do tubulo seminifero, sendo essa distancia medida.
O resultado desta analise foi considerado a média dos 125 didmetros mensurados de cada
testiculo. Em relacdo a altura do epitélio seminifero, trés por¢des equidistantes de cada sec¢édo
transversal dos tubulos seminiferos foram mensuradas, e se estendiam do inicio da tinica
propria até a célula mais interna em direcdo ao Iimem do tdbulo seminifero, exceto os
espermatozéides, sendo a média das trés distancias calculada. As analises morfométricas
foram realizadas com um aumento de 100x para o diametro dos tGbulos seminiferos e um
aumento de 200x para a altura do epitélio seminifero. Para cada analise, foram avaliados 25

campos/animal obtidos de 5 cortes em 2 ldminas histoldgicas.
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Figura 5 — Utilizagdo do software Image J para determinar o didmetro dos tubulos seminiferos

do testiculo de rato
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Legenda: Aplicabilidade da ferramenta “straight line” do software Image J, destacada pelo circulo vermelho.
Através da reta tracada em amarelo podemos mensurar o diametro do tdbulo seminifero.

Nota: HE, 100x.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 6 — Utilizacdo do software Image J para determinar a altura do epitélio seminifero do
testiculo de rato
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Legenda: As retas em amarelo mostram como foi feita a mensuracdo da altuta do epitélio de um tdbulo
seminifero.

Nota: HE, 200x.

Fonte: A autora, 2018.

A taxa de proliferagdo celular foi mensurada com o auxilio das ferramentas “cell
counter” (figura 6) e "free hand selections" (figura 7). Todos os nucleos das células da
linhagem espermatogénica imunomarcados com o anticorpo anti-PCNA foram quantificados e
tiveram a sua area de localizagdo delimitada. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se
0 aumento de 400x. Para esta anélise, também foram avaliados 125 tubulos/animal, em 25

campos/animal obtidos de 5 cortes em 2 laminas.
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Figura 7 — Utilizacdo do software Image J para contagem das células imunomarcadas dos
tubulos seminiferos do testiculo de rato
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Legenda: Utilizagdo da ferramenta “cell counter” destacada pelo retangulo vermelho.

Nota: Com o auxilio desta ferramenta selecionamos um type para contar as células imunomarcadas na

fotomicrografia. Imunomarcagéo com anti PCNA, 400x.
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 8 — Utilizacdo do software Image J para determinar a area dos tubulos seminiferos do
testiculo de rato
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Legenda: Utilizagdo da ferramenta “freehand selections” destacada pelo circulo vermelho.
Nota: Com esta ferramenta contorna-se o tubulo seminifero, mostrado pela linha amarela e a partir dai obtém-se

a rea do mesmo. Imunomarcacio com anti PCNA, 400x.
Fonte: A autora, 2018.

A densidade volumeétrica (\Vv) das estruturas testiculares foi determinada pelo método
de contagem de pontos, através da sobreposicdo de uma grade de 100 pontos as
fotomicrografias, usando a ferramenta “grid” (Figura 8). Em seguida, com o auxilio da
ferramenta “cell counter” contamos os pontos da grade, sendo considerados: tunica propria,
epitélio seminifero, limen tubular (a soma destes trés parametros foi considerada como o
compartimento tubular), espaco intersticial e vasos sanguineos (estes dois pardmetros juntos
foram considerados como compartimento intertubular). A densidade volumétrica do espaco
intersticial (compartimento intertubular) foi considerada como o somatorio da densidade
volumétrica dos vasos sanguineos e das outras estruturas neste espaco, contadas em conjunto
(células de Leydig, fibroblastos, colageno, etc) [70]. O resultado desta analise foi expresso em
porcentagem em relacdo ao ndmero de pontos. Em cada testiculo foram analisados 25

campos/animal. Para cada parametro, o resultado de cada estrutura, expresso em porcentagem,
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foi calculado pela média dos resultados em cada imagem analisada. Para esta analise, foram

utilizadas imagens capturadas sob aumento de 400x.

Figura 9 — Utilizacdo do software Image J para determinar as densidades das estruturas do

compartimento tubular e intertubular do testiculo de rato
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Legenda: As cruzes em preto sobrepostas a fotomicrografia sdo utilizadas como auxilio para contar as
densidades das estrututas do compartimento tubular e intertubular.

Nota: HE, 400X.
Fonte: A autora, 2018.

O Volume absoluto (Va) da tunica propria, epitélio seminifero, Iimen tubular,
compartimento tubular, espaco intersticial, vasos sanguineos e compartimento intertubular foi
estimado com base na sua densidade volumétrica e no volume do testiculo medido pelo
método de Scherle. Para tanto foi utilizada a seguinte formula:

Volume de Y = ( Vv [Y]/100) x volume testicular Q)

a) Onde: Y é a estrutura analisada.
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Como o volume testicular foi expresso em mL, o volume de cada uma das estruturas

analisadas também foi expresso nesta mesma unidade [61].

2.9 Analise estatistica

Os pardmetros biométricos foram testados para a curva de normalidade e
homocedasticidade das variancias. As diferencas entre os grupos foram analisadas com teste-t
Student e analise de variancia “one-way ANOVA” e pos-teste de Bonferroni. Os dados que
ndo seguiram a curva de distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo pés-teste de Dunn. Em todos os casos foi usado o indice de significancia de 0,05
[71]. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism® versdo
5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
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3 RESULTADOS

3.1 Ingestdo alimentar e Ganho ponderal

N&o houve diferenca na ingestdo alimentar entre os grupos estudados, tanto em
gramatura C-C (24,5145,35), CAF-C (21,22+1,63), C-R (24,86+4,46) e CAF-R (20,96+2,35)
quanto em energia C-C (771,99£169,10), CAF-C (965,57£259,29), C-R (783,00+£140,52) e
CAF-R (953,73+190,48) (Figuras 9 e 10, respectivamente). Corroborando com este resultado,
0s animais ndo mostraram diferenca no ganho ponderal ao longo do experimento C-C
(350,2+25,72), CAF-C (350,4+39,84), C-R (333,7+27,65) e CAF-R (318,9+49,64) (Figura
11).

Figura 10 — Ingestdo alimentar dos diferentes grupos experimentais aos 5 meses de idade
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padréo. As diferencas foram testadas por andlise de
variancia (One-Way ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. N&o houve diferenca entre os grupos.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 11 — Ingestdo alimentar em energia (Kcal) dos diferentes grupos experimentais aos 5

meses de idade
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de
variancia (One-Way ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. N&o houve diferenca entre os grupos.

Fonte: A autora, 2018.

Figura 12 — Ganho ponderal dos animais dos diferentes grupos experimentais
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, p<0,05. Nao houve diferenga entre os grupos.

Fonte: A autora, 2018.
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3.2 Pressédo arterial sistélica

A PAS, verificada dos 3 aos 5 meses de idade, foi similar entre os diferentes grupos
experimentais, no inicio do experimento C-C (146,60+11,66), CAF-C (156,80£19,16), C-R
(159,50+27,00) e CAF-R (164,10+£31,97) e ao final do experimento C-C (148,30£16,59),
CAF-C (170,30+19,97), C-R (162,00+25,16), CAF-R (147,00£10,04), figuras 12A e 12B.

Figura 13 — PAS antes do tratamento com resveratrol (grafico A) e PAS ao final do

experimento (gréfico B) nos diferentes grupos experimentais
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de
variancia (One-Way ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. N&o houve diferenca entre os grupos.

Fonte: A autora, 2018.

3.3 Teste oral de toleréncia a glicose

A dieta de cafeteria promoveu intolerancia a glicose aos 3 meses de idade (Figura
13A), antes do inicio do tratamento com resveratrol. O grupo CAF-C mostrou um aumento de
17% na éarea sob a curva de glicose quando comparado ao grupo C-C (p<0,0001).
Diferentemente deste padréo, o tratamento com resveratrol foi capaz de promover melhora da
glicemia nos animais em relagdo aos grupos que nédo foram tratados. O grupo C-R mostrou
reducdo de 14% na area sob a curva de glicose em relagdo ao grupo C-C, enquanto o0 grupo
CAF-R reduziu este parametro em 16% quando comparado ao seu respectivo controle (CAF-

C) (p<0,0001) (Figura 13B).
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Figura 14 — Area sob a curva de glicose aos 3 (gréafico A) e 5 meses de idade (grafico B) dos

diferentes grupos experimentais
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas do grafico A foram testadas por
Teste t pareado e as do gréafico B por andlise de variancia (One-Way ANOVA) e pds-teste de Bonferroni, ambos
p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C-C; [b] indica diferenca estatistica para o grupo CAF-C.
Fonte: A autora, 2018.

3.4 Massa dos depositos de gordura

Quanto aos depdsitos de gordura corporal, a dieta estilo cafeteria promoveu aumento
da gordura retroperitoneal (9,42+3,27g) em relacdo ao grupo C-C (5,03+1,26g, p=0,0042).
N&o houve diferenca nos depdsitos de gordura subcutanea e epididimaria entre 0s grupos
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Compartimentos de gordura dos diferentes grupos experimentais aos 5 meses de
idade

c-C CAF-C C-R CAF-R Valor de p
Gordura retroperitoneal (g) 5,02+1,26 9,41+3,272 4,41£1,70 8,39+4,54 0,0042
Gordura subcutanea (g) 2,85+0,86 4,36+1,38 4,14+1,40 5,12+2,442 0,0322
Gordura epididiméria (g) 5,43+1,15 7,41+1,77 5,91+1,74 6,35+3,05 0,2156

Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas dos resultados de Gordura
subcutanea e epedidimaria foram testadas por analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni e as
diferencas do resultado da gordura retroperitoneal foi testada por teste de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn,
ambos p<0,05. [a] indica diferenga estatistica para o grupo C-C.

Fonte: A autora, 2018.

3.5 Bioquimica sérica

N&o houve diferenca nos niveis séricos de CT e HDL-c entre os grupos (Tabela 3). Em
relacdo aos niveis de VLDL-c, o grupo C-R mostrou uma reducéo em relacéo ao grupo C-C
de 64%, além disso houve um aumento de 188% do grupo CAF-R em relacéo ao grupo C-R
(p=0,0025) (Tabela 3). Houve uma reducédo de 64% nos niveis de TAG do grupo C-R em
relacdo ao C-C (p=0,0003) (Tabela 3). Quanto aos niveis séricos de glicose, o grupo CAF-C
mostrou aumento de 55% em relacdo ao grupo C-C, enquanto o grupo CAF-R reduziu este
parametro em 44% quando comparado ao CAF-C (p=0,0023) o que corrobora com nossos
resultados obtidos no TOTG (Tabela 3). Além disso, o tratamento com o resveratrol diminuiu
a insulinemia dos animais que receberam a dieta de cafeteria, onde o grupo CAF-R mostrou
uma reducao de 64% deste parametro em relagdo ao grupo néo tratado (p=0,0001). Nao
observamos diferencas entre os outros grupos estudados. Também ndo houve diferenca nos

niveis séricos de testosterona entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3 — Bioquimica sérica dos diferentes grupos experimentais aos 5 meses de idade

Cc-C CAF-C C-R CAF-R Valor de p
Colesterol total 59,89+5,64 60,758,01 64,22+8,01 57,00+12,65 0,1810
(mg/dl)
Triacilglicerol 85,60+29,51 103,80+38,69 30,44+12,892 66,38+41,76 0,0003
(mg/dl)
Glicose 188,70+77,84 292,30+101,402 158,40+46,13 164,40+44,31° 0,0023
(mg/dl)
HDL 38,90+7,01 40,44+7,00 32,22+3,15 33,80+6,26 0,1382
(mg/dl)
VLDL 17,1045,97 20,78+8,02 6,11+2,802 17,60£11,82° 0,0025
(mg/dl)
Insulina 3,92+1,58 6,37+0,75 2,22+0,79 2,27+1,95° 0,0001
(ng/ml)
Testosterona 10,09+0,67 10,30+1,02 10,96+1,12 10,65+1,46 0,5202
(ng/ml)

Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como media + desvio padrdo. As diferencas dos resultados de Colesterol
total e HDL foram testadas por teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. As diferengas de todos os outros
resultados foram testadas por analise de variancia (One-Way ANOVA) e p6s-teste de Bonferroni, p<0,05. [a]
indica diferencga estatistica para o grupo C-C; [b] indica diferenca estatistica para o grupo CAF-C; [c] indica
diderenca estatistica com o grupo C-R.

Fonte: A autora, 2018.

3.6 Parametros espermaticos e testiculares

3.6.1 Peso e volume dos testiculos

Conforme mencionado na tabela 4 o peso e o volume dos testiculos direito e esquerdo

ndo diferiram entre os diferentes grupos experimentais.

Tabela 4 — Peso e volume dos testiculos dos animais dos diferentes grupos experimentais

Peso e volume dos testiculos Cc-C CAF-C C-R CAF-R Valor de p
Testiculo direito peso (g) 1,86+0,16 1,88+0,11 2,0310,21 1,95+0,15  0,1430
Testiculo direito volume (ml) 1,79+0,12 1,85+0,12 1,95+0,16 1,91+0,13  0,0706
Testiculo esquerdo peso (g) 1,84+0,17 1,89+0,12 2,03+0,17 1,98+0,15  0,0707

Testiculo esquerdo volume (ml) 1,80+1,80 1,84+1,83 1,91+1,91 1,95+1,95  0,2940

Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Fonte: A autora, 2018.
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3.6.2 Anélise dos espermatozdéides

Em relacdo a viabilidade dos espermatozdides observamos uma reducdo de 53% no
grupo CAF-C em relacgdo ao grupo C-C e o tratamento com resveratrol foi capaz de promover
melhora, onde o grupo CAF-R obteve um aumento de 117% em relacdo ao seu par - CAF-C
(p=0,0052) (Figura 15 e tabela 5). Similarmente, a motilidade dos espermatozdides foi
reduzida no grupo CAF-C (78%) em relagdo ao grupo C-C e novamente o tratamento com
resveratrol (CAF-R) foi eficaz nesse parametro, aumentando-a em 340% quando comparado
ao grupo nado tratado (p<0,0001) (Figura 16 e tabela 5). Quanto a concentracdo dos
espermatozdides, ndo foram observadas diferencas entre os grupos estudados (Figura 17 e
tabela 5).

Figura 15 — Viabilidade dos espermatozdides dos diferentes grupos experimentais
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padréo. As diferencas foram testadas por andlise de
variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenga estatistica para o grupo C-C;
[b] indica diferenca estatistica para o grupo CAF-C.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 16 — Motilidade dos espermatozdides dos diferentes grupos experimentais
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Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de
variancia (ANOVA) e pds-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C-C;
[b] indica diferenca estatistica para o grupo CAF-C.

Fonte: A autora, 2018.

Figura 17 — Concentracdo dos espermatozdides dos diferentes grupos
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Legenda: Grupo C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento
com resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com
resveratrol).

Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferengas foram testadas por teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, p<0,05.

Fonte: A autora, 2018.
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3.6.3 Morfometria e estereologia do testiculo

3.6.3.1 Diametro e Altura do epitélio dos tubulos seminiferos

N&o houve diferenca no diametro dos tabulos seminiferos dos grupos experimentais
(Figura 14 e tabela 5). Com relacdo a altura do epitélio dos tdbulos seminiferos, verificou-se
que 0 grupo que recebeu a dieta cafeteria (sem tratamento com resveratrol) mostrou reducao
de 34% neste parametro em relacdo ao grupo C-C (p=0,0007) (Figuras 15 e tabela 5).

Figura 18 — Didmetro dos tubulos seminiferos dos diferentes grupos experimentais

Legenda: Grupo C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento
com resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com
resveratrol).

Nota: HE 100x.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 19 — Altura do epitélio seminifero dos diferentes grupos experimentais

Legenda: Grupo C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento
com resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com

resveratrol).
Nota: HE 200x.
Fonte: A autora, 2018.

3.6.3.2 Proliferacéo celular

A proliferacdo das células da linhagem espermatogénica foi reduzida em 34% no
grupo CAF-C em relagdo ao grupo C-C e o tratamento com resveratrol, nesse mesmo grupo,
foi capaz de reverter esse quadro, elevando em 88% a taxa de proliferacdo relacdo ao CAF-C
(Figura 16 e tabela 5).
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Figura 20 — Imunomarcacdo das células em proliferagdo celular nos tubulos seminiferos dos

diferentes grupos experimentais

Legenda: Grupo C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento
com resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com
resveratrol).

Nota: Em marrom, as células imunomarcadas com o anticorpo anti-PCNA mostrando a proliferacéo celular nas
células da linhagem espermatogénica. 400x.

Fonte: A autora, 2018.

3.6.3.3 Densidade volumétrica e volume absoluto das estruturas testiculares

A Vv do epitélio seminifero foi menor nos grupos CAF (26%), C-R (10%) e CAF-R
(6%) em relagdo ao grupo C-C (p<0,0001). Em oposicdo, o tratamento com resveratrol
aumentou a Vv do limen tubular em 20% (C-R) e 11% (CAF-R) quando comparados ao C-C
(p<0,0001). O grupo CAF-R também teve aumento de 11% na Vv do lumen tubular em
comparagdo ao seu respectivo controle (p<0,0001). Porém, ao compararmos a Vv do
compartimento tubular como um todo, observou-se reducdo do grupo CAF-C em relagéo ao
grupo C-C (4,5%), e o tratamento com resveratrol no grupo que recebeu dieta de cafeteria foi
capaz de elevar esse pardmetro em 5%, em relacdo ao seu par (p<0,0001). N&o houve
diferenga na Vv da tunica prépria, do compartimento intertubular (espaco intersticial), dos

vasos sanguineos e do estroma entre os grupos. O Va somente mostrou diferenca no lumen
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tubular que foi aumentado em 22% no grupo C-R em relagdo ao grupo C-C (0,0074). Todos
0s outros parametros ndo mostraram diferenca estatistica (Tabela 5).
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Tabela 5 — Andlises dos espermatozoides, morfometria e estereologia do testiculo dos

animais dos diferentes grupos experimentais

Analises dos espermatozéides Cc-C CAF-C C-R CAF-R Valor de p
Concentragéo (Sptz/ml) 1,0x10°+0,39x10%  1,0x105+0,32x10*  1,0x10°+0,33x10*  1,1x10°+0,19x10* 0,7832
Motilidade (%) 47,82+19,17 9,28+8,632 49,25+10,06 40,86+6,96 ° <0,0001
Viabilidade (%) 7,10£3,24 3,33+2,332 7,38+ 2,74 7,25+1,563" 0,0052
Morfometria e estereologia do testiculo

Diametro dos tubulos seminiferos(um) 281,10+6,90 280,30+10,95 285,80+16,32 269,40+13,63 0,0720
Epitélio seminifero

Altura(um) 56,33+3,44 37,27+8,392 58,23+2,82 53,25+8,14 0,0007
Vv(%) 45,24+2,20 40,03+1,862 40,63+1,142 42,43+1,662 <0,0001
Va(ml) 0,83+0,06 0,73+0,05 0,78+0,09 0,81+0,06 0,0609
Ldmen tubular

Vv(%) 33,81+2,37 33,70+2,73 40,62+1,682 37,50+2,222b <0,0001
Va(ml) 0,61+0,09 0,62+0,06 0,74+0,112 0,72+0,072 0,0074
Tdnica prépria

Vv(%) 5,99+1,34 6,51+1,25 5,03+0,78 5,92+0,88 0,0867
Va(ml) 0,10+0,02 0,12+0,03 0,09+0,02 0,11+0,01 0,1095
Compartimento tubular

Vv(%) 85,04+1,72 81,22+2,432 87,22+1,23 85,38+2,40° <0,0001
Va(ml) 1,54+0,17 1,49+0,10 1,65+0,26 1,65+0,12 0,1979
V/asos sanguineos

V(%) 0,72+0,29 0,63+0,09 0,70+0,38 0,98+0,39 0,1395
Va(ml) 0,01+0,01 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,01 0,0643
Estroma

V(%) 7,92+0,89 7,92+0,76 7,29+0,69 7,9240,99 0,2372
Va(ml) 0,14+0,02 0,15+0,01 0,13+0,02 0,15+0,01 0,4936
Compartimento Intertubular

Vv(%) 8,65+0,99 8,54+0,47 7,7520,54 8,56+0,78 0,0755
Va(ml) 0,15+0,02 0,16+0,01 0,14+0,02 0,17+0,02 0,2188
Proliferacdo Celular (cels/mm?) 2102+352,70 1386+177,302 1750£278,50 2605+1436,00° 0,0024

Legenda: C-C (dieta controle sem tratamento com resveratrol), CAF-C (dieta de cafeteria sem tratamento com
resveratrol), C-R (dieta controle tratado com resveratrol) e CAF-R (dieta de cafeteria tratado com resveratrol).
Nota: Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. As diferencas dos resultados de Concentragdo
dos espermatozoides, didmetro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero e proliferagdo celular foram
testadas por teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. As diferencas dos demais resultados foram testadas por
analise de variancia (ANOVA) e pés-teste de Bonferroni, ambos p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o
grupo C-C e [b] indica diferenca estatistica para o grupo CAF-C.

Fonte: A autora, 2018.
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4 DISCUSSAO

Em nosso trabalho, a dieta estilo cafeteria foi capaz de promover intolerancia a glicose
e alteragdes morfoldgicas importantes no testiculo, independente do aumento da massa
corporal. Além disso, verificamos reducdo da altura do epitélio seminifero e da proliferacdo
celular das ceélulas da linhagem espermatogénica, com diminuicdo da viabilidade e da
motilidade dos espermatozoides. Entretanto, o resveratrol atuou melhorando o metabolismo
de carboidratos, os parametros espermaticos afetados, e a morfologia do testiculo, podendo
ser uma opc¢ao terapéutica de escolha na promocéo da fertilidade normal.

A massa corporal dos animais foi semelhante entre 0s grupos experimentais.
Similarmente, estudo feito por Higa e colaboradores (2014) ndo observaram diferenca no
ganho de peso entre animais que consumiram uma dieta de cafeteria e o grupo controle [13].
Por outro lado, South e colaboradores (2014) mostraram que o consumo da dieta de cafeteria
alterou os padrbes alimentares, de forma que o nimero de vezes que 0s animais buscavam
alimentacdo foi reduzido. Porém quando os animais iam se alimentar, passaram a preferir
alimentos de maior densidade energética, que consumiam em maior quantidade. Esse
comportamento foi explicado pela variabilidade de alimentos densos em energia presentes na
dieta, gerando o excesso de consumo, acarretando no aumento do ganho ponderal [72]. Diante
disso, acreditamos que nossos animais ndo diferiram no ganho de peso porque apesar da dieta
de cafeteria conter aporte energético superior a dieta controle, ndo houve diferenca na
ingestdo alimentar em gramatura.

O consumo de dietas ricas em lipidios e carboidratos simples (dieta CAF) tem
aumentado no mundo ocidental [73]. Embora nem sempre esteja associada a
obesidade/sobrepeso [13], outras complicacBes metabolicas como hipertensdo arterial
sisttmica, dislipidemia e hiperglicemia podem emergir e agravar o estado de saude do
individuo [74]. Para tal, o uso de antioxidantes, em particular o resveratrol, tem sido uma
ferramenta importante e Util no combate aos danos metabolicos advindos desse tipo de dieta
[56,75-77]. O numero de trabalhos experimentais relacionados ao tema é crescente, onde as
doses utilizadas e os tempos de tratamento sdo cruciais para mostrar os efeitos benéficos desse
antioxidante [56,77].

Em nosso caso, e corroborando com outros estudos [13,78], a dieta CAF néo alterou a
pressdo arterial sistolica, as concentra¢fes de CT, HDL-c, TAG e VLDL-c dos animais,

enguanto que o tratamento com resveratrol reduziu apenas os niveis séricos de TAG e VLDL-
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€ nos animais submetidos a dietas normais, mostrando-se indiferente no grupo CAF-R. Sem
duvidas, o tempo de administracdo e a composi¢do das dietas experimentais contribuiram para
esses resultados.

Inversamente a este padréo, a dieta CAF promoveu intolerancia a glicose aos 3 e 5
meses de idade. Contudo, aos 5 meses de idade o tratamento com resveratrol reduziu a
glicemia e a insulina séricas. A inter-relacdo entre dieta de cafeteria e hiperglicemia é comum.
Em longo prazo, o estado pré-diabético pode sobrecarregar o pancreas e induzir o quadro de
resisténcia a insulina, comprometendo ainda mais o metabolismo de carboidratos. [13,74].
Entretanto, o resveratrol vem sendo utilizado para minimizar esse dano metabdlico [79,80]. O
uso desse antioxidante em animais diabéticos potencializa a acdo da insulina [81] e a
utilizacdo da glicose periférica [80,82], além de suprimir a producdo hepética de glicose [83],
0 que justifica os resultados encontrados.

Os efeitos adversos vinculados a obesidade e a dieta High fat (HF) sdo vastos na
literatura [84,85]. No que tange aos parametros reprodutivos, trabalhos que utilizam a dieta de
cafeteria, embora em menor quantidade, apontam a relacdo entre o aumento do EO e a
inflamacéo [86-88], fatores ja bem descritos por influenciar negativamente a salde testicular.
Brunetti e colaboradores em 2010 evidenciaram que a administracdo de dieta de cafeteria em
pacientes jovens promoveu 0 aumento dos niveis de Prostaglandina E> no parénquima
testicular, o que pode induzir a proliferacdo desordenada das células germinativas testiculares
(cancer) [89]. Embora ndo tenhamos dosado indices inflamatérios, nosso estudo foi o
primeiro a mostrar que independente do aumento da massa corporal, 0 consumo da dieta de
cafeteria reduziu a viabilidade e a motilidade dos espermatozéides, diminuiu a altura do
epitélio seminifero e a proliferacdo das células da linhagem espermatogénica. Além disso,
alterou parte da morfologia do testiculo, com reducdo da densidade de &area do epitélio
seminifero e de todo o compartimento tubular. Surpreendentemente, os depésitos de gordura
retroperitoneal foram maiores no grupo CAF, indicando redistribuicdo da massa de gordura.
Em humanos, niveis de gordura aumentados podem levar ao EO [38,39]. Recentes avan¢os no
campo da medicina reprodutiva mostram que as EROs podem ser consideradas um dos
mediadores da disfuncdo espermatica e infertilidade [42,90].

Embora ndo tenhamos avaliado o EO com dosagens de EROs no nivel tecidual ou
sistémico, foi documentado que as EROs afetam a contagem, motilidade e morfologia de
espermatozoéides e causam a fragmentacdo do DNA espermatico [90,91-93]. J& estd bem
estabelecido na literatura que a elevacao dos niveis séricos de glicose induz o aumento do EO

no sistema reprodutor masculino, 0 que causa apoptose e degeneracdo das células
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germinativas, aumento da peroxidacdo lipidica da membrana espermatica e reducdo da
espermatogénese, contribuindo para a infertilidade masculina [94-100]. Sexton & Jawron, em
um trabalho de revisdo, indicaram que individuos diabéticos apresentaram reducdo na
espermatogénese, na contagem de espermatozoides e na motilidade espermatica [101]. A
partir desses achados, acreditamos que a hiperglicemia observada em nossos animais que
receberam a dieta da CAF pode ter desencadeado o aumento das EROs, causando assim, as
alteracdes espermaticas. Por outro lado, o tratamento com resveratrol é capaz de aumentar a
sintese e a atividade de algumas enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase [65,102-104], inibindo o EO nas células testiculares [98].
Além disso, outros estudos indicam que o resveratrol melhora a sensibilidade a insulina e
aumenta a translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) no mdsculo esquelético, o
qgue melhora a captacdo de moléculas de glicose [98,105], o que corrobora com nossos
achados. Também, sugerimos que este antioxidante ativou a proliferacdo celular em células da
linhagem espermatogénica, melhorando os pardmetros espermaticos acima mencionados.

Aqui, a viabilidade espermatica foi determinada a partir do teste hipo-osmético, que
avalia a integridade e a funcdo da membrana plasmatica desta célula. Os espermatozoides que
apresentam o dobramento da cauda s@o considerados viaveis, pois essa alteragdo morfoldgica
é observada apenas nos espermatozdides com membrana plasmatica integrada e funcional,
como consequéncia da entrada de liquido no meio intracelular [61,68]. Foi descrito
anteriormente que a exposicdo a dieta HF pode aumentar o dano oxidativo no testiculo,
resultando em aumento da peroxidacao lipidica da membrana espermatica [99,100]. Portanto,
nosso estudo sugere que uma dieta CAF atua de maneira semelhante, sendo a causa da
reducdo da viabilidade encontrada. O que foi atenuado através do tratamento com resveratrol
por meio dos mecanismos ja descritos anteriormente.

A espermatogénese também pode ser estudada a partir da morfologia testicular [106].
Embora ndo tenhamos encontrado diferencas no peso e volume dos testiculos, no diametro do
tubulo seminifero, na densidade de area da tunica propria, do compartimento intertubular
(espaco intersticial), dos vasos sanguineos, do estroma e na concentracdo sérica de
testosterona, vimos que a dieta CAF reduziu a altura do epitélio seminifero, sem efeito
positivo do tratamento com resveratrol. Assim como a dieta HF, a dieta CAF que
manipulamos no laboratério apresenta em sua composi¢do o colesterol, molécula constitutiva
das membranas celulares em animais. Nesse sentido, a ingestdo aumentada desse tipo de
gordura pode ter prejudicado as propriedades fisico-quimicas da membrana plasmatica, e

assim, comprometido a espermatogénese. E provavel que a auséncia do efeito positivo do
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resveratrol esteja ligada ao tempo do experimento. Talvez, se tivéssemos aumentado o tempo
de estudo, pudéssemos atenuar esta alteracdo morfolégica do testiculo.

Conforme mencionado anteriormente, a densidade de area do epitélio seminifero foi
reduzida em todos 0s grupos experimentais, a exce¢do do grupo controle. Somando-se a isso,
0 tratamento com resveratrol promoveu um aumento da densidade de &rea do Iimen tubular,
tanto no grupo controle quanto no grupo CAF. A interpretacdo desses dados separadamente é
dificil, devido a escassez de trabalhos na literatura. Porém, quando avaliamos a densidade de
area do compartimento tubular como um todo observamos que a dieta CAF causou reducgéo
nesse parametro em relacdo ao grupo alimentado com dieta controle; e mais uma vez o
tratamento com resveratrol foi capaz de reverter esse quadro. O compartimento tubular é
fundamental para a ocorréncia da espermatogénese. Nele, encontram-se as células
germinativas e as células de Sertoli, as principais responsaveis por regular a espermatogénese
e desempenhar diversas funcdes na producdo espermética [33,34]. Sabe-se que dietas
hiperenergéticas podem causar danos aos espermatozéides [99]. Contudo, até 0 momento nao
sabiamos como a dieta de cafeteria afetaria a morfologia testicular e ocasionaria tais danos.
Recentemente, efeitos sobre a reproducdo e a dieta de cafeteria foram evidenciados por
Bazzano e colaboradores em 2015, que mostraram que a administracdo de dieta de cafeteria
do desmame a vida adulta foi capaz de reduzir a capacidade reprodutiva e alterar a funcéo
ovariana [78]. Igualmente, estudos de programacdo metabodlica a partir da administracdo de
dieta de cafeteria mostraram que a prole de fémeas apresenta deficiéncia na funcéo
reprodutiva, com ou sem aumento de gordura abdominal, e alteracGes metabolicas associadas
[107]. Por conseguinte, acreditamos que a injaria no compartimento tubular, evidenciada em
nosso trabalho, seja uma das principais alteracbes morfolégicas relacionadas ao

comprometimento da espermatogénese e da funcao reprodutiva.
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CONCLUSAO

O consumo de dieta estilo cafeteria, embora ndo tenha modificado a massa corporal,
promoveu hiperglicemia e comprometimento da espermatogénese, com alteracdes na
morfologia testicular e nos pardmetros espermaticos. E o tratamento com resveratrol foi capaz
de atenuar parcialmente esses danos. O que instiga a comunidade cientifica a promover mais
estudos, afim de estabelecer o uso do resveratrol como terapia adjuvante na disfuncédo das

células testiculares.
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Abstract

High fat diet affects the male reproduction and sexual function. So, we evaluated the
effects of prolonged resveratrol administration on the metabolic, sperm and testicular
parameters of rats fed a cafeteria diet. Male Wistar rats were divided at weaning into the
control (C; n = 20) and cafeteria (CAF, n = 16) groups. At 3 months, half of them were given
daily supplementations of resveratrol (C-R, n = 10; CAF-R, n = 8) at a dosage of 30 mg / kg
body mass for 2 months. Animals were killed at 5 months of age, blood, spermatozoa and
testes were collected for further analysis. Data were analyzed by one-way ANOVA, and p
<0.05 was considered significant. The CAF diet promoted hyperglycemia (p <0.0001) and
treatment with resveratrol reversed this condition (p <0.0001). The CAF diet reduced sperm
viability and motility, while resveratrol improved these parameters (p <0.05). Regarding
testicular morphology, the height of the seminiferous epithelium was reduced in the CAF
group compared that C group (p = 0.0007). Spermatogenic cell proliferation was also reduced
in the CAF group compared that C group. However, the CAF-R showed an increase in the cell
proliferation rate compared that untreated CAF group(p = 0.0024). Although it did not modify
body mass, the consumption of a CAF diet promoted hyperglycemia, adverse testicular
morphology remodeling and abnormal sperm, which were attenuated by treatment with
resveratrol that suggest a protective effect of this antioxidant on spermatogenesis.

Keywords: Cafeteria diet, Morphology, Resveratrol, Spermatozoa, Testicle.

Introduction

In recent years, the consumption of a hyperenergetic, highly palatable cafeteria-style
diet (CAF diet) has been increasing in Western countries. This dietary pattern is associated
with sedentarism and may be related to an increase in weight gain! and the appearance of
some diseases, such as hyperinsulinemia, hyperglycemia and glucose intolerance.? The
obesogenic and inflammatory effect of the CAF diet is likely produced by several
mechanisms.> The mechanism most discussed in the literature is that high-fat / refined
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carbohydrate intake triggers an increase in the expression of some proinflammatory cytokines,
such as tumor necrosis factor-o* and prostaglandin E2,° in addition to increasing the
production of reactive oxygen species (ROS).

The association between the CAF diet, oxidative stress and the deterioration of male
reproductive function is quite common.”® Oxidative stress from adiposity*° or from the CAF
diet alone! exerts negative effects on sperm function.® It has been reported that ROS and
nitrogen species negatively interfere with testicular immunity, spermatogenesis and sperm
motility.® 1+ 12 Therefore, it is necessary to create a balance between the production and
metabolism of free radicals in order to improve the function of testicular cells. To achieve this
balance, antioxidants can neutralize free radicals and attenuate damage to the testicles.®

Resveratrol is a polyphenol that is present in many food sources, has a potent
inhibitory activity against ROS and increases the bioavailability of nitric oxide.® Although
many studies show that satisfactory results are achieved with the use of this antioxidant!# 1°
no quantitative evaluation of the testicular parenchyma or sperm parameters has been
performed in the proposed experimental model. It is important to study the sperm parameters
in this same model. Therefore, this work aimed to evaluate the testicular morphology and the
metabolic and sperm parameters of rats fed a CAF diet and treated with resveratrol.

Materials and methods

Experimental protocol

Thirty-six male Wistar rats (21 days old) were housed in polypropylene boxes in
climatized colony rooms (21 + 2°C; 60% humidity) on a 12/12 h light/dark cycle with an air
exhaustion cycle (15 minutes / hour). All procedures were approved by the local Ethics
Committee for the Care and Use of Animals (CEUA, IBRAG / 049/16). The animals were
randomly divided into two experimental groups: the control diet (C, n = 20) (commercial diet
Nuvilab®; 6 g lipid / 100 g diet, 1800 kJ) and the CAF diet (CAF, n = 16) (rat chow was
manipulated in the laboratory by mixing the following: commercial diet Nuvilab® 60g / 100g,
condensed milk (Nestle®) 25g / 100g and hydrogenated vegetable fat (Primor®) 15g / 100g;
totaling 30 g lipid / 100 g diet, 2300 kJ). It is important to mention that this hydrogenated
vegetable fat is rich in saturated fatty acids (3.59/15g) and trans fatty acids (3.0g/15g). Rats
from each group received their respective diet until they were 3 months old. At 3 months of
age, the groups were re-divided, and treatment with resveratrol (Terraternal®, 99% purity,
Santa Clara, CA, USA) was initiated, resulting in two additional experimental groups: the
control diet supplemented with resveratrol (C-R; n = 10) and the CAF diet supplemented with
resveratrol (CAF-R; n = 8). Resveratrol was administered daily through orogastric gavage at a
dose of 30 mg / kg body mass'® for 2 months. The non-supplemented groups received water
by orogastric gavage. All diets were given ad libitum. Food intake was recorded daily, and
body mass (BM) was monitored weekly until the end of the experiment (5 months old).

Blood pressure and oral glucose tolerance test

At 3 months of age, systolic blood pressure (SBP) was measured weekly at night. The
animals were heated in an acrylic chamber at a temperature of 37°C for 10 minutes to dilatate
the caudal artery. Next, the rats were packed in acrylic pads, and SBP was measured from the
caudal artery using a tail plethysmograph version 2.11 (Insight®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brazil). Three measurements were performed, and the final SBP value was obtained from the
mean of the 3 measurements.

The oral glucose tolerance test (OGTT) was performed before (3 months old) and after
resveratrol administration (5 months old). For this, the animals were fasted for 12 hours and
subsequently a hypertonic glycosated solution (2 g glucose / kg BM to glucose 50%. This
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percentage refers to the concentration of glucose in the solution) was administered by
orogastric gavage. The blood was collected directly from the caudal vein before glucose
administration (time 0) and 15, 30, 60 and 120 minutes after glucose overload, and the dose
was verified by means of an appropriate glucometer (Accu-Chek, Roche, Sdo Paulo, Brazil).
To assess glucose tolerance, the area under the curve was analyzed.

Death of animals

At five months of age, the rats were killed by intraperitoneal administration of
Thiopental at the dosage of 100 mg / kg. Immediately after death, blood was collected by
cardiac puncture for subsequent biochemical analysis, and the tail of the epididymis was
dissected and cleaved three times to remove the spermatozoa. Then, it immersed in 5 ml of
phosphate-buffered saline with 0.5% bovine serum albumin (0.5% PBS-BSA) (A9647,
Albumin from bovine serum, Sigma, Frederick, USA) at 37 ° C. Subsequently, the solution
containing the tail of the epididymis was carefully shaken for dissemination of the
spermatozoa from the organ to the liquid medium. The resulting solution, called the sperm
suspension, was then used for all analyses of spermatozoa (concentration and motility in a
Neubauer chamber; and sperm viability). 518 All material used in the analyses was maintained
at 37°C for the conservation of spermatozoa. We used 100 pl of the sperm solution,
previously diluted (between 1 to 5 times) according to its turbidity, in order to facilitate the
counting of the spermatozoa. This dilution was recorded and used in the final calculation to
determine the concentration of spermatozoa. Then, 10 uL were collected from this solution
and deposited on a Neubauer chamber, covered by cover slip. This sample was visualized in
phase contrast and recorded by a Basler camera (Vision TecnologieTM®, Ahrensburg,
Germany) coupled to an H550S microscope (Nikon, Tokyo, Japan) under magnification of
100x. From the videos, the sperm concentration was determined, counting the number of
spermatozoa on 5 quadrants of the Neubauer chamber (recorded separately in 2 videos),
making a total volume of 2 x 10 mL. Sperm viability was determined by the hypo-osmotic
test, and 200 spermatozoa were evaluated per animal.*®

Next, the testes were dissected and weighed, and their volume were determined by the
Scherle method.?° Then, the organs were fixed and included in paraffin.

Biochemistry and hormone levels

The concentrations of triacylglycerol (TAG), very-low-density lipoprotein (VLDL-c),
high-density lipoprotein (HDL-c) and total cholesterol (TC) were determined by
spectrophotometry with a commercially available kit (BioSystems®, cat. 11506, Barcelona,
Spain). Serum insulin and testosterone levels were analyzed by the ELISA method with
commercially available kits from Millipore® (cat. EZRMI-13K) in St. Charles, Missouri, USA
and Cloud-Clone Corp.® (cat. CEA458Ge) in Wuhan, China, respectively. The samples were
analyzed in duplicate and had a coefficient of variation of 1.4%.

Histomorphometry and Immunohistochemistry

After the tissues were processed, 5-um-thick sections were cut. Morphometric
analyses were performed of slides stained with hematoxylin and eosin and photographed with
an Olympus BX51 light microscope with a coupled DP70 digital camera (Olympus,Tokyo,
Japan). The diameter of the seminiferous tubules and the height of the seminiferous
epithelium were measured with ImageJ (image processing and analysis in Java) software. The
diameter of 125 seminiferous tubules / animal (10x objective) was measured in each testicle
with a perpendicular line that passed through the center of the tubule, excluding the less
circular tubules. The height of the seminiferous epithelium was measured by constructing 3
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equidistant lines from each transverse section of the seminiferous tubules. A total of 125
tubules / animal were evaluated with a 20x objective.

The volume density (\Vv) of the tubular (tunica propria, seminiferous epithelium and
tubular lumen) and intertubular (blood vessels and other interstitial space structures)
compartments were measured by a point counting method. A grid of 100 points was
superimposed on the photomicrographs, and all the testicular structures that touched the
points were quantified, resulting in the density being determined as a percentage of the field
analyzed.’® We evaluated 25 fields / animal with a 40x objective. The absolute volume (Av)
was calculated from each structure mentioned above by dividing the testicular volume by the
Vv of the structure; the result was expressed in mL.2! To determine the cell proliferation rate,
all cell nuclei the spermatogenic lineage were immunolabelled with an anti-PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) antibody (PC10, Ref: 180110, Invitrogen, Camarillo,
USA). The measurement was performed with a cell counter, and the quantification area was
delimited to the free hand selection tool (ImageJ Software). For these analyses, 25 fields were
evaluated for each testicle from photomicrographs obtained with a 40x objective. PCNA is
essential for cellular DNA synthesis. Therefore it marks the nuclei of proliferating cells and it
is not associated with any specific seminiferous stage. Through the immunohistochemical
technique employed, all the proliferating spermatogenic lineage nuclei in the seminiferous
tubules were immunolabelled and revealed by 3,3'-diaminobenzidine (DAB), which gave a
brown color.

Data analysis

Data were reported as the mean + standard deviation, and were analyzed by Student's
t-test and one-way ANOVA, followed Bonferroni post-hoc test. Data that did not follow the
normal distribution curve were analyzed by the Kruskal-Wallis test followed Dunn post-hoc
test. P <0.05 was considered statistically significant.

Results

Food intake and body mass

There were no differences in either BM or energy intake among the groups.
Corroborating these results, the animals showed no differences in weight gain throughout the
experiment.

The CAF diet promoted an increase in retroperitoneal fat (9.42 + 3.27 g) compared
that C group (5.03 £ 1.26 g, p = 0.0042). There were no differences in subcutaneous and
epididymal fat deposits among the groups (Table 1).

Systolic blood pressure, carbohydrate metabolism and blood biochemistry

Table 2 shows the results from blood biochemistry and carbohydrate metabolism. SBP
did not differ among the experimental groups. For OGTT, the CAF diet promoted glucose
intolerance at three months of age, before the initiation of resveratrol treatment. The CAF
group showed an increase of 17.5% in the area under the glucose curve compared that C
group (p <0.0001). In contrast, treatment with resveratrol was able to improve glycemic
control compared that groups that did not receive resveratrol. The C-R group showed a
reduction of 13.7% in the area under the glucose curve compared that the counterpart, while
the CAF-R group had a 16.3% reduction in this parameter compared that their respective
control (the CAF group) (p<0.0001). Corroborating these results, the CAF group showed a
54.9% increase in serum glucose values compared those C group, while the CAF-R group
reduced this parameter by 43.8% compared that CAF group (p = 0.0023). In addition,
treatment with resveratrol decreased the insulinemia of the animals receiving the CAF diet.
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The CAF-R group showed a 64.4% reduction of this parameter compared that untreated group
(p = 0.0001). We did not observe any differences among the other groups studied.

Regarding the serum levels of TC, HDL-c and testosterone, there were no differences
among the groups. However, the TAG and VLDL-c values were decreased 64.4% and 64.3%
in the C-R group compared those values of the C group (p = 0.0003 and p = 0.0025,
respectively). The CAF-R group presented an increase (188.0%) in the serum values of this
lipoprotein (VLDL-c) compared C-R group (p = 0.0025), as illustrated in Table 2.

Sperm analysis and morphometry of the testicles

The group fed with cafeteria diet showed a reduction in the sperm viability (53.0%)
and motility (80.6%) compared the C group (p = 0.0052 and p <0.0001, respectively).
However treatment with resveratrol was able to improve these parameters. The CAF-R group
showed an increase of the sperm viability (117.7%) and the motility (340.3%) compared these
levels in the CAF group (p = 0.0052; p <0.0001, respectively). The concentration of
spermatozoa was the same among the groups studied (Figure 1 and Table 3).

There were no differences in testes (weight and volume) among the animals from
different experimental groups (Table 1). Similarly, the diameter of the seminiferous tubules
was equal among the groups. Regarding the height of the epithelium of the seminiferous
tubules, the group that received the cafeteria diet (without resveratrol treatment) showed a
33.8% reduction compared that C group (p = 0.0007) (Figure 2). In addition, the Vv of the
seminiferous epithelium was lower in the CAF (11.5%), C-R (10.2%) and CAF-R (6.2%)
groups than C group (p <0.0001).

In contrast, treatment with resveratrol increased the Vv of the tubular lumen 20.1%
(C-R) and 11.3% (CAF-R) compared that control group (p <0.0001). However, after
comparing the Vv of the tubular compartment as a whole, a reduction only in the CAF group
was observed in relation to C group (4.5%), and treating with resveratrol raised this
parameter 5.1%, in relation to their counterpart (p <0.0001). There was no difference in the
Vv of the tunica propria, the intertubular compartment (interstitial space), the blood vessels or
the stroma among the groups. The Av of the tubular lumen was higher in the C-R group
(21.3%) than in the C group (p = 0.0074). The other parameters were not different. For
spermatogenic cell proliferation, the cafeteria diet reduced the number of cells (34.1%)
compared that C group, and resveratrol treatment in the same group increased the rate of cell
proliferation 87.9% (Figure 2). Table 3 details all morphometric and stereological data.

Discussion

Our work showed that the CAF diet was able to promote glucose intolerance and
important morphological changes in the reproductive system, independent of an increase in
BM. However, resveratrol improved carbohydrate metabolism, sperm parameters, such as
motility and viability, and testicular morphology and may be a therapeutic option for
promoting normal fertility.

The consumption of diets rich in lipids and simple carbohydrates (CAF diet) has
increased in the Western world.??> Although not always associated with obesity /
overweight,?®?* metabolic complications such as hypertension, dyslipidemia and
hyperglycemia may result from the intake of these foods and aggravate the health status.?® For
these complications, the use of antioxidants, in particular resveratrol, has been identified as an
important and useful tool against the metabolic damage incurred by this type of diet.262°
Animals studies related that the doses used and the treatment time are crucial to show the
beneficial effects of this antioxidant.?® 2 In our case, and corroborating other studies,?> * the
CAF diet did not alter blood pressure, TC, HDL-c, TAG or VLDL-c concentration of the
animals, and treatment with resveratrol reduced only the serum levels of TAG and VLDL-c in
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animals receiving normal diets. Differences were not found in the CAF-R group undoubtedly,
the time of administration and the composition of the experimental diets contributed to these
results.

In contrast, the CAF diet promoted glucose intolerance at three and five months of
age. However, at five months of age, treatment with resveratrol reduced serum glucose and
insulin levels. The relationship between the CAF diet and hyperglycemia is well established.
Over time, the prediabetic state overloads the pancreas and induces insulin resistance, further
compromising carbohydrate metabolism.?% 2> However, resveratrol has been used to minimize
this metabolic damage.3" 32 The use of this antioxidant in diabetic animals potentiates the
action of insulin® and the uptake of peripheral glucose,®? 3* in addition to suppressing hepatic
glucose production,® which justifies our findings.

Regarding reproductive parameters, the adverse effects associated with obesity and a
high fat (HF) diet are extensively documented in the literature.®® *” Studies involving cafeteria
diet, although in a smaller quantity, show a relationship between increased oxidative stress
and inflammation, 1 38 and their role in negatively influencing testicular health has already
been well described. Brunetti et al. demonstrated that the administration of the CAF diet in
young patients promoted an increase in prostaglandin E2 levels of the testicular parenchyma,
which may induce the disordered proliferation of testicular germ cells (cancer).®

Although we did not measure inflammatory indexes, our study is the first to show that,
regardless of an increase in BM, CAF diet consumption reduced the viability and motility of
spermatozoa and decreased both the height of the seminiferous epithelium and the
proliferation of spermatogenic lineage cells. In addition, the morphology of the testis was
altered, as showed by a reduction in the Vv of the seminiferous epithelium and of the whole
tubular compartment. The deposits of retroperitoneal fat were higher in the CAF group,
indicating a redistribution of fat mass. In humans, increased fat accumulation can lead to
oxidative stress.>® %0 Recent advances in the field of reproductive medicine show that ROS
contributes to sperm dysfunction and infertility.* 42

Although we did not evaluate oxidative stress at the tissue or systemic level, it has been
documented that ROS affect sperm count, motility and morphology and cause sperm DNA
fragmentation.*> 434 |t has already been well established in the literature that the elevation of
serum glucose levels induces increased oxidative stress in the male reproductive system,
which causes apoptosis and degeneration of the germ cells, increased of lipid peroxidation of
the sperm membrane and a reduction in spermatogenesis, contributing to male infertility.46-5?
Sexton & Jawron, in a review, indicate that diabetic individuals showed a reduction in
spermatogenesis, sperm count and sperm motility.>® From these findings, we believe that the
hyperglycemia observed in our animals that received the CAF diet may have triggered in the
increasing of ROS, and thus caused the sperm alterations. On the other hand, treatment with
resveratrol is able to increase the synthesis and the activity of some antioxidant enzymes, such
as superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase,* > thus inhibiting oxidative
stress in testicular cells.>® In addition, other studies indicate that resveratrol improves insulin
sensitivity and increases the translocation of the type 4 glucose transporter (GLUT4) in the
skeletal muscle, which improves the uptake of glucose molecules®®>” which corroborates our
findings. In addition, we suggest that this antioxidant activated activating cell proliferation in
spermatogenic lineage cells, which positively influenced and improved the aforementioned
sperm parameters.

Sperm viability was determined from the hypo-osmotic test, which evaluates the integrity
and function of the plasma membrane of this cell. Normally, spermatozoa that present tail
folding are considered viable as a consequence of the entry of fluid into the intracellular
environment.’®1® The exposure to the HF diet promotes oxidative damage in the testis,
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resulting in lipid peroxidation of the sperm membrane.>**2 Therefore, once again the CAF diet
interfered negatively this sperm parameter, which was attenuated with resveratrol treatment.

Spermatogenesis can also be studied by testicular morphology.*® Although we did not
find differences in testicles weight or volume, seminiferous tubule diameter, Vv of the tunica
propria, intertubular compartment (interstitial space), blood vessels, stroma or in serum
testosterone concentrations, we did find that the CAF diet reduced the height of the
seminiferous epithelium and was not affected by treatment with resveratrol. As in a HF diet,
the CAF diet that we made in the laboratory is partially composed of cholesterol, a
constitutive molecule of cellular membranes in animals. The increased intake of this type of
the fat may have impaired the physical and chemical properties of the plasma membrane and
thus compromised spermatogenesis. It is likely that the lack of a positive effect from
resveratrol is linked to the time of the experiment. Perhaps, if we had increased the study
time, this morphological alteration of the testicle might have been attenuated.

As mentioned previously, the Vv of the seminiferous epithelium was reduced in all
experimental groups except for the control group. In addition, treatment with resveratrol
promoted an increase in the Vv of the tubular lumen in both the control and CAF group.
Interpreting these data separately is difficult, given the scarcity of works in the literature.
However, when we evaluated the Vv of the tubular compartment as a whole, we observed that
the CAF diet caused a reduction in this parameter compared that group fed a control diet;
once again, treatment with resveratrol reversed this condition. The tubular compartment is
fundamental for the occurrence of spermatogenesis. Germ and Sertoli cells are found in this
compartment, and are responsible for regulating spermatogenesis and performing various
functions in sperm production.® It is known that hyperenergetic diets can cause sperm
damage.®! However, we did not know how the CAF diet affects testicular morphology or
causes this damage. Recently evidence for a relation between reproduction and the CAF diet
was presented by Bazzano et al., who showed that the consumption of a CAF diet from
weaning to adulthood reduced reproductive capacity and altered ovarian function.® Likewise,
fetal programming studies have shown that female offspring from animals fed a CAF diet
have a deficient reproductive system, with or without increased abdominal fat, and have
associated metabolic changes.®* Thus, we believe that the injury to the tubular compartment in
our work is one of the main morphological alterations related to the impairment of
spermatogenesis and reproductive function.

The consumption of a cafeteria-style diet, although it did not modify BM, promoted
hyperglycemia and compromised spermatogenesis as demonstrated by alterations in testicular
morphology and sperm parameters. Treatment with resveratrol was able to mitigate these
damages, encouraging the scientific community to use it as adjunctive therapy in testicular
cell dysfunction.
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Table 1: Data of experimental groups at five months of age

Fat deposits and Testicle C CAF C-R CAF-R p value
Retroperitoneal fat (g) 5.02+1.26 9.41+£3.27% 4.41+1.70 8.39+4.54 0.0042
Subcutaneous fat (g) 2.85+0.86 4.36+1.38 4.14+1.40 5.12+2.44%  0.0322
Epididymal fat (g) 5.43+1.15 7.41+1.77 5.91+ 1.74 6.35+3.05  0.2156
Right testicle weight(g) 1.859+0.16 1.882+0.11 2.026+0.21 1.954+0.15  0.1430
Right testicle volume(mL) 1.788+0.12 1.851+0.12 1.953+0.16 1.911+0.13  0.0706
Left testicle weight(g) 1.841+0.17 1.886+0.12 2.034+0.17 1.984+0.15  0.0707
Left testicle volume(mL) 1.803+1.80 1.836+1.83 1.914+1.91 1.955+1.95  0.2940

Legend: Data are presented as mean + standard deviation. Differences were tested by analysis of variance
(ANOVA) and Bonferroni post-test. p <0.05. [a] different from C group.



Table 2: Blood biochemistry

76

Biochemical C CAF C-R CAF-R p value
parameters
OGTT Before-
resveratrol 746.00+44.80 876.40+65.90? - -
<0.0001
(u.a)
OGTT After-
resveratrol 745.00+42.84 869.50+67.212 643.10+33.122 728.00+58.09°
<0.0001

(u.a)
Cholesterol

59.89+5.64 60.75+8.01 64.22+8.01 57.00+12.65 0.1810
total (mg/dL)
Triacylglycerol

85.60+29.51 103.80+38.69 30.44+12.892 66.38+41.76 0.0003
(mg/dL)
Glucose

10.47+4.32 16.22+5.622 8.79+ 2.56 9.12+2.45P 0.0023
(mmol/L)
HDL (mg/dL) 38.90+7.01 40.44+7.00 35.44+6.44 33.80+6.26 0.1382
VLDL (mg/dL) 17.10+6.97 20.78+8.02 6.11+2.802 17.60+11.82°¢ 0.0025
Insulin (ng/mL) 3.92+1.58 6.37+0.75 2.22+0.79 2.27+1.95° 0.0001
Testosterone
(ng/mL) 10091.00+674.10 10298.00+1028.00 10962.00+1125.00 10655.00+1469.00 0.5202
ng/m

Legend: Data are presented as mean + standard deviation. The differences were tested by analysis of variance
(ANOVA) and Bonferroni post-test. p <0.05. [a] different from C group. [b] different from CAF group and [c]
different from C-R group.
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Table 3: Spermatozoa and testicles parameters

Spermatozoa analyses C CAF C-R CAF-R p value
Concentration (x10* Sptz/mL) 10.000.39 10.00+0.32 10.00+0.33 11.00+0.19 0.7832
Motility (%) 47.82+£19.17 9.28+8.63% 49.25+10.06 40.86+6.96 ° <0.0001
Viability (%) 7.10+£3.24 3.33+2.33% 7.38+2.74 7.25+1.53° 0.0052
Morphometry and Stereology

Diameter of the seminiferous

281.10+6.90 280.30+10.95 285.80+16.32 269.40+13.63 0.0720
tubules(pum)
Seminiferous epithelium 56.33+3.44 37.27+8.392 58.23+2.82 53.25+8.14 0.0007
Height(pum)
V(%) 45.24+2.20 40.03+1.862 40.63+1.142 42.43+1.662 <0.0001
Av(mL) 0.83+0.06 0.73+0.05 0.78+0.09 0.81+0.06 0.0609
Tubular lumen
Vv (%) 33.81+2.37 33.70+2.73 40.62+1.682 37.50+2.223° <0.0001
Av(mL) 0.61+0.09 0.62+0.06 0.74+0.112 0.72+0.072 0.0074
Tunica propria
Vv (%) 5.99+1.34 6.51+1.25 5.03+0.78 5.92+0.88 0.0867
Av(mL) 0.10+0.02 0.12+0.03 0.09+0.02 0.11+0.01 0.1095
Tubular compartment
Vv (%) 85.04+1.72 81.22+2.43% 87.22+1.23 85.38+2.40° <0.0001
Av(mL) 1.54+0.17 1.49+0.10 1.65+0.26 1.65+0.12 0.1979
Blood vessels
Vv (%) 0.72+0.29 0.63+0.09 0.70+0.38 0.98+0.39 0.1395
Av(mL) 0.01+0.01 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.01 0.0643
Stroma
V(%) 7.92+0.89 7.92+0.76 7.29+0.69 7.92+0.99 0.2372
Av(mL) 0.14+0.02 0.15+0.01 0.13+0.02 0.15+0.01 0.4936
Intertubular compartment
Vv (%) 8.65+0.99 8.54+0.47 7.75£0.54 8.56+0.78 0.0755
Av(mL) 0.15+0.02 0.16+0.01 0.14+0.02 0.17+0.02 0.2188
Cell proliferation (cels/mm?) 102.00+352.70 1386.00+177.30°  1750.00+278.50  2605.00+1436.00° 0.0024

Legend: Data are presented as mean + standard deviation. Differences were tested by analysis of variance (ANOVA)
and Bonferroni post-test. p <0.05. Sptz indicate spermatozoa. [a] different from C group and [b] different from CAF

group.
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Figure 1
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Figure 1: Sperm analysis. The image shows the concentration, the motility and the viability
analysis of the spermatozoa in animals at five months of age, respectively. C (Control diet),
CAF (Cafeteria diet), C-R (Control diet treated with Resveratrol) and CAF-R (Cafeteria diet
treated with Resveratrol). Data were presented as mean + standard deviation. The differences
were tested by analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni post-test. p <0.05. [a] indicates
statistical difference for the C group and [b] indicates statistical difference for the CAF group.
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Figure 2

Figure 2: Photomicrographs showing the seminiferous tubule diameter (A; 100x), the
seminiferous epithelium height (B; 200x) and the proliferation of a spermatogenic cell line (C;
400x) in animals at five months of age. C (Control diet), CAF (Cafeteria diet), C-R (Control
diet treated with Resveratrol) and CAF-R (Cafeteria diet treated with Resveratrol). The
seminiferous tubule diameter was similar among the groups. However, CAF diet reduced the
height of the seminiferous epithelium and the proliferation of a spermatogenic cell line in
relation to C, which may affect sperm production. The treatment of resveratrol attenuated this
damage in proliferative cells, as observed in the anti-PCNA antibody-immunolabelled image.



