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RESUMO 

 

 

DE OLIVEIRA, Fabiana Araújo. O tratamento com resveratrol atenua alterações 

metabólicas, espermáticas e testiculares em ratos Wistar adultos alimentados com uma dieta 

de cafeteria. 2018. 77 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

 

A associação entre a dieta da cafeteria, o estresse oxidativo e a redução da função reprodutiva 

masculina tem sido documentada. O uso de antioxidantes pode ser empregado para neutralizar 

os radicais livres e minimizar o dano causado aos testículos pela dieta de cafeteria. Este 

estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administração de resveratrol sobre os 

parâmetros metabólicos, espermáticos 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 período de 2 meses. A dieta CAF foi confeccionada no laboratório 

a partir dos seguintes componentes: ração 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 (ingestão 

alimentar, massa corporal, pressão arterial sistólica) e parâmetros metabólicos (glicemia de 

jejum, teste de tolerância oral à glicose). Na eutanásia, o sangue foi coletado para análises 

posteriores. Os espermatozóides foram coletados da cauda do epidídimo para avaliar 

parâmetros espermáticos (viabilidade, motilidade e concentração) e os testículos foram 

removidos para análises histomorfométricas. Os dados foram analisados por One-Way Anova 

e p <0,05 foi considerado significativo. Não houve diferenças na ingestão alimentar, no ganho 

ponderal e na pressão arterial sistólica entre os grupos. A dieta CAF promoveu hiperglicemia 

(p <0,0001) e o tratamento com resveratrol reverteu esta condição (p <0,0001). Quanto aos 

espermatozóides, a dieta CAF reduziu a viabilidade e motilidade, enquanto o resveratrol 

melhorou esses parâmetros (p <0,05). No entanto, não houve diferença na concentração dos 

espermatozóides entre os grupos. Em relação à morfologia testicular, o diâmetro dos túbulos 

seminíferos não diferiu entre os grupos. Em contraste, a altura do epitélio seminífero foi 

reduzida no grupo CAF em comparação com o grupo C (p = 0,0007). A proliferação celular 

das células da linhagem espermatogênica também foi reduzida no grupo CAF em comparação 

com o grupo C. No entanto, o grupo CAF tratado com resveratrol (CAF-R) mostrou um 

aumento na taxa de proliferação celular em comparação com o grupo CAF não tratado (p = 

0,0024). O consumo de dieta estilo cafeteria, embora não tenha modificado a massa corporal, 

promoveu redistribuição de gordura corporal e hiperglicemia. Além disso, promoveu um 

remodelamento adverso na morfologia testicular e nos parâmetros espermáticos, que foi 

atenuado pelo tratamento com resveratrol. Estes dados podem sugerir um efeito protetor deste 

antioxidante na espermatogênese. 
  

 

Palavras-chave: Dieta de cafeteria. Testículo. Espermatozóides. Morfologia. Resveratrol. 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

DE OLIVEIRA, Fabiana Araújo. Resveratrol attenuates metabolic, sperm and testicular 

changes in adult Wistar rats fed a cafeteria dietary. 2018. 77 f. Dissertação (Mestrado em 

Ciências) – Faculdade de Ciências 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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INTRODUÇÃO  

 

 

Nos últimos anos, demonstrou-se uma tendência global à deterioração significativa na 

função reprodutiva masculina [1]. A infertilidade é um grande problema para a reprodução 

humana, e a infertilidade masculina representa cerca de 50% dos casos [2,3]. Tal fato tem sido 

amplamente correlacionado com a mudança dos hábitos alimentares. Nas últimas décadas 

ocorreram mudanças nos padrões alimentares da população mundial, as quais são associadas 

ao desenvolvimento das doenças crônicas [4,5,6].  

A dieta ocidental, devido a sua natureza predominantemente processada, é cada vez mais 

barata e de fácil acesso em consequencia da industrialização e da globalização. Ademais, as 

evidências validando os prejuízos à saúde advindos do consumo de dietas ocidentais são 

crescentes [7,8]. O papel da variabilidade nutricional na palatabilidade alimentar é bem 

compreendido pela indústria alimentícia. A combinação de altos níveis de gordura com açúcar 

resulta em maior palatabilidade [9]. O equivalente mais próximo 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 palatáveis, 

espelhando as principais características obesogênicas da dieta humana [10,11]. Esse padrão 

alimentar associado ao sedentarismo se relaciona positivamente com o sobrepeso/obesidade.  

Em longo prazo, a ingestão de dieta CAF vem sendo associada à síndrome metabólica (SM) 

[12], à um estado pré-diabético e ao acúmulo de lípidos no pâncreas [13], bem como níveis 

aumentados de prostaglandina E2 na próstata, rim e testiculos de ratos que podem promover a 

inflamação dos tecidos [14]. 

O tecido adiposo é considerado um tecido metabolicamente ativo por secretar diversas 

citocinas que agem sistemicamente. Porém já foi bem descrito que conforme o tecido adiposo 

aumenta, ocorre uma mudança no perfil de citocinas secretadas pelos adipócitos, havendo 

aumento de citocinas pró-inflamatórias, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 

interleucina 6 (IL-6), o que contribui para a instauração de uma inflamação sistêmica de baixo 

grau [15]. Outro importante acontecimento é a infiltração de macrófagos no tecido adiposo, 

considerados como componentes críticos da inflamação associada à obesidade [16]. Esta 

inflamação é associada com a SM, tendo a resistência à insulina (RI) como um ponto chave 

ligando a gordura abdominal ao desenvolvimento de diversas doenças crônicas como o 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2) [16, 17]. Além disso, o tecido adiposo abdominal é capaz de 

afetar a função testicular através das suas secreções endócrinas na corrente sangüínea, com a 
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liberação 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 distúrbios na espermatogênese [19] e reduzir os níveis séricos de testosterona 

[20, 21].  

Estudos em animais [22-26] e humanos [27-30] indicam que a associação entre obesidade 

e dietas hiperlipídicas resultam na perda da capacidade reprodutiva, afetando negativamente 

em nível molecular e estrutural os espermatozóides, bem como a saúde dos pacientes, fetos e 

descendentes subsequentes [22–31]. Em animais, a fisiologia testicular é sensível a alterações 

metabólicas sistêmicas e o metabolismo testicular pode ser perturbado por dietas 

hiperenergéticas [26]. O rompimento do metabolismo testicular está associado à diminuição 

da qualidade espermática [31]. Alguns componentes de dietas hiperenergéticas, como ácidos 

graxos trans e gorduras saturadas, têm o potencial de afetar adversamente o metabolismo 

lipídico testicular e prejudicar a produção de espermatozóides. Além disso, níveis elevados de 

colesterol plasmático induzido por uma dieta rica em colesterol afetam negativamente a 

espermatogênese em coelhos [25]. 

Anatomicamente, os testículos estão localizados no escroto e são envoltos por uma 

cápsula de natureza conjuntiva denominada de túnica albugínea. É um órgão com função 

exócrina (produtor e transportador dos espermatozóides) e função endócrina relacionada com 

a produção de hormônios esteroides, principalmente andrógenos, como a testosterona o 

principal hormônio sexual masculino [32].  

Do ponto de vista histológico, o testículo humano é subdividido em dois compartimentos: 

tubular, que desempenha funções endócrinas e exócrinas, e compartimento intertubular, que 

possui função endócrina, de sustentação e nutrição do órgão. O compartimento tubular 

representa de 70 a 90% do parênquima testicular dos mamíferos sendo composto pelos 

túbulos seminíferos – estruturas formadas por epitélio seminífero e lúmen  (conjunto de 

túbulos onde se encontram as células germinativas em diferentes estágios de diferenciação) - e 

células de Sertoli, que regulam a espermatogênese e desempenham diversas funções na 

produção espermática [33,34]. O compartimento intertubular preenche os espaços entre os 

túbulos seminíferos e é composto principalmente pelas células de Leydig, além dos vasos 

sanguíneos e linfáticos, nervos e uma população variável celular composta principalmente por 

fibroblastos, macrófagos e linfócitos [32,34].  

Similarmente ao testículo do homem, o testículo do rato possui formato oval, porém são 

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

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

 

Figura 1 – Corte longitudinal do testículo humano representado em desenho esquemático 

 

 

Fonte: NETTER FH, 2011.  

 

A espermatogênese inicia-se com as espermatogônias (células diplóides), alinhando-se 

nos túbulos seminíferos nas porções mais basais. Após sucessivos processos de mitose 

tornam-se espermatócitos primários (também células diplóides). Estes passam pela meiose I e 

originam os espermatócitos secundários (células haplóides), que passam pela meiose II 

formando as espermátides (células haplóides). No estágio final chamado de espermiogênese, 

cada espermátide se transforma em um espermatozóide (células haplóides) (Figuras 2 e 3). 

Este processo é estimulado pelo hormônio folículo estimulante (FSH) e testosterona [32,34].  
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Figura 2 – Fotomicrografia do corte transversal do túbulo seminífero de rato 

 

 

Legenda: Células da linhagem espermatogênica: a – célula de sertoli, b – espermatogônia, c – espermatócito 

primário, d – espermátide e e – espermatozóide. 

Nota: Coloração de Hematoxilina e Eosina, 1000x. 

Fonte: A autora, 2018.  
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Figura 3 – Desenho esquemático das etapas da espermatogênese 

 

Fonte: SEELEY et al, 1997. 

 

Sabe-se que a adiposidade está relacionada ao estresse oxidativo (EO), e este, exerce 

efeitos negativos na função espermática. Quantidades excessivas de espécies reativas de 

oxigênio (EROs)  causam um efeito deletério sobre o DNA dos espermatozóides, levando à 

formação de 8-oxodeoxiguanosina, o principal produto oxidativo do DNA do esperma (que 

causa fragmentação e mutação) [38-40]. Para manter a função celular normal, o excesso de 

EROs deve ser continuamente inativado por antioxidantes. O uso de antioxidantes pode 

suprimir a formação de novas EROs e remover o seu excesso, prevenindo o EO [41,42]. Além 

disso, o consumo excessivo de dietas hiperenergéticas, ricas em ácidos graxos saturados e 

gorduras trans, pode resultar no acúmulo de ácidos graxos e produtos gordurosos tóxicos no 

ambiente testicular, dentro dos espermatozóides, levando a espermatogênese prejudicada e 

baixa síntese de testosterona pelas células de Leydig [5]. 

O resveratrol (3,5,4’- triidroxi-trans-estilbeno) é um polifenol natural, flavonóide, 

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 são antioxidante [46],  antiinflamatória [47], quimiopreventiva 

[48], cardioprotetora e anti-apoptótica [49]. Ademais, recentemente mostrou efeitos benéficos 

sobre doenças metabólicas, tais como diabetes e obesidade [50,51,52]. 
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O mecanismo pelo qual o resveratrol exerce seus efeitos anti-inflamatório e anti-

oxidativo baseia-se na produção de óxido nítrico (ON), na regulação da produção antioxidante 

endógena e na modulação de citocinas inflamatórias e quimiocinas [53,54]. Da mesma forma, 

o resveratrol é um potente eliminador de radicais livres. A alta eficiência do resveratrol pode 

ser devido aos três grupos hidroxila em sua estrutura. Assim, o uso do resveratrol como 

suplemento dietético promotor da saúde está aumentando consideravelmente [55]. O uso do 

resveratrol mostrou ser capaz de reduzir a inflamação do tecido adiposo [51] e simular os 

efeitos de uma restrição energética agindo no tecido adiposo e melhorando o perfil metabólico 

[56,57].  

Embora os efeitos e as vias pelas quais o resveratrol age sobre o sistema reprodutor 

masculino ainda estejam obscuras, nos últimos anos, mostrou-se que o resveratrol protege os 

espermatócitos contra a peroxidação lipídica, além de aumentar a concentração e a motilidade 

dos espermatozóides [58]. Também foi relatado que o resveratrol aumenta a produção de 

espermatozóides 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 

produção de EROs na isquemia testicular, mostrando que a administração aguda de 

resveratrol reduziu a apoptose no epitélio seminífero de ratos [60]. Ribeiro et. al. (2014) 

mostraram que uso do resveratrol melhorou parâmetros de fertilidade, como potência e 

fecundidade e a morfologia testicular em animais que sofreram torção testicular [61]. Mendes 

et al. (2016) observaram uma redução da apoptose nos testículos e uma melhora dos 

parâmetros qualitativos espermáticos em ratos varicocelizados tratados com resveratrol [62]. 

Simas et al. (2017) mostraram que o tratamento com Resveratrol melhorou o nível glicêmico, 

os parâmetros 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 hipotálamo-hipófise-gonodal, melhorando, portanto, a 

espermatogênese, aumentando os níveis séricos de testosterona e reduzindo a apoptose das 

células germinativas [64-66].  
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1 OBJETIVOS  

 

 

1.1 Geral  

 

 

Analisar o efeito da administração em longo prazo do resveratrol sobre os parâmetros 

metabólicos, espermáticos e testiculares de ratos Wistar alimentados com dieta de cafeteria. 

 

 

1.2 Específicos  

 

 

a) Analisar as possíveis alterações metabólicas decorrentes da dieta estilo cafeteria e 

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

 

b) Estudar a motilidade, a concentração e a viabilidade dos espermatozóides, assim 

como a morfologia dos testículos dos ratos alimentados com dieta controle ou de 

cafeteria e tratados ou não com resveratrol.   

 

c) Verificar a densidade de proliferação celular nos túbulos seminíferos dos testículos 

dos ratos alimentados com dieta controle ou de cafeteria e tratados ou não com 

resveratrol. 

 

d) Avaliar por ensaio imunoenzimático (ELISA), as possíveis alterações sobre os 

níveis séricos de testosterona e insulina. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 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 número de protocolo 

049/16 pela Comissão de Ética 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 colônia da Unidade de 

Pesquisa Urogenital. No biotério, os animais foram alocados em caixas de polipropileno, em 

ambiente apropriado com temperatura (2120C) 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 padrão até o início 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 administração do resveratrol (Terraternal® 99% de pureza , Santa Clara, CA, USA) 

foi feita diariamente por meio de gavagem orogástrica, na dosagem 30 mg/Kg de massa 

corporal [59],  por um período de 2 meses. O resveratrol foi diluído em água, padronizando a 

concentração de 10 mg/mL, por possuir solubilidade média em água. A solução foi mantida 

em constante agitação em um agitador modelo C-MAG HS 7 S1 (IKA®, Campinas, São 

Paulo, Brasil) para evitar que o mesmo precipitasse e se depositasse no fundo do recipiente. 

De forma similar, os grupos não tratados receberam água, também por meio de gavagem 

orogástrica, a fim de simular o estresse sofrido pelos animais dos grupos tratados. Os animais 

receberam dieta e água ad libitum diariamente.  
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Figura 4 – Desenho Experimental 

 

 

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, ingestão alimentar  e biometria  

 

 

 Para os grupos que receberam a dieta controle, ofertamos ração comercial (Nuvilab®) 

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

comercial 60g/100g, leite condensado (Nestle®) 25g/100g e gordura vegetal hidrogenada 

(Primor®) 15g/100g, totalizando 550kcal/100g. A ingestão alimentar foi registrada 

diariamente, mediante a subtração entre a quantidade total de ração ofertada e a quantidade 

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

desprezada. A tabela 1 detalha a composição nutricional das dietas experimentais. Ao longo 

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

balança digital (Urano® Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil).  
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Tabela 1 – Composição nutricional das dietas experimentais (g/100g) 

 

Componentes Dieta 

Controle 

Dieta de 

Cafeteria 

Carboidratos 71,0 55,0 

Proteínas 23,0 15,0 

Lipídios   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 (ácido graxo saturado), AGMI (ácido graxo moniinsaturado), AGPI (ácido graxo poliinsaturado), 

AG trans (ácido graxo trans). 

 

 

2.3 Pressão arterial sistólica  

 

 

A partir dos 3 meses de idade, a pressão arterial sistólica (PAS) foi aferida 

semanalmente no período noturno, sempre no mesmo horário. Os animais foram aquecidos 

em uma câmara de acrílico, com temperatura de 37ºC durante 10 minutos, para dilatação da 

artéria caudal. Sequencialmente, eles foram acondicionados em contensores de acrílico e a 

pressão arterial da cauda do animal foi verificada utilizando o pletismógrafo de cauda versão 

2.11 (Insight®, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil). Foram realizadas 3 medições e o resultado 

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

 

 

2.4 Teste oral de tolerância a glicose  

 

  

O teste oral de tolerância à glicose (TOTG) foi realizado em dois momentos: antes da 

administração do resveratrol (aos 3 meses de idade) e após o seu uso (aos 5 meses de idade). 

Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas, com posterior administração de soro 

glicosado hipertônico (2g/Kg de massa corporal de glicose a 50%), por gavagem orogástrica. 

O sangue foi coletado da veia caudal dos animais nos tempos 0 (antes da administração de 
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glicose) e 15, 30, 60 e 120 minutos após a administração da solução hipertônica de glicose, 

com glicosímetro apropriado (Accu-Chek®, Roche, São Paulo, SP, Brasil).  

 

 

2.5 Eutanásia  

 

 

Aos 5 meses de idade (20 semanas), os animais foram mortos por sobredose anestésica 

(administração intraperitoneal de Tiopental®) na dose de 100 mg/Kg, após sofrerem jejum de 

12 horas. Durante a eutanásia, o tórax dos animais foi aberto e o sangue foi coletado por 

punção cardíaca diretamente do átrio direito. Após a coleta, ele foi imediatamente 

centrifugado e armazenado à -20°C para posteriores análises séricas. Em seguida, os 

espermatozóides foram coletados diretamente da cauda do epidídimo para análises 

posteriores. Após, os testículos e os depósitos de gordura epididimária, retroperitoneal e 

subcutânea foram dissecados. Os depósitos de gordura foram pesados separadamente e 

fixados em formaldeído a 4% em tampão fosfato (pH 7,2). Quanto aos testículos, o volume 

(mL) foi determinado pelo método de Sherle [67] e a massa (g) foi obtida por meio de balança 

digital (Urano® Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil). Na sequência, o polo superior do órgão 

foi removido e a porção remanescente do testículo foi imediatamente fixada em solução de 

bouin por 24 horas. Após esse período, o material foi clivado e imerso em fixador para 

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

  

 

2.6 Bioquímica sérica  

 

 

 O soro foi separado por centrifugação (3000 rpm, por 8 min), à temperatura ambiente 

e armazenado a -20°C até a realização das análises bioquímicas. As concentrações de glicose, 

triacilglicerol (TAG), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteína de alta 

densidade (HDL), colesterol total (CT) e glicose foram determinadas por método 

colorimétrico (espectrofotometria) a partir de kit comercialmente disponível (BioSystems® - 

Cat. 11506 – Barcelona, Espanha). 

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

comercialmente disponível: insulina para ratos/camundongos (Millipore® - Cat. EZRMI-13K 



26 

 

– St Charles, Missouri, EUA). As amostras foram analisadas em duplicata, com um 

coeficiente de variação de 1,4%. Igualmente, a dosagem sérica de testosterona foi obtida pelo 

mesmo método, a partir de kit comercialmente disponível (Cloud-clone corp.® - Cat. 

CEA458Ge – Wuhan, China).   

 

 

2.7 Análise dos espermatozóides  

 

 

Durante a eutanásia, a cauda do epidídimo foi dissecada e clivada três vezes para a 

retirada dos espermatozóides. Em seguida, ela foi imersa em 5 mL de solução tampão fosfato-

salino (PBS) com 0,5% de albumina de soro bovino (A9647, Albmin from bovine serum, 

Sigma®, Frederick, EUA) a 37ºC. Na sequência, a solução contendo a cauda do epidídimo foi 

cuidadosamente agitada para disseminação dos espermatozóides do órgão para o meio 

líquido. A solução resultante, chamada de solução espermática foi então utilizada para todas 

as análises dos espermatozóides.  Todo material utilizado nas análises foi mantido à 37ºC para 

conservação dos espermatozóides [61]. 

 

 

2.7.1 Viabilidade 

 

 

A viabilidade dos espermatozóides foi avaliada à partir do teste hipo-osmótico que 

avalia a integridade e o funcionamento da membrana plasmática desta célula [68]. A solução 

espermática foi diluída (1:5) em uma solução à base de água, contendo citrato de sódio a 

0,735% e frutose a 1,351% com osmoloraridade de 100 mOsm/L, sendo inferior à 

osmolaridade do meio intracelular e consequentemente classificada como hipo-osmótica. Os 

espermatozóides foram mantidos nesta solução por 30 minutos à 37ºC. Em seguida, foram 

retirados 10 L da solução, depositados sobre lâmina histológica e cobertos por lamínula. 

Esta parte foi observada por microscopia de luz com aumento de 200x em microscópio BH-2 

(Olympus®, Tóquio, Japão). Os espermatozóides que apresentaram dobramento da cauda 

foram considerados viáveis. Esta alteração morfológica é observada somente em 

espermatozóides com membrana plasmática integra e funcional em consequência da entrada 
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de líquido para o meio intra-celular. Este dado foi expresso pela porcentagem de células com 

dobramento de cauda em relação ao número total de células analisadas. 

 

 

2.7.2 Motilidade 

 

 

Utilizamos 100 l da solução espermática, previamente diluída (entre 1 a 5 vezes) de 

acordo com a sua turbidez, afim de facilitar a contagem dos espermatozóides. Em seguida, 10 

L foram coletados desta solução e depositados sobre uma câmara de Neubauer espelhada, 

coberta por lamínula.  Esta amostra foi visualizada em contraste de fase e gravada em vídeo 

por uma câmera Basler (Vision TecnologieTM®, Ahrensburg, Alemanha) acoplada a um 

microscópio H550S (Nikon, Tóquio, Japão) sob aumento de 100x. A partir dos vídeos 

determinou-se a motilidade dos espermatozóides, que foi expressa como porcentagem de 

espermatozóides em movimento (progressivo ou não). Nos vídeos, o número de células 

imóveis foi contado, e subtraído do número total de espermatozóides em cada campo. O 

resultado dessa subtração foi dividido pelo número total de espermatozóides e multiplicado 

por 100 para determinação da porcentagem de espermatozóides móveis [61]. 

 

 

2.7.3 Concentração  

 

 

A concentração dos espermatozóides foi determinada a partir dos mesmos arquivos de 

vídeo usados para determinação da motilidade. Nos arquivos de vídeo foram contados o 

número de espermatozóides sobre 5 quadrantes da câmara de Neubauer (gravados 

separadamente em 2 vídeos), perfazendo um volume total de 2 x 10-5 mL. O resultado 

encontrado foi corrigido para a diluição da solução espermática e convertido em 

espermatozóides / mL, unidade em que foram expressos os resultados [61, 69]. 

.  
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2.8 Testículo: estrutura e quantificação  

 

 

2.8.1 Análises histológicas  

 

 

Os fragmentos testiculares foram desidratados em alcoóis com concentrações 

crescentes até alcançar o álcool absoluto, diafanizados em xilol e incluídos em paraplast plus® 

(Sigma-Aldrich C., St.Louis, MO, USA). O material foi seccionado com 5 μm de espessura 

(com intervalos de 20 μm entre os cortes) e corado com hematoxilina-eosina. Para cada 

análise, foram avaliados 25 campos/animal obtidos de 5 cortes em 2 lâminas histológicas. 

 

 

2.8.2 Imunohistoquímica  

 

 

Os cortes foram desparafinados em estufa e xilol, hidratados em uma série decrescente 

de álcoois e lavados em PBS. Após a desparafinização, a recuperação antigênica dos 

testículos foi realizada com Tris-EDTA (pH 9,0) por 12 horas (overnight), à 60°C. Afim de 

evitar ligações inespecíficas foi feita a inibição da peroxidase endógena em solução de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% por 15 minutos, longe da luz, e solução de bloqueio de 

soro de cabra a 10% por 10 minutos (Kit Invitrogen®, Referência: 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 tampão PBS/BSA1%). 

Posteriormente, foi feita a incubação com anticorpo secundário e a reação foi amplificada a 

partir do sistema biotina-estreptavidina (Kit Invitrogen®, Ref: 859643, Frederick, USA). A 

imunocoloração foi visualizada após a incubação das secções com 3,3 diaminobenzidina 

tetracloreto-DAB (Ref: 859643, Invitrogen®, Frederick, USA) e contra-coradas com 

Hematoxilina de Harris a 50%. Simultaneamente, foram obtidas as lâminas controle negativo 

(sem a adição do anticorpo primário). 
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2.8.3 Análises morfométricas  

 

 

Para a análise morfométrica e quantitativa dos testículos foi utilizado um sistema de 

vídeo-microscopia com microscópio de luz Olympus BX51 (Tokyo, Japan) acoplado a uma 

câmara digital (Olympus DP70 - Tokyo, Japan). As imagens foram capturadas com o auxílio 

do software Image Proplus®, version 5.0 (Media Cybernetics, Silver spring, MD, USA).  

O diâmetro dos túbulos seminíferos e a altura do epitélio seminífero foram 

mensurados utilizando o software Image J® (ImageProcessingandAnalysis in Java) (Figuras 4 

e 5). Após a calibração do sistema, ambas as medidas foram determinadas a partir da 

ferramenta "straight line”. Foram mensurados o diâmetro de 125 túbulos seminíferos de cada 

testículo, capturados de forma aleatória, sendo excluídos os túbulos menos circulares. Uma 

reta foi traçada em cada secção transversal do túbulo seminífero, sendo essa distância medida. 

O resultado desta análise foi considerado a média dos 125 diâmetros mensurados de cada 

testículo. Em relação a altura do epitélio seminífero, três porções equidistantes de cada secção 

transversal dos túbulos seminíferos foram mensuradas, e se estendiam do início da túnica 

própria até a célula mais interna em direção ao lúmem do túbulo seminífero, exceto os 

espermatozóides, sendo a média das três distâncias calculada. As análises morfométricas 

foram realizadas com um aumento de 100x para o diâmetro dos túbulos seminíferos e um 

aumento de 200x para a altura do epitélio seminífero. Para cada análise, foram avaliados 25 

campos/animal obtidos de 5 cortes em 2 lâminas histológicas. 
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Figura 5 – Utilização do software Image J para determinar o diâmetro dos túbulos seminíferos 

do testículo de rato 

 

 

Legenda: Aplicabilidade da ferramenta “straight line” do software Image J, destacada pelo circulo vermelho. 

Através da reta traçada em amarelo podemos mensurar o diâmetro do túbulo seminífero. 

Nota: HE, 100x. 

Fonte: A autora, 2018.  
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Figura 6 –  Utilização do software Image J para determinar a altura do epitélio seminífero do 

testículo de rato  

 
 

 
Legenda: As retas em amarelo mostram como foi feita a mensuração da altuta do epitélio de um túbulo 

seminífero. 

Nota:  HE, 200x. 

Fonte: A autora, 2018.  

 

A taxa de proliferação celular foi mensurada com o auxílio das ferramentas “cell 

counter” (figura 6) e "free hand selections" (figura 7). Todos os núcleos das células da 

linhagem espermatogênica imunomarcados com o anticorpo anti-PCNA foram quantificados e 

tiveram a sua área de localização delimitada. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se 

o aumento de 400x. Para esta análise, também foram avaliados 125 tubulos/animal, em 25 

campos/animal obtidos de 5 cortes em 2 lâminas. 
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Figura 7 – Utilização do software Image J para contagem das células imunomarcadas dos 

túbulos seminíferos do testículo de rato 

 

 

Legenda: Utilização da ferramenta “cell counter” destacada pelo retângulo vermelho. 

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

fotomicrografia. Imunomarcação com anti PCNA, 400x. 
Fonte: A autora, 2018.  
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Figura 8 – Utilização do software Image J para determinar a área dos túbulos seminíferos do 

testículo de rato 

 

 

Legenda: Utilização da ferramenta “freehand selections” destacada pelo circulo vermelho. 

Nota: Com esta ferramenta contorna-se o túbulo seminífero, mostrado pela linha amarela e a partir daí obtém-se 

a área do mesmo. Imunomarcação com anti PCNA, 400x. 
Fonte: A autora, 2018.  

 

A densidade volumétrica (Vv) das estruturas testiculares foi determinada pelo método 

de contagem de pontos, através da sobreposição de uma grade de 100 pontos às 

fotomicrografias, usando a ferramenta “grid” (Figura 8). Em seguida, com o auxílio da 

ferramenta “cell counter” contamos os pontos da grade, sendo considerados: túnica própria, 

epitélio seminífero, lúmen tubular (a soma destes três parâmetros foi considerada como o 

compartimento tubular), espaço intersticial e vasos sanguíneos (estes dois parâmetros juntos 

foram considerados como compartimento intertubular). A densidade volumétrica do espaço 

intersticial (compartimento intertubular) foi considerada como o somatório da densidade 

volumétrica dos vasos sanguíneos e das outras estruturas neste espaço, contadas em conjunto 

(células de Leydig, fibroblastos, colágeno, etc) [70]. O resultado desta análise foi expresso em 

porcentagem em relação ao número de pontos. Em cada testículo foram analisados 25 

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

utilizadas imagens capturadas sob aumento de 400x. 

 

Figura 9 – Utilização do software Image J para determinar as densidades das estruturas do 

compartimento tubular e intertubular do testículo de rato 

 

 

Legenda: As cruzes em preto sobrepostas a fotomicrografia são utilizadas como auxílio para contar as 

densidades das estrututas do compartimento tubular e intertubular. 

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

 

O Volume absoluto (Va) da túnica própria, epitélio seminífero, lúmen tubular, 

compartimento tubular, espaço intersticial, vasos sanguíneos e compartimento intertubular foi 

estimado com base na sua densidade volumétrica e no volume do testículo medido pelo 

método de Scherle. Para tanto foi utilizada a seguinte fórmula:  

Volume de Y = ( Vv [Y] / 100 ) x volume testicular                                                               (1) 

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 Análise estatística 

 

 

Os parâmetros biométricos foram testados para a curva de normalidade e 

homocedasticidade das variâncias. As diferenças entre os grupos foram analisadas com teste-t 

Student  e análise de variância “one-way ANOVA” e pós-teste de Bonferroni. Os dados que 

não seguiram a curva de distribuição normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis 

seguido pelo pós-teste de Dunn. Em todos os casos foi usado o índice de significância de 0,05 

[71]. Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism® versão 

5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA).  
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3 RESULTADOS  

 

 

3.1 Ingestão alimentar e Ganho ponderal 

 

 

Não houve diferença na ingestão alimentar entre os grupos estudados, tanto em 

gramatura C-C (24,51±5,35), 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, 

os animais não mostraram diferença 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 – Ingestão alimentar dos diferentes grupos experimentais aos 5 meses de idade 

 

C-C CAF-C C-R CAF-R
0

10

20

30

g
/a

n
im

a
l/

d
ia

 

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 padrão. As diferenças foram testadas por análise de 

variância (One-Way ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, p<0,05. Não houve diferença entre os grupos. 

Fonte: A autora, 2018.  
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Figura 11 – Ingestão 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 padrão. As diferenças foram testadas por análise de 

variância (One-Way ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, p<0,05. Não houve diferença 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 padrão. As diferenças foram testadas por teste de 

Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, p<0,05. Não houve diferença entre os grupos. 

Fonte: A autora, 2018. 
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3.2 Pressão arterial sistólica  

 

 

A PAS, verificada dos 3 aos 5 meses de idade, foi similar entre os diferentes grupos 

experimentais, no início 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 (gráfico A) e PAS ao final do 

experimento (gráfico 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 padrão. As diferenças foram testadas por análise de 

variância (One-Way ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, p<0,05. Não houve diferença entre os grupos. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

3.3 Teste oral de tolerância a glicose 

 

 

A dieta de cafeteria promoveu intolerância à glicose aos 3 meses de idade (Figura 

13A), antes do ínicio do tratamento com resveratrol. O grupo CAF-C mostrou um aumento de  

17% na área sob a curva de glicose quando comparado ao grupo C-C (p<0,0001). 

Diferentemente deste padrão, o tratamento com resveratrol foi capaz de promover melhora da 

glicemia nos animais em relação aos grupos que não foram tratados. O grupo C-R mostrou 

redução de 14% na área sob a curva de glicose em relação ao grupo C-C, enquanto o grupo 

CAF-R reduziu este parâmetro em 16% quando comparado ao seu respectivo controle (CAF-

C) (p<0,0001) (Figura 13B).   

 

A B 
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Figura 14 – Área sob a curva de glicose aos 3 (gráfico A) e 5 meses de idade (gráfico 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 padrão. As diferenças do gráfico A foram testadas por 

Teste t pareado e as do gráfico B por análise de variância (One-Way ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, ambos 

p<0,05. [a] indica diferença estatística para o grupo C-C; [b] indica diferença estatística para o grupo CAF-C.  

Fonte: A autora, 2018. 

 

3.4 Massa dos depósitos de gordura 

 

 

Quanto aos depósitos de gordura corporal, a dieta estilo cafeteria promoveu aumento 

da gordura retroperitoneal (9,42±3,27g) em relação ao grupo C-C (5,03±1,26g, p=0,0042). 

Não houve diferença nos depósitos de gordura subcutânea e epididimária entre os grupos 

(Tabela 2).  

 

 

A 

B 
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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±3,27a 4,41±1,70 8,39±4,54 0,0042 

Gordura subcutânea (g) 2,85±0,86 4,36±1,38 4,14±1,40 5,12±2,44a 0,0322 

Gordura epididimária (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 padrão. As diferenças dos resultados de Gordura 

subcutânea e epedidímaria foram testadas por análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Bonferroni e as 

diferenças do resultado da gordura retroperitoneal foi testada por teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, 

ambos p<0,05. [a] indica diferença estatística para o grupo C-C.          

Fonte: A autora, 2018. 

 

3.5 Bioquímica sérica 

 

 

Não houve diferença nos níveis séricos de CT e HDL-c entre os grupos (Tabela 3). Em 

relação aos níveis de VLDL-c, o grupo C-R mostrou uma redução em relação ao grupo C-C 

de 64%, além disso houve um aumento de 188% do grupo CAF-R em relação ao grupo C-R 

(p=0,0025) (Tabela 3). Houve uma redução de 64% nos níveis de TAG do grupo C-R em 

relação ao C-C (p=0,0003) (Tabela 3). Quanto aos níveis séricos de glicose, o grupo CAF-C 

mostrou aumento de 55% em relação ao grupo C-C, enquanto o grupo CAF-R reduziu este 

parâmetro 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 redução de 64% deste parâmetro em relação ao grupo não tratado (p=0,0001). Não 

observamos diferenças entre os outros grupos estudados. Também não houve diferença nos 

níveis séricos de testosterona entre os grupos (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

Tabela 3 – Bioquímica sérica dos diferentes grupos experimentais aos 5 meses de idade  

 

 C-C CAF-C C-R CAF-R Valor de p 

Colesterol total 

(mg/dl) 

      59,89±5,64        60,75±8,01        64,22±8,01        57,00±12,65 0,1810 

Triacilglicerol 

(mg/dl) 

   85,60±29,51      103,80±38,69        30,44±12,89a        66,38±41,76 0,0003 

Glicose  

(mg/dl) 

    188,70±77,84      292,30±101,40a      158,40±46,13      164,40±44,31b 0,0023 

HDL 

(mg/dl) 

      38,90±7,01        40,44±7,00        32,22±3,15        33,80±6,26 0,1382 

VLDL 

(mg/dl) 

Insulina 

 (ng/ml) 

Testosterona 

(ng/ml) 

      17,10±5,97 

       

        3,92±1,58 

 

10,09±0,67 

       20,78±8,02        

 

         6,37±0,75 

 

10,30±1,02 

         6,11±2,80a         

 

         2,22±0,79 

 

10,96±1,12 

       17,60±11,82c         

  

          2,27±1,95b 

 

   10,65±1,46 

0,0025 

 

0,0001 

 

0,5202 

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 padrão. As diferenças dos resultados de Colesterol 

total e HDL foram testadas por teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. As diferenças de todos os outros 

resultados foram testadas por análise de variância (One-Way ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] 

indica diferença estatística para o grupo C-C; [b] indica diferença estatística para o grupo CAF-C; [c] indica 

diderença estatística com o grupo C-R.  

Fonte: A autora, 2018. 

 

3.6 Parâmetros espermáticos e testiculares 

 

 

3.6.1 Peso e volume dos testículos  

 

 

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

não diferiram entre os diferentes grupos experimentais.  

 

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

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. 

Peso e volume dos testículos C-C CAF-C C-R CAF-R Valor de p 

Testiculo direito peso (g) 1,86±0,16 1,88±0,11 2,03±0,21 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 
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3.6.2 Análise dos espermatozóides 

 

 

Em relação à viabilidade dos espermatozóides observamos uma redução de 53% no 

grupo CAF-C em relação 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 relação ao seu par - CAF-C 

(p=0,0052) (Figura 15 e tabela 5). Similarmente, a motilidade dos espermatozóides foi 

reduzida no grupo CAF-C (78%) em relação ao grupo C-C e novamente o tratamento com 

resveratrol (CAF-R) foi eficaz nesse parâmetro, aumentando-a em 340% quando comparado 

ao grupo não tratado (p<0,0001) (Figura 16 e tabela 5). Quanto à concentração dos 

espermatozóides, não foram observadas diferenças entre os grupos estudados (Figura 17 e 

tabela 5). 

 

 

Figura 15 – Viabilidade dos espermatozóides 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 padrão. As diferenças foram testadas por análise de 

variância (ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferença estatística para o grupo C-C;          

[b] indica diferença estatística para o grupo CAF-C. 

Fonte: A autora, 2018. 
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Figura 16 – Motilidade dos espermatozóides 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 padrão. As diferenças foram testadas por análise de 

variância (ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferença estatística para o grupo C-C;          

[b] indica diferença estatística para o grupo CAF-C. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

 

Figura 17 – Concentração dos espermatozóides 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 padrão. As diferenças foram testadas por teste de 

Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, p<0,05. 

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

 

 

3.6.3.1 Diâmetro e Altura do epitélio dos túbulos seminíferos  

 

 

Não houve diferença no diâmetro dos túbulos seminíferos dos grupos experimentais 

(Figura 14 e tabela 5). Com relação à altura do epitélio dos túbulos seminíferos, verificou-se 

que o grupo que recebeu a dieta cafeteria (sem tratamento com resveratrol) mostrou redução 

de 34% neste parâmetro em relação ao grupo C-C (p=0,0007) (Figuras 15 e tabela 5).  

 

 

Figura 18 – Diâmetro dos túbulos seminíferos 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 seminífero 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 Proliferação celular 

 

 

A proliferação das células da linhagem espermatogênica foi reduzida em 34% no 

grupo CAF-C em relação ao grupo C-C e o tratamento com resveratrol, nesse mesmo grupo, 

foi capaz de reverter esse quadro, elevando em 88% a taxa de proliferação relação ao CAF-C 

(Figura 16 e tabela 5). 
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Figura 20 – Imunomarcação das células em proliferação celular nos túbulos 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 proliferação celular nas 

células da linhagem espermatogênica. 400x. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

3.6.3.3 Densidade volumétrica e volume absoluto das estruturas testiculares  

 

 

A Vv do epitélio seminífero foi menor nos grupos CAF (26%), C-R (10%) e CAF-R 

(6%) em relação ao grupo C-C (p<0,0001). Em oposição, o tratamento com resveratrol 

aumentou a Vv do lúmen 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 lúmen tubular em 

comparação ao seu respectivo controle (p<0,0001). Porém, ao compararmos a Vv do 

compartimento tubular como um todo, observou-se redução do grupo CAF-C em relação ao 

grupo C-C (4,5%), e o tratamento com resveratrol no grupo que recebeu dieta de cafeteria foi 

capaz de elevar esse parâmetro em 5%, em relação ao seu par (p<0,0001). Não houve 

diferença na Vv da túnica própria, do compartimento intertubular (espaço intersticial), dos 

vasos sanguíneos e do estroma entre os grupos. O Va somente mostrou diferença no lúmen 
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tubular que foi aumentado em 22% no grupo C-R em relação ao grupo C-C (0,0074). Todos 

os outros parâmetros não mostraram diferença estatística (Tabela 5).  
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Tabela 5  –  Análises dos espermatozoides, morfometria e estereologia do testículo dos 

animais dos diferentes grupos experimentais  

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 padrão. As diferenças dos resultados de Concentração 

dos espermatozoides, diâmetro dos túbulos seminíferos, altura do epitélio seminífero e proliferação celular foram 

testadas por teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. As diferenças dos demais resultados foram testadas por 

análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Bonferroni, ambos p<0,05. [a] indica diferença estatística para o 

grupo C-C e [b] indica diferença estatística para o grupo CAF-C. 

Fonte: A autora, 2018. 

 

Análises dos espermatozóides        C-C       CAF-C          C-R       CAF-R Valor de p 

Concentração (Sptz/ml) 1,0x105±0,39x104 1,0x105±0,32x104 1,0x105±0,33x104 1,1x105±0,19x104 0,7832 

Motilidade (%)     47,82±19,17      9,28±8,63 a    49,25±10,06    40,86±6,96 b <0,0001 

Viabilidade (%)       7,10±3,24     3,33±2,33 a      7,38± 2,74      7,25±1,53 b 0,0052 

Morfometria e estereologia do testículo 

Diâmetro dos tubulos seminíferos(µm)   281,10±6,90 280,30±10,95 285,80±16,32 269,40±13,63 0,0720 

Epitélio seminífero      

Altura(µm)     56,33±3,44 37,27±8,39a 58,23±2,82 53,25±8,14 0,0007 

Vv(%)     45,24±2,20 40,03±1,86a 40,63±1,14a 42,43±1,66a <0,0001 

Va(ml)       0,83±0,06   0,73±0,05   0,78±0,09   0,81±0,06 0,0609 

Lúmen tubular      

Vv(%)     33,81±2,37 33,70±2,73 40,62±1,68a 37,50±2,22a,b <0,0001 

Va(ml)       0,61±0,09 0,62±0,06 0,74±0,11a 0,72±0,072 0,0074 

Túnica própria      

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±2,43a 87,22±1,23 85,38±2,40b <0,0001 

Va(ml)        1,54±0,17   1,49±0,10 1,65±0,26 1,65±0,12 0,1979 

Vasos sanguineos      

Vv(%)       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      

Vv(%)       7,92±0,89 7,92±0,76 7,29±0,69 7,92±0,99 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 7,75±0,54 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 

Proliferação Celular (cels/mm²)      2102±352,70 1386±177,30a 1750±278,50 2605±1436,00b 0,0024 
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4 DISCUSSÃO  

 

 

Em nosso trabalho, a dieta estilo cafeteria foi capaz de promover intolerância à glicose 

e alterações morfológicas importantes no testículo, independente do aumento da massa 

corporal. Além disso, verificamos redução da altura do epitélio seminífero e da proliferação 

celular das células da linhagem espermatogênica, com diminuição da viabilidade e da 

motilidade dos espermatozóides. Entretanto, o resveratrol atuou melhorando o metabolismo 

de carboidratos, os parâmetros espermáticos afetados, e a morfologia do testículo, podendo 

ser uma opção terapêutica de escolha na promoção da fertilidade normal. 

A massa corporal dos animais foi semelhante entre os grupos experimentais. 

Similarmente, estudo feito por Higa e colaboradores (2014) não observaram diferença 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 padrões alimentares, de forma que o número de vezes que os animais buscavam 

alimentação 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 não diferiram no ganho de peso porque apesar da dieta 

de cafeteria conter aporte energético superior à dieta controle, não houve diferença na 

ingestão alimentar em gramatura.  

O consumo de dietas ricas em lipídios e carboidratos simples (dieta CAF) tem 

aumentado no mundo ocidental [73]. Embora nem sempre esteja associada à 

obesidade/sobrepeso [13], outras complicações metabólicas como hipertensão arterial 

sistêmica, dislipidemia e hiperglicemia podem emergir e agravar o estado de saúde do 

indivíduo [74]. Para tal, o uso de antioxidantes, em particular o resveratrol, tem sido uma 

ferramenta importante e útil no combate aos danos metabólicos advindos desse tipo de dieta 

[56,75-77]. O número de trabalhos experimentais relacionados ao tema é crescente, onde as 

doses utilizadas e os tempos de tratamento são cruciais para mostrar os efeitos benéficos desse 

antioxidante [56,77].   

Em nosso caso, e corroborando com outros estudos [13,78], a dieta CAF não alterou a 

pressão arterial sistólica, as concentrações de CT, HDL-c, TAG e VLDL-c dos animais, 

enquanto que o tratamento com resveratrol reduziu apenas os níveis séricos de TAG e VLDL-
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c nos animais submetidos a dietas normais, mostrando-se indiferente no grupo CAF-R. Sem 

dúvidas, o tempo de administração e a composição das dietas experimentais contribuiram para 

esses resultados.  

Inversamente a este padrão, a dieta CAF promoveu intolerância à 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-relação entre dieta de cafeteria e hiperglicemia é comum. 

Em longo prazo, o estado pré-diabético pode sobrecarregar o pâncreas e induzir o quadro de 

resistência à insulina, comprometendo ainda mais o metabolismo de carboidratos. [13,74]. 

Entretanto, o resveratrol vem sendo utilizado para minimizar esse dano metabólico [79,80]. O 

uso desse antioxidante em animais diabéticos potencializa a ação da insulina [81] e a 

utilização da glicose periférica [80,82], além de suprimir a produção hepática de glicose [83], 

o que justifica os resultados encontrados.  

Os efeitos adversos vinculados à obesidade e à dieta High fat (HF) são vastos na 

literatura [84,85]. No que tange aos parâmetros reprodutivos, trabalhos que utilizam a dieta de 

cafeteria, embora em menor quantidade, apontam a relação entre o aumento do EO e a 

inflamação [86-88], fatores já bem descritos por influenciar negativamente a saúde testicular. 

Brunetti e colaboradores em 2010 evidenciaram que a administração de dieta de cafeteria em 

pacientes jovens promoveu o aumento dos níveis de Prostaglandina E2 no parênquima 

testicular, o que pode induzir a proliferação desordenada das células germinativas testiculares 

(câncer) [89]. Embora não tenhamos dosado índices inflamatórios, nosso estudo foi o 

primeiro a mostrar que independente do aumento da massa corporal, o consumo da dieta de 

cafeteria reduziu a viabilidade e a motilidade dos espermatozóides, diminuiu a altura do 

epitélio seminífero e a proliferação das células da linhagem espermatogênica. Além disso, 

alterou parte da morfologia do testículo, com redução da densidade de área do epitélio 

seminífero e de todo o compartimento tubular.  Surpreendentemente, os depósitos de gordura 

retroperitoneal foram maiores no grupo CAF, indicando redistribuição da massa de gordura. 

Em humanos, níveis de gordura aumentados podem levar ao EO [38,39]. Recentes avanços no 

campo da medicina reprodutiva mostram que as EROs podem ser consideradas um dos 

mediadores da disfunção espermática e infertilidade [42,90].   

Embora não tenhamos avaliado o EO com dosagens de EROs no nível tecidual ou 

sistêmico, foi documentado que as EROs afetam a contagem, motilidade e morfologia de 

espermatozóides e causam a fragmentação do DNA espermático [90,91-93]. Já está bem 

estabelecido na literatura que a elevação dos níveis séricos de glicose induz o aumento do EO 

no sistema reprodutor masculino, o que causa apoptose e degeneração das células 
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germinativas, aumento da peroxidação lipídica da membrana espermática e redução da 

espermatogênese, contribuindo para a infertilidade masculina [94-100]. Sexton & Jawron, em 

um trabalho de revisão, indicaram que indivíduos diabéticos apresentaram redução na 

espermatogênese, na contagem de espermatozóides e na motilidade espermática [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 

alterações espermáticas. Por outro lado, o tratamento com resveratrol é capaz de aumentar a 

síntese e a atividade de algumas enzimas antioxidantes, como a superóxido 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 à insulina e 

aumenta a translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) no músculo esquelético, o 

que melhora a captação de moléculas de glicose [98,105], o que corrobora com nossos 

achados. Também, sugerimos que este antioxidante ativou a proliferação celular em células da 

linhagem espermatogênica, melhorando os parâmetros espermáticos acima mencionados. 

Aqui, a viabilidade espermática foi determinada à partir do teste hipo-osmótico, que 

avalia a integridade e a função da membrana plasmática desta célula. Os espermatozóides que 

apresentam o dobramento da cauda são considerados viáveis, pois essa alteração morfológica 

é observada apenas nos espermatozóides com membrana plasmática integrada e funcional, 

como consequência da entrada de líquido no meio intracelular [61,68]. Foi descrito 

anteriormente que a exposição à dieta HF pode aumentar o dano oxidativo no testículo, 

resultando em aumento da peroxidação lipídica da membrana espermática [99,100]. Portanto, 

nosso estudo sugere que uma dieta CAF atua de maneira semelhante, sendo a causa da 

redução da viabilidade encontrada. O que foi atenuado através do tratamento com resveratrol 

por meio dos mecanismos já descritos anteriormente. 

A espermatogênese também pode ser estudada à partir da morfologia testicular [106]. 

Embora não tenhamos encontrado diferenças no peso e volume dos testículos, no diâmetro do 

túbulo seminífero, na densidade de área da túnica própria, do compartimento intertubular 

(espaço intersticial), dos vasos sanguíneos, do estroma e na concentração sérica de 

testosterona, vimos que a dieta CAF reduziu a altura do epitélio seminífero, sem efeito 

positivo do tratamento com resveratrol. Assim como a dieta HF, a dieta CAF que 

manipulamos no laboratório apresenta em sua composição o colesterol, molécula constitutiva 

das membranas celulares em animais. Nesse sentido, a ingestão aumentada desse tipo de 

gordura pode ter prejudicado as propriedades físico-químicas da membrana plasmática, e 

assim, comprometido a espermatogênese. É provável que a ausência 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 alteração morfológica do testículo. 

Conforme mencionado anteriormente, a densidade de área do epitélio seminífero foi 

reduzida em todos os grupos experimentais, a exceção do grupo controle. Somando-se a isso, 

o tratamento com resveratrol promoveu um aumento da densidade de área do lúmen tubular, 

tanto no grupo controle quanto no grupo CAF. A interpretação desses dados separadamente é 

difícil, devido à escassez de trabalhos na literatura. Porém, quando avaliamos a densidade de 

área do compartimento tubular como um todo observamos que a dieta CAF causou redução 

nesse parâmetro em relação 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 ocorrência da espermatogênese. Nele, encontram-se as células 

germinativas e as células de Sertoli, as principais responsáveis por regular a espermatogênese 

e desempenhar diversas funções na produção espermática [33,34]. Sabe-se que dietas 

hiperenergéticas podem causar danos aos espermatozóides [99]. Contudo, até o momento não 

sabíamos como a dieta de cafeteria afetaria a morfologia testicular e ocasionaria tais danos. 

Recentemente, efeitos sobre a reprodução e a dieta de cafeteria foram evidenciados por 

Bazzano e colaboradores em 2015, que mostraram que a administração de dieta de cafeteria 

do desmame à vida adulta foi capaz de reduzir a capacidade reprodutiva e alterar a função 

ovariana [78]. Igualmente, estudos de programação metabólica a partir da administração de 

dieta de cafeteria mostraram que a prole de fêmeas apresenta deficiência na função 

reprodutiva, com ou sem aumento de gordura abdominal, e alterações metabólicas associadas 

[107]. Por conseguinte, acreditamos que a injúria no compartimento tubular, evidenciada em 

nosso trabalho, seja uma das principais alterações morfológicas relacionadas ao 

comprometimento da espermatogênese e da função reprodutiva.  
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CONCLUSÃO 

 

 

O consumo de dieta estilo cafeteria, embora não tenha modificado a massa corporal, 

promoveu hiperglicemia e comprometimento da espermatogênese, com alterações na 

morfologia testicular e nos parâmetros espermáticos. E o tratamento com resveratrol foi capaz 

de atenuar parcialmente esses danos. O que instiga a comunidade científica a promover mais 

estudos, afim de estabelecer o uso do resveratrol como terapia adjuvante na disfunção 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 gain1 and the appearance of 

some diseases, such as hyperinsulinemia, hyperglycemia and glucose intolerance.2 The 

obesogenic and inflammatory effect of the CAF diet is likely produced by several 

mechanisms.3 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-α4 and prostaglandin E2,5 in addition to increasing the 

production of reactive oxygen species (ROS).6 

The association between the CAF diet, oxidative stress and the deterioration of male 

reproductive function is quite common.7-9 Oxidative stress from adiposity10 or from the CAF 

diet alone1 exerts negative effects on sperm function.9 It has been reported that ROS and 

nitrogen species negatively interfere with testicular immunity, spermatogenesis and sperm 

motility.8, 11, 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.9 

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.13 Although 

many studies show that satisfactory results are achieved with the use of this antioxidant14, 15 

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 (3.5g/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 mass16 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®, Ribeirão Preto, São 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, São 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).16-18 All material used in the analyses was maintained 

at 37ºC for the conservation of spermatozoa. We used 100 μl 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 L 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 10-5 mL. Sperm viability was determined by the hypo-osmotic 

test, and 200 spermatozoa were evaluated per animal.19 

Next, the testes were dissected and weighed, and their volume were determined by the 

Scherle method.20 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-μm-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.16  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.21 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.22 Although not always associated with obesity / 

overweight,23,24 metabolic complications such as hypertension, dyslipidemia and 

hyperglycemia may result from the intake of these foods and aggravate the health status.25 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.26-29 

Animals studies related that the doses used and the treatment time are crucial to show the 

beneficial effects of this antioxidant.28, 29 In our case, and corroborating other studies,23, 30 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.23, 25 However, resveratrol has been used to minimize 

this metabolic damage.31, 32 The use of this antioxidant in diabetic animals potentiates the 

action of insulin33 and the uptake of peripheral glucose,32, 34 in addition to suppressing hepatic 

glucose production,35 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.36, 37 Studies involving cafeteria 

diet, although in a smaller quantity, show a relationship between increased oxidative stress 

and inflammation,1, 10, 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).5 

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.39, 40 Recent advances in the field of reproductive medicine show that ROS 

contributes to sperm dysfunction and infertility.41, 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.41, 43-45 It 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.46-52 

Sexton & Jawron, in a review, indicate that diabetic individuals showed a reduction in 

spermatogenesis, sperm count and sperm motility.53 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,14, 54-56 thus inhibiting oxidative 

stress in testicular cells.50 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 molecules50,57 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.16,19 The exposure to the HF diet promotes oxidative damage in the testis, 
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resulting in lipid peroxidation of the sperm membrane.51,52 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.58 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.59, 60 It is known that hyperenergetic diets can cause sperm 

damage.51 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.30 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.61 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 

             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.  

 

 

 

 

 

 

 

Fat deposits and Testicle C CAF C-R CAF-R p value 

Retroperitoneal fat (g) 5.02±1.26 9.41±3.27 a  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 a 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 
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Table 2: Blood biochemistry   

 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biochemical 

parameters 

C CAF C-R CAF-R p value 

OGTT Before-

resveratrol 

(u.a.) 

746.00±44.80 876.40±65.90a - - 
 

<0.0001 

OGTT After-

resveratrol 

(u.a.) 

745.00±42.84 869.50±67.21a 643.10±33.12a 728.00±58.09b 
 

<0.0001 

Cholesterol 

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

Triacylglycerol 

(mg/dL) 
85.60±29.51 103.80±38.69 30.44±12.89a 66.38±41.76 0.0003 

Glucose 

(mmol/L) 
10.47±4.32 16.22±5.62a 8.79± 2.56 9.12±2.45b 0.0023 

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±2.80a 17.60±11.82c 0.0025 

Insulin (ng/mL) 3.92±1.58 6.37±0.75 2.22±0.79 2.27±1.95b 0.0001 

Testosterone 

(ng/mL) 
10091.00±674.10 10298.00±1028.00 10962.00±1125.00 10655.00±1469.00 0.5202 
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Table 3: Spermatozoa and testicles parameters 

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. 

 
 

 

 

Spermatozoa analyses C CAF C-R CAF-R p value 

Concentration (x104 Sptz/mL)      10.00±0.39     10.00±0.32     10.00±0.33      11.00±0.19 0.7832 

Motility (%) 47.82±19.17 9.28±8.63 a 49.25±10.06 40.86±6.96 b <0.0001 

Viability (%) 7.10±3.24 3.33±2.33 a 7.38± 2.74 7.25±1.53 b 0.0052 

Morphometry and Stereology      

Diameter of the seminiferous 

tubules(µm) 
281.10±6.90 280.30±10.95 285.80±16.32 269.40±13.63 0.0720 

Seminiferous epithelium 56.33±3.44 37.27±8.39a 58.23±2.82 53.25±8.14 0.0007 

Height(µm)      

Vv(%) 45.24±2.20 40.03±1.86a 40.63±1.14a 42.43±1.66a <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±1.68a 37.50±2.22a,b <0.0001 

Av(mL) 0.61±0.09 0.62±0.06 0.74±0.11a 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±2.43a 87.22±1.23 85.38±2.40b <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      

Vv(%) 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/mm²)   102.00±352.70 1386.00±177.30a 1750.00±278.50  2605.00±1436.00b 0.0024 
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Figure 1 

 
 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


