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RESUMO

SILVA, Pamella Campos. A influéncia da dieta hiperlipidica pré-natal e/ou pos-
natal na morfologia da prostata, dos testiculos e nos parametros espermaticos
de ratos Wistar adultos. 2018. 132 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias
Cirargicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica pré-natal
e/ou poés-natal nos parametros metabodlicos, na morfologia da préstata ventral, na
morfologia e na fungédo testicular de ratos Wistar aos 4 meses de idade. Vinte
fémeas foram alimentadas com dieta controle (C) ou high-fat (HF), durante a
gestacado e a lactacdo. Apos o desmame, os filhotes machos foram divididos em 4
grupos experimentais: C/C (n=8), C/HF (n=8), HF/C (n=9) e HF/HF (n=8), onde a
primeira letra/sigla indica a dieta materna e a segunda letra/sigla a dieta da prole. Os
parametros biométricos, o metabolismo lipidico, o perfil glicémico, os niveis de
testosterona, o indice gonadossomatico, os depositos de gordura epididimaria, os
parametros espermaticos, os testiculos e a préstata ventral foram avaliados. Os
parametros biométricos e as medi¢cfes das gonadas foram similares entre 0os grupos.
A dieta hiperlipidica pré-natal aumentou os niveis de triacilglicerdis e a dieta
hiperlipidica pés-natal diminuiu os niveis de HDL-c (P=0,0005 e P=0,0100,
respectivamente). A dieta hiperlipidica, independentemente do periodo de
administracdo, promoveu hiperglicemia (P=0,0064). A concentracdo espermatica foi
menor no grupo HF/HF comparado ao HF/C (P=0,0072) e a viabilidade espermatica
foi menor em todos os grupos que receberam a dieta hiperlipidica comparado ao
grupo C/C (P<0,0001). O compartimento tubular foi menor no grupo HF/HF
(P<0,0001) e o diametro do tubulo seminifero foi maior no grupo HF/C (P<0,0001),
comparados aos demais grupos. A altura do epitélio seminifero foi menor em todos
0s grupos comparado ao C/C (P<0,0001). Os niveis de testosterona sérica e a
expressdo da proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) foram menores no
grupo C/HF comparado ao C/C (P=0,0218 e P=0,0215, respectivamente). A area
acinar foi reduzida em todos o0s grupos que receberam a dieta hiperlipidica
comparado ao grupo C/C (P<0,0001). A altura do epitélio prostatico foi menor nos
grupos HF/C e HF/HF em comparacdo aos grupos C/C e C/HF (P<0,0001) e a
densidade volumétrica do epitélio foi menor no grupo HF/C comparado aos grupos
C/C e C/HF (P=0,0024). A densidade volumétrica do tecido conjuntivo foi menor nos
grupos HF/C e HF/HF (P<0,0001) e a densidade volumétrica das células musculares
lisas foi reduzida nos grupos C/HF e HF/C (P=0,0013), comparados ao grupo C/C.
Conclui-se que a dieta hiperlipidica pré-natal e/ou pds-natal promoveu poucas
alteracdes metabdlicas, porém reduziu a préstata, alterou a morfologia testicular e os
parametros espermaticos. Esses dados sugerem que a programacéo metabdlica por
dieta hiperlipidica comprometeu a atividade secretora e a contratilidade da prostata e
ocasionou distarbios na espermatogénese.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Periodo pos-natal. Programacéo fetal. Prostata.

Rato Wistar. Testiculo.



ABSTRACT

SILVA, Pamella Campos. The influence of the high-fat diet prenatal and/or
postnatal on the prostatic morphology, testicular morphology and sperm
parameters of adult Wistar rats. 2018. 132 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

This study aimed to evaluate the effects of the prenatal and/or postnatal high-
fat diet on the metabolic parameters, ventral prostate morphology, morphology and
testicular function of 4-month-old Wistar rats. Twenty female were fed a control diet
(C) or high-fat diet (HF), during gestation and lactation. After weaning, male pups
were divided into 4 experimental groups: C/C (n=8), C/HF (n=8), HF/C (n=9) and
HF/HF (n=8), the first letter/initials indicates the maternal diet and the second
letter/initials indicates the offspring diet. The biometric parameters, lipid metabolism,
glycemic profile, testosterone levels, the gonadosomatic index, genital fat deposits,
sperm parameters, testes and ventral prostate were evaluated. The biometric
parameters and measurements of gonads were similar among the groups. The
prenatal high-fat diet increased triacylglycerol levels and the postnatal high-fat diet
decreased HDL-c levels (P=0.0005 and P=0.0100, respectively). The HF diet,
regardless of its administration period, induced a hyperglycemia (P=0.0064). The
sperm concentration was lower in the HF/HF group than in the HF/C (P=0.0072) and
sperm viability was lower in all groups receiving a high-fat diet compared to the C/C
group (P<0.0001). The tubular compartment was smaller in the HF/HF group
(P<0.0001) and the seminiferous tubule diameter was higher in the HF/C group
(P<0.0001), compared to the other groups. The seminiferous epithelium height was
lower in all groups than that in the C/C (P<0.0001). Serum testosterone levels and
steroidogenic acute regulatory protein (StAR) expression were lower in the C/HF
group compared to the C/C (P=0.0218 and P=0.0215, respectively). The acinar area
was reduced in all groups that received the high-fat diet compared to the C/C group
(P<0.0001). The epithelium height of prostate was lower in the HF/C and HF/HF
groups compared to the C/C and C/HF groups (P<0.0001) and the epithelium area
density was lower in the HF/C group than in the C/C and C/HF groups (P=0.0024).
The connective tissue area density was lower in the HF/C and HF/HF groups
(P<0.0001) and the smooth muscle cells area density was lower in the C/HF and
HF/C groups (P=0.0013), compared to the C/C group. It was concluded that the
prenatal and/or postnatal high-fat diet caused few metabolic changes, however
reduced prostate, altered testicular morphology and sperm parameters. These data
suggest that the metabolic programming by high-fat diet compromised the secretory
activity and contractility of the prostate and caused disturbances in spermatogenesis.

Keywords: High-fat diet. Postnatal period. Fetal programming. Prostate. Wistar rats.

Testes.
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INTRODUCAO

Mudancas no estado nutricional materno durante a gestacdo e a lactacéo
podem resultar em adaptacées permanentes na estrutura, fisiologia e metabolismo
de vérios 6rgdos dos seus filhos na vida adulta (Jackson, Alexander et al. 2012,
Rodriguez-Gonzalez, Reyes-Castro et al. 2014). Este fenbmeno denominado de
programacdo fetal é um conceito proveniente de um estudo epidemiol6gico
desenvolvido por David Barker, em 1986 (Barker and Osmond 1986). Modelos
experimentais de programacdo nutricional sdo bastante estudados nos dias atuais
(Bezpalko, Gavrilyuk et al. 2015, Maruyama, Kagota et al. 2015, Tain, Hsu et al.
2015).

Os padrbes dietéticos sofreram diversas transformacdes na sociedade
ocidental, com o aumento no consumo de alimentos hiperenergéticos e ricos em
lipidios, em detrimento do consumo de alimentos saudaveis e nutritivos (Sheehy and
Sharma 2010, Austin, Ogden et al. 2011), susceptibilizando o desenvolvimento do
sobrepeso e/ou obesidade ndo s6 em paises desenvolvidos, mas também em
populacdes de baixa e meédia renda (Okreglicka 2015). No Brasil, segundo o
Ministério da Saude (2017), a obesidade é mais frequente em mulheres e atinge
progressivamente as faixas reprodutivas, na propor¢cao de 8,8% (18 - 24 anos),
15,4% (25 - 34 anos) e 22,9% (35 - 44 anos) (Ministério da Saude 2017). Segundo
Desai e colaboradores (2016), a supernutricdo e a obesidade materna programam o
desenvolvimento da obesidade nos filhos. Os pesquisadores observaram que ratos
adultos, que foram amamentados por maes obesas, apresentaram aumento da
massa corporal e da adiposidade (Desai, Han et al. 2016).

Ha um crescente interesse no entendimento das consequéncias da obesidade
sobre a funcdo reprodutora. Estudos clinicos e experimentais tém associado a
obesidade e a qualidade da dieta ingerida ao comprometimento da fertilidade e a
reducdo da qualidade e quantidade do esperma (Vigueras-Villasenor, Rojas-
Castaneda et al. 2011, Chavarro, Minguez-Alarcon et al. 2014, Thomsen, Humaidan
et al. 2014). Hamilton e colaboradores (2013) observaram que em paralelo ao
consumo de dieta hiperenergética e ao estilo de vida sedentario houve uma
diminuicdo de 2% nas taxas de fertilidade nos paises desenvolvidos, atingindo os

valores mais baixos ja registrados (Hamilton, Hoyert et al. 2013). Também foi
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observado que a obesidade e o consumo de dieta hiperlipidica promoveram o
remodelamento estromal da préstata, a liberacdo de fatores que desencadeiam
distarbios proliferativos na glandula e o aumento do risco de desenvolvimento da
hiperplasia prostéatica benigna (HPB) e do cancer de préstata (Shankar, Bhaskaran
et al. 2015, Silva, Gobbo et al. 2015). Porém, pouco se discute sobre as implicagées
da obesidade materna / excesso de lipidios da dieta sobre a morfologia da prostata,

dos testiculos e a funcéo espermatica dos filhos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Programagcéo fetal

Da concepcao até a amamentacado, o feto e posteriormente o recém-nascido
sdo totalmente dependentes da mae para a sua nutricdo, crescimento e
desenvolvimento. Inicialmente, o feto € nutrido por meio da placenta e
posteriormente a nutricdo do bebé é realizada através do leite materno. Portanto,
todo o consumo materno (alimentos, aditivos quimicos, alcool, cigarro, drogas,
medicamentos e suplementos) afeta diretamente a satde dos filhos (Dupont, Cordier
et al. 2012, Grant, Petroff et al. 2017, King, Campbell et al. 2017, Mannucci, Dante et
al. 2017). Ao longo das ultimas décadas, evidéncias epidemiolégicas mostraram que
as condi¢cdes de vida intra-uterina e durante o inicio da vida pos-natal influenciaram
0s padrdes de crescimento, a composi¢cdo corporal e o risco do aparecimento de
doencgas crbnicas ndo transmissiveis nos descendentes (Uauy, Kain et al. 2011).

A programacéao fetal € um conceito proveniente de um estudo epidemiologico
desenvolvido por David Barker. Barker foi um dos epidemiologistas clinicos mais
influentes do nosso tempo (1938 - 2013) e pioneiro da area, com a concepcao da
hip6tese de Barker. Ele observou forte correlacdo positiva entre o baixo peso ao
nascer de bebés nascidos na época da 22 guerra mundial e o surgimento de eventos
cardiovasculares nesses individuos na vida adulta, na década de 70. Nesse sentido,
a ma alimentacdo materna, decorrente da escassez alimentar na guerra, foi o
principal fator relacionado a alta mortalidade por doenca arterial coronariana (Barker
and Osmond 1986). A programacéo fetal ocorre em decorréncia da exposicao a
estimulos ambientais durante uma janela critica do desenvolvimento (gestacéo e/ou
lactacdo), que promove um efeito permanente na estrutura, na fisiologia e no
metabolismo da prole na vida adulta (Lucas 1991).

A alimentacdo fetal e o aleitamento podem ocorrer sob condi¢cdes de
desequilibrio nutricional materno como: restricdo protéica, ingestdo de alimentos
hiperenergéticos, disturbios alimentares e hiperémese gravidica (Barrand, Crowley
et al. 2017, Dean, Bannigan et al. 2017, Larsen, Sando-Pedersen et al. 2017,
Watson, Zerwas et al. 2017). Por questdes éticas e razdes Obvias, os estudos em
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seres humanos s&o observacionais e fornecem sugestdes aparentemente
vinculadas a um estimulo prévio. Com base nisso, a fim de testar uma determinada
hipotese, modelos animais de programacao nutricional sdo bastante estudados nos
dias atuais (Bezpalko, Gavrilyuk et al. 2015, Maruyama, Kagota et al. 2015, Tain,
Hsu et al. 2015).

O rato é um animal amplamente utilizado para o estudo da programacao fetal,
pois € um mamifero prolifero (8 - 12 animais por ninhada) e os periodos de gestacao
e lactacao sao curtos (aproximadamente 21 dias de gestagéo e 21 dias de lactacéo)
(Perraud 1976, Yu, Zheng et al. 2016). Estas caracteristicas sdo de suma
importancia, visto que num curto periodo de tempo facilmente é obtida uma
guantidade consideravel de animais, para a formacdo dos grupos experimentais.
Outra caracteristica relevante € o pequeno porte do rato, o que facilita a sua
acomodacdo, manutencdo e manipulacdo, uma vez que diversos parametros
biométricos como a massa corporal, o0 comprimento nasoanal e o teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG) sédo avaliados em estudos nutricionais (Hallam and
Reimer 2016).

Os efeitos da programacao fetal por dieta hiperlipidica no metabolismo dos
descendentes ja estdo bem caracterizados, de maneira que a ingestdo materna de
dieta rica em gordura esta vinculada a dislipidemia, hipertensao arterial sistémica,
hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina nos filhotes (Desai, Jellyman
et al. 2014, Umekawa, Sugiyama et al. 2015). No entanto, estudos que vinculam
esta programacao nutricional e possiveis alteragdes na prostata, nos testiculos e na
funcdo espermatica da prole adulta sdo escassos.

Christante e colaboradores, em 2013, observaram que a obesidade materna,
induzida pelo consumo de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacéo,
alterou o desenvolvimento dos gondcitos e a esteroidogénese em ratos, durante 0s
primeiros dias de vida, de 0,5 a 14,5 dias pos-parto (Christante, Taboga et al. 2013).
Além disso, a exposicdo ao ambiente obesogénico, induzido pelo consumo de dieta
hiperlipidica no periodo pré-natal, diminuiu a producdo diaria de espermatozoides
(Reame, Pytlowanciv et al. 2014) e promoveu a hipertrofia da prostata de ratos
adultos (Pytlowanciv, Pinto-Fochi et al. 2016). Sendo assim, foi observado que
alguns parametros do sistema urogenital foram modificados por influencia da dieta

materna rica em acidos graxos saturados (AGSSs).
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1.2 Acidos graxos saturados

Os AGSs sao componentes substanciais dos lipidios, que assim como 0s
carboidratos e as proteinas sdo macronutrientes (Carreiro, Dhillon et al. 2016). Os
macronutrientes sdo 0s nutrientes que constituem a maior parte da nossa
alimentacédo, sendo que o lipidio contém a maior quantidade de energia por grama
(Ruiz-Nunez, Dijck-Brouwer et al. 2016). Os lipidios sdo necessérios para diversas
funcbes basicas dos animais, como: fonte energética para a manutencao celular
(Chiu, Karmon et al. 2018); isolante térmico, sendo o principal combustivel
responsavel pela producdo de calor (50%) (lwen, Backhaus et al. 2017) e
componente estrutural, sendo parte dos fosfolipidios presentes nas membranas
celulares (Perona 2017). A qualidade da gordura dietética afeta as funcdes vitais da
célula e a sua capacidade de resistir a uma determinada disfuncdo (Ruiz-Nunez,
Dijck-Brouwer et al. 2016). A mudanca no tipo de gordura consumida, com o
aumento no consumo de gordura saturada em detrimento da gordura poliinsaturada,
tem sido observada nos padrdes dietéticos (Sheehy and Sharma 2010, Austin,
Ogden et al., 2011).

Os acidos graxos séo acidos carboxilicos com uma tipica estrutura RCOOH,
gue contém uma extremidade metil, uma cadeia de hidrocarboneto (R) e um
grupamento terminal carboxilico (Tvrzicka, Kremmyda et al. 2011). De acordo com a
presenca de insaturacfes, os acidos graxos sdo classificados, mediante a sua
estrutura, em acidos graxos saturados (sem dupla ligagdo na molécula),
monoinsaturados (uma dupla ligagcdo na molécula) ou poliinsaturados (duas ou mais
duplas ligacées na molécula). Além disso, os acidos graxos diferem no tamanho da
cadeia carbdnica e podem ser classificados em acidos graxos de cadeia curta (de 2
a 4 atomos de carbono), cadeia média (de 6 a 10 atomos de carbono) e cadeia
longa (acima de 12 atomos de carbono) (Castro and Cardoso 2010).

Os AGSs sao caracterizados por apresentarem cadeia retilinea com um
namero variavel de atomos de carbono (cadeias de 8 a 18 atomos de carbono) e
maior ponto de fusdo quando comparados aos acidos graxos insaturados (Castro
and Cardodo, 2010). Os AGSs sdo metabolizados pelas células por meio da beta-
oxidacdo, um processo que permite a producdo mitocondrial de grandes

guantidades de acetil coenzima A (acetil-CoA), que entra no ciclo do acido citrico.
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No figado, a acetil-CoA citoplasmatica é a precursora para a sintese de novos AGSs
e colesterol, que em conjunto com os triacilgliceréis (TAG), sao utilizados para a
formacédo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Sendo assim, uma
dieta rica em AGSs contribui para aumentar a producdo hepatica dessas
lipoproteinas (Cascio, Schiera et al. 2012).

Os AGSs representam 30 - 40% do total de acidos graxos nos tecidos
humanos, distribuidos entre acido palmitico — 16:0 (15 - 25%), acido estearico — 18:0
(10 - 20%), acido miristico — 14:0 (0.5 - 1%) e acido laurico — 12:0 (menos de 0,5%)
(Legrand and Rioux 2010). O tecido adiposo e o figado sintetizam e armazenam o0s
AGSs, particularmente o acido palmitico (Hellerstein 1999, Carta, Murru et al. 2017).
A glandula mamaria produz o acido palmitico, o acido miristico e o acido laurico, que
atuam como fontes de energia facilmente disponiveis, com propriedades antivirais e
antimicrobianas, que viabilizam o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia
da prole de mamiferos (Ruiz-Nunez, Dijck-Brouwer et al. 2016).

O acido palmitico é o principal componente do 6leo de palma, sendo também
encontrado no leite, seus derivados e na carne bovina. O &cido esteéarico esta
presente em Oleos e gorduras animais e vegetais. O &cido laurico é encontrado de
forma abundante no 6leo de coco e no 6leo da semente de palma. As principais
fontes do acido miristico séo o leite, seus derivados, a noz-moscada, o0 6leo de coco
e 0 Oleo da semente de palma (Ruiz-Nunez, Dijck-Brouwer et al. 2016, Panchal,
Carnahan et al. 2017). Na maioria dos paises ocidentais a principal fonte dietética de
AGSs sédo os lacticinios ricos em gordura e a carne vermelha (Ruiz-Nunez, Dijck-
Brouwer et al. 2016).

O aumento da ingestdo de gordura saturada, e também colesterol, aumenta
0s niveis sanguineos de lipoproteinas de baixa densidade (LDL ou “mau” colesterol),
gue esta relacionado ao maior risco de doenca cardiaca coronariana, diabetes e
mortalidade (Li, Hruby et al. 2015, Chen, Du et al. 2017). Ademais, pode
potencializar a peroxidacao lipidica, danificar macromoléculas (enzimas, DNA) e
promover alteracdes testiculares e prostaticas (Rani, Deep et al. 2016). Por essas
razbes, as industrias agricolas e alimenticias sdo orientadas a diminuir a
disponibilidade de AGSs para "tdo baixo quanto possivel" (Ruiz-Nunez, Dijck-
Brouwer et al. 2016).

No estudo de Campos-Silva e colaboradores (2015) foi observado que em

ratos Wistar adultos, o consumo de dieta rica em AGSs alterou a morfologia
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testicular, promovendo a diminuicdo do didmetro do tubulo seminifero, da altura do
epitélio seminifero e da proliferacdo celular do tabulo seminifero, parametros que
podem estar relacionados a distarbios na espermatogénese (Campos-Silva, Furriel
et al. 2015). Yan e colaboradores (2015) observaram que o consumo de dieta
hiperlipidica & base de banha de porco promoveu a diminuicdo no niumero de células
de Leydig, o que pode comprometer o0s niveis de testosterona (Yan, Mu et al. 2015).
A reducdo nos niveis de testosterona afeta 0 comportamento sexual e, portanto, a
reproducdo (Pintana, Chattipakorn et al. 2015). Na prostata de ratos Wistar, Furriel e
colaboradores (2014) observaram que os AGSs promoveram 0 aumento da
proliferacdo celular estromal, que pode ser considerado um fator de risco para o
remodelamento adverso da préstata ventral (Furriel, Campos-Silva et al. 2014).
Portanto estes estudos mostram que os AGSs atuam na estrutura dos testiculos e
da prostata.

1.3 Estrutura da prostata

A préstata € uma glandula exdcrina, encontrada exclusivamente nos
mamiferos. No homem, este 0rgao esta localizado abaixo da bexiga, anteriormente
ao reto, circundando a porgéao inicial da uretra e pesa aproximadamente 20g (Price
1963). A principal fungcéo da prostata é secretar o fluido prostético, um fluido incolor
e ligeiramente alcalino (pH = 7,29), que constitui 1/5 — 1/3 do volume do fluido
seminal (Verze, Cai et al. 2016). O fluido seminal fornece energia, atua na defesa
dos espermatozoides e contribui para a sua motilidade e capacitacdo. Essas
caracteristicas oferecem condigbes ideais de sobrevivéncia e viabilidade aos
espermatozoides, durante e apds a ejaculacdo (Price 1963, Hopkins, Sepil et al.
2017). Compondo o fluido prostatico encontra-se o antigeno prostatico especifico
(PSA). O PSA é um marcador funcional da préstata, niveis sanguineos elevados
deste antigeno podem ser um dos indicativos do cancer de prostata (Stamey and
Kabalin 1989, Pepe and Aragona 2014).

A prostata € constituida por acinos e ductos excretores, contendo um
componente epitelial e um componente estromal (McNeal, Redwine et al. 1988). No

epitélio secretor ha seis tipos de células, que apresentam fendtipos distintos e
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funcbes especificas: células-tronco, células basais, células transit-amplify (TACSs),
células intermediarias, células luminais secretoras e células neuroendodcrinas
(Schalken and van Leenders 2003, Singh, Uzgare et al. 2006). As células-tronco e
as células basais atuam como o pool de renovacao celular do epitélio e acredita-se
gue sejam precursoras das células secretoras (Lang, Frame et al. 2009). As células
intermediarias e as TACs exibem uma intensa capacidade de proliferacdo. As
células luminais secretoras, as principais do epitélio prostatico, sdo responsaveis
pela producdo da enzima fosfatase acida e do PSA (Miki 2010). As células
neuroenddcrinas estdo presentes em menor nimero e secretam peptideos e
horménios, cuja funcédo é controlar a proliferacédo, a diferenciacdo e a secrecéo das
células epiteliais (Srougi, Antunes et al. 2010).

O estroma contribui com 45 - 54% do peso da préstata. O componente
estromal é formado por uma regido subepitelial contendo fibroblastos e fibras
colagenas, seguida de uma regido rica em células musculares lisas que rodeiam 0s
acinos secretores (Lin and Bissell 1993). Os fibroblastos sintetizam os componentes
da matriz extracelular e as células musculares lisas sao responsaveis pela contracao
da glandula e pela interacdo epitélio-estroma (Thomson, Cunha et al. 2008, Kruslin,
Ulamec et al. 2015, Levesque and Nelson 2017). A matriz extracelular € constituida
por um complexo arranjo de proteinas fibrilares, proteoglicanos e glicoproteinas
adesivas, como a laminina e a fibronectina. Associados a esses elementos da matriz
encontram-se também fatores de crescimento e outras moléculas regulatérias das
atividades celulares (Harmelin, Danon et al. 2005, Kruslin Ulamec et al., 2015).

A prostata humana é subdividida em trés zonas, segundo denominacao
proposta por McNeal (1988): zona periférica, zona central e zona de transicéo
(McNeal, Redwine et al. 1988). Além destas regides, existe uma area ndo glandular
denominada estroma fibromuscular anterior (McNeal, Redwine et al. 1988, Srougi,
Antunes et al. 2010) (Figura 1). A zona periférica esta localizada na face lateral e
posterior da prostata, ao redor das zonas central e de transicdo. Esta zona
representa a maior porcdo da prostata normal, abrange aproximadamente 75% de
todo o tecido glandular, e nessa regido ocorrem a maior parte dos adenocarcinomas
prostaticos. A zona central circunda o ducto ejaculatorio, compreendendo o espaco
onde o ducto se conecta a uretra. Esta regido constitui 20% do tecido prostatico,
sendo a zona onde se originam 5% dos carcinomas prostaticos. Os outros 5% do

tecido prostatico remanescentes formam a zona de transi¢cao, localizada ao redor da
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porcdo proximal da uretra, sendo contornada totalmente pelas zonas central e
periférica. Apesar do seu pequeno volume, é nessa regido que se origina a HPB e
alguns casos de cancer de prostata (20%). O estroma fibromuscular se estende
anterior e lateralmente formando uma capsula, que separa a prostata da gordura
periprostatica (McNeal, Redwine et al. 1988, Srougi, Antunes et al. 2010).

Figura 1 — Anatomia funcional da prostata humana

Legenda: Regibes da préstata humana descritas por McNeal (1988): zona de transi¢do, zona central,
zona periférica e estroma fibromuscular anterior.
Fonte: McDougal 2011.

A préstata de rato ndo tem uma estrutura anatdmica compacta como a
préstata humana. No rato, esta glandula é formada por quatro pares de lobos
bilateralmente simétricos, situados ao redor da uretra e distalmente a bexiga
urinaria, denominados: préstata anterior ou glandula de coagulacéo, prostata dorsal,
prostata lateral e prostata ventral (Figura 2). Os lobos dorsais e os lobos laterais
compartilham um sistema de ductos, por isso alguns estudos consideram estes
lobos como um dnico bloco, denominado de préstata dorsolateral (Marker,
Donjacour et al. 2003, Roy-Burman, Wu et al. 2004, Timms 2008).



25

Figura 2 — Anatomia da préstata de rato

Legenda: Orgéos sexuais acessorios masculinos de um rato adulto. A: vista anterior, B: vista lateral,
C: vista anterior com a bexiga defletida caudalmente. Glandula ampular do ducto deferente
(GA); bexiga (B); glandula de coagulacdo (GC); prostata dorsal (PD), prostata lateral (PL);
vesicula seminal (VS); prostata ventral (PV); ducto deferente (DD); veia deferente (VD);
uretra (U).

Fonte: Timms 2008.

A préstata anterior esta situada lateralmente as vesiculas seminais e
cranialmente aos outros lobos prostaticos. O produto de secrecdo deste lobo é
abundante e homogéneo (Roy-Burman, Wu et al. 2004). A prostata dorsolateral tem
origem na base das vesiculas seminais e envolve ventralmente a uretra. A prostata
ventral constitui cerca da metade da massa de todo o complexo prostéatico (Hayashi,
Sugimura et al. 1991). Cada lobo ventral é constituido por 2-3 ductos delgados
principais que penetram a uretra, ventralmente, logo abaixo da bexiga. Cada ducto
principal estende-se por uma curta distdncia da uretra e origina 8-12 ductos
secundarios gque se encontram intimamente associados. Dos ductos secundarios,
originam-se 0s ductos terminais, que sdo numerosos na prostata ventral (Roy-
Burman, Wu et al. 2004).

Os diferentes lobos da prostata de rato apresentam uma heterogeneidade
guanto a histologia e a sensibilidade androgénica. O lobo ventral € o mais utilizado
em estudos translacionais, por ser a regido mais responsiva a acdo dos
androgénios. Esta € a regido que mais sofre influéncias fisiolégicas e morfolégicas
desses hormdnios, portanto é a mais semelhante a prostata humana (Bruchovsky,
Lesser et al. 1975, Prins 1992). A préstata de homem e de rato tem tipos de células

epiteliais semelhantes, que parecem efetuar as mesmas acoes fisiologicas, apesar
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da proporgéo destas células variarem entre as espécies. A préstata humana tem um
estroma fibromuscular abundante, enquanto a prostata de rato apresenta um
estroma escasso (Roy-Burman, Wu et al., 2004).

A prostata € um 6rgdo androgeno — dependente, altamente sensivel aos
distirbios hormonais e que apresenta alta capacidade responsiva a hormdnios,
principalmente aos andrégenos (Marker, Donjacour et al. 2003, Antoniassi et al.,
2017). O principal andrégeno circulante no homem € a testosterona (Kim, Yun et al.
2011), sendo a maior parte produzida nos testiculos e apenas 5% produzida pelo
precursor de andrégenos, a dehidroepiandrostenediona (DHEA) nas glandulas
adrenais (Labrie, Luu-The et al. 2001). Na prostata, o androgeno biologicamente
ativo € a dihidrotestosterona (DHT), produzido pela conversao local da testosterona
pela enzima 5-alfa-redutase (Hayward and Cunha 2000, McNamara, Nakamura et al.
2013). A privacdo de andrégenos resulta numa acentuada regressdo e altera a
fisiologia normal do 6rgdo. Alteracdes nas secrecdes prostaticas podem ser

refletidas em disturbios reprodutivos.

1.4 Estrutura dos testiculos

Os testiculos sdo 6rgaos pares localizados no escroto, fora da cavidade
abdominal, e apresentam fun¢gdes exodcrina e endocrina (Goossens and Tournaye
2013). Estes 6rgédos sao formados durante o periodo gestacional e estéo localizados
inicialmente no interior da cavidade abdominal. Durante o desenvolvimento
embrionério, o testiculo migra por meio da parede abdominal, passando pelo canal
inguinal e chega até o escroto. No escroto, a manutencdo dos testiculos a uma
temperatura de 2 a 3°C abaixo da temperatura corporal torna-se ideal para a eficacia
da espermatogénese (Kierszenbaum 2008). O testiculo apresenta duas
extremidades, uma superior e uma inferior, duas margens laterais e duas
superficies, uma anterior e uma posterior, coberta pelo epididimo (Favorito and
Sampaio 2014).

Histologicamente, este 6rgdo € envolto por uma capsula de tecido conjuntivo
denso, a tunica albuginea, que emite septos para o interior do 6rgao até a regiao do

mediastino testicular, que o divide em 250 - 300 compartimentos piramidais,
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intercomunicantes, que constituem os l6bulos do testiculo humano (Kierszenbaum
2008). Cada lobulo é ocupado por um a quatro tubulos seminiferos contorcidos. Os
tubulos seminiferos se comunicam com a rede testicular através de ductos curtos,
denominados tdbulos retos. Da rede testicular partem os ductos eferentes, que se
fundem com a cabeca do epididimo (Figura 3) (Gardner, Gray et al. 1972).

Figura 3 - Corte esquemético mostrando os I6bulos testiculares contendo os tubulos

seminiferos

Tubulo reto

Tubulos seminiferos

Rede testicular

Corpo do epididimo

Cauda do epididimo

Fonte: Junqueira & Carneiro 2013.

Os tubulos seminiferos sdo ocos, altamente contorcidos, com 30-70 cm de
comprimento e 150-200 um de diametro, em humanos (Russell, Ettlin et al. 1990).
Estes se alojam dentro de um tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineos,
canais linfaticos, nervos, células intersticiais (células de Leydig) e uma populagéo
celular variavel, constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastocitos
(Russell, Ettlin et al. 1990, Setchell 1991). O tubulo seminifero consiste em um
limen central revestido por um epitélio especializado contendo duas populacdes
distintas de células: as células de Sertoli e as células da linhagem espermatogénica

(espermatogodnias, espermatécitos e espermatides) (Figura 4) (Griswold 2016).
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Figura 4 — Corte esquematico contendo o tubulo seminifero e o tecido conjuntivo
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Fonte: Junqueira & Carneiro 2013.

As células de Leydig, sob estimulo do hormdnio luteinizante (LH) secretado
pela hipdfise, sdo responséveis pela producdo de testosterona e estradiol nos
testiculos. Estas células ocupam a maior parte do espago entre os tubulos
seminiferos (Davidson, Millar et al. 2015). Com o inicio da puberdade, o aumento da
secrecdo de gonadotrofinas induz a producdo de testosterona, que resulta na
maturacdo das células dos tubulos seminiferos e na producédo de espermatozoides
(Grinspon, Habib et al. 2016).

O epitélio seminifero é circundado por uma lamina basal e por uma bainha de
tecido conjuntivo, constituida principalmente por delicados feixes entrelacados de
fibras de colageno tipo |, varias camadas de fibroblastos e células midides contréateis
(Holstein, Maekawa et al. 1996). As células midides contrateis sdo responsaveis pela
contracdo do tubulo, propulsdo do fluido testicular contendo espermatozoides e
liberacéo destes durante a espermiacéo (Losinno, Sorrivas et al. 2016). A contracao
das células mioides peritubulares é regulada pela acdo direta da angiotensina II,
através de receptores especificos encontrados nestas células (Rossi, Ferraresi et al.
2002).
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As células de Sertoli sdo fundamentais para a eficiéncia do desenvolvimento e
da manutencdo da espermatogénese. A estrutura destas células, as juncdes
especializadas entre elas e as células germinativas vizinhas criam um
microambiente sofisticado que proporciona a captura dos nutrientes necessarios
para o desenvolvimento completo das células germinativas e o suprimento dos
espermatozoides em desenvolvimento (Maekawa, Kamimura et al. 1996). As células
de Sertoli secretam o fluido testicular, através do transporte de agua do espaco
intersticial para o lamen, sendo este fluido utlizado no transporte dos
espermatozoides, do testiculo para o epididimo (Setchell, Scott et al. 1969). Além
disso, oferecem suporte fisico para as células da linhagem espermatogénica e
protecdo contra agentes externos (Mital, Hinton et al. 2011, Rato, Alves et al. 2012).

As células da linhagem espermatogénica sao responsaveis pela producéo das
células reprodutoras masculinas, os espermatozoides. Este processo fisiologico é
denominado espermatogénese (Russell, Saxena et al. 1989). O volume dos
testiculos, palpados clinicamente, esta relacionado a atividade funcional da
espermatogénese, de modo que durante a puberdade esse volume alcanca maior
proporcionalidade (Bronson 2011). O testiculo ainda pode ser dividido
funcionalmente em dois compartimentos: o compartimento intertubular ou intersticial
e 0 compartimento tubular, constituido pelos tubulos seminiferos (Russell, Ettlin et al.
1990). Sabe-se que a maior parte do parénquima testicular (95%), na maioria dos
mamiferos, é preenchido pelo compartimento tubular (Morais, Balarini et al. 2014).

1.5 Espermatogénese

Todo o processo espermatogénico ocorre ao longo de aproximadamente 10
semanas em humanos (Russell, Saxena et al., 1989). Este processo pode ser
dividido didaticamente em trés fases, de acordo com as diferentes caracteristicas
morfolégicas e funcionais (Russell, Ettlin et al. 1990) (Figura 5):

(a) Fase proliferativa

A espermatogénese inicia-se com as espermatogoénias, células germinativas

primitivas, situadas proximas a lamina basal do epitélio e que apresentam 46

cromossomos e 4N de DNA (tetraploide). Durante a puberdade, as espermatogbnias
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comecgam a se dividir por mitose e a produzir sucessivas geracdes de células. Essas
células-filhas podem continuar se dividindo, mantendo-se como células-tronco de
outras espermatogonias, sendo estas denominadas espermatogonias do tipo A; ou
podem se diferenciar durante sucessivos ciclos de divisdo e se tornarem
espermatogobnias do tipo B. As espermatog6bnias do tipo B séo células progenitoras
gue se diferenciam em espermatocitos primarios, sendo estes as maiores células da
linhagem espermatogénica e que apresentam 46 cromossomos e 4N de DNA.

(b) Fase meidtica

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

(c) Fase de diferenciacdo ou espermiogénica

As espermatides arredondadas passam por drasticas alteraces morfologicas
e funcionais, como a formacao do acrossoma e do flagelo, e a condensacgéao nuclear,
resultando em células altamente especializadas, os espermatozoides maduros.

No interior dos tubulos seminiferos, as células germinativas estéo
organizadas em condi¢cdes celulares distintas, denominadas estadios (Berndtson
1977). A medida que as células da linhagem espermatogénica s&o diferenciadas,
suas sucessoras deslocam-se em direcdo ao limen do tdbulo seminifero. Desta
maneira, 0s espermatozoides ao serem formados sao projetados para o lumen,
seguindo em direcdo aos tubulos retos (Amann and Schanbacher 1983). A
integridade funcional da membrana basal e a interacdo das células germinativas
com 0s componentes somaticos do testiculo, principalmente as células de Sertoli e
as células de Leydig, sdo fatores fundamentais para que a espermatogénese ocorra

de maneira adequada (lliadou, Tsametis et al. 2015, Potter and DeFalco 2017).
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Figura 5 - Espermatogénese (fase proliferativa, fase meiética e fase espermiogénica)
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Fonte: Junqueira & Carneiro 2013.

1.6 Ontogénese dos testiculos e da préstata

O desenvolvimento do sistema reprodutor masculino inicia-se com a
determinacdo do sexo e a formagdo dos testiculos. Esta gdbnada programa o
desenvolvimento dos 0Orgdos genitais internos e externos, durante a janela de
programacado da masculinizacdo na vida pré-natal, e posteriormente masculiniza o
cérebro. O eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal amadurece antes do inicio da
puberdade e passa a controlar a espermatogénese até a idade adulta (Picut,
Ziejewski et al. 2018).

A sequéncia de eventos que ocorre durante o desenvolvimento testicular é
morfologicamente igual em todos os mamiferos, porém com diferencas temporais

significativas, eventos que ocorrem em dias nos ratos, nos humanos ocorrem em
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anos. Sendo assim, a maturacao dos testiculos, tanto em ratos quanto em humanos,
ocorre na seguinte ordem cronologica: (i) formacao pré-natal do corddo espermatico
contendo gondcitos (precursores das células germinativas masculinas); (ii)
transformacdo dos gondcitos em espermatogonias; (iii) proliferacdo das células de
Sertoli e espermatogodnias; (iv) maturacdo das células de Sertoli e formacdo da
barreira hemato-testicular; (v) desenvolvimento dos espermatdcitos (meiose); e (i)
espermiogénese (formacdo das espermatides redondas e alongadas) (Picut,
Ziejewski et al. 2018).

No homem, a janela de programag¢do da masculinizagcdo ocorre com 8
semanas de gestacdo (SG) e no rato de 14.5 - 15.5 dias de gestacado (DG) (Scott,
Mason et al. 2009, Picut, Ziejewski et al. 2018). Os componentes do eixo
hipotalamico-hipofisério-gonadal, tanto no homem quanto no rato, estdo presentes
na vida pré-natal. Porém ao contrério do rato, o desenvolvimento inicial das gbnadas
pré-natal em humanos é dependente de gonadotrofinas placentarias e hipofisarias
(Picut, Ziejewski et al. 2018). O homem apresenta um periodo quiescente, antes do
periodo pré-pubere, no qual ocorre uma interrupcéao da secrecdo de gonadotrofinas,
caracterizado pela escassez de células de Sertoli e diminuicdo da proliferacdo de
espermatogobnias. Além disso, no homem, a maturagdo dos testiculos ocorre num
padrdo lobular, ndo uniforme, enquanto que no rato a maturacdo testicular é
uniforme e ndo ha quiescéncia. O desenvolvimento completo da prostata e das
vesiculas seminais, a deiscéncia inguino-escrotal do testiculo e o surgimento das
espermatogbnias ocorrem durante a vida pré-natal no homem, porém séo eventos
pbs-natais no rato (Picut, Ziejewski et al. 2018).

Devido as diferencas temporais no desenvolvimento, as janelas de
oportunidades, periodos em que o sistema reprodutor masculino é mais vulneravel a
um determinado insulto, variam entre as espécies. Estas janelas sao: (i) o periodo
de proliferagdo dos gondcitos (14,5 - 18 DG em ratos, 7 SG - nascimento em
humanos); (ii) o periodo de transformacdo dos gondcitos (0 - 9 dias pds-natal - DPN
em ratos, 22 SG - 9 meses de idade em humanos); (iii) janela de programacao da
masculinizacdo (15,5 - 17,5 DG em ratos, 9 — 14 SG em humanos); (iv)
masculinizacao cerebral (18 DG - 10 DPN em ratos, perinatal em humanos); (v) mini-
puberdade (0 - 6 h em ratos, 3 - 6 meses em humanos) e; (vi) periodo de
proliferacdo das células de Sertoli e das espermatogobnias (5 - 15 DPN em ratos, 9 -

11 anos em humanos) (Picut, Ziejewski et al. 2018).
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Diante das diferencas temporais na sequéncia de eventos (no homem e no
rato), as principais alteracdes histolégicas e hormonais nos testiculos e na prostata

durante os estadios de desenvolvimento pré e pos-natais serdo abordadas a seguir.

1.6.1 Testiculo

1.6.1.1 Humano

No homem, o testiculo torna-se um 6érgdo endocrinologicamente ativo no
primeiro trimestre de gestacdo e as células de Leydig ja sdo observadas na 62 SG.
De 7 a 8 SG, 0 gene sex-determining region Y (SRY) inicia o desenvolvimento das
células de Sertoli, ocorre a diferenciacdo sexual, o surgimento do cordao
espermatico contendo os gonécitos e inicia-se a producédo de testosterona (Picut,
Ziejewski et al. 2018). O pico de testosterona fetal ocorre em torno de 11 a 14 SG e
diminui em torno de 17 semanas (Scott, Mason et al. 2009).

A proliferagdo das espermatogbnias e das ceélulas de Sertoli ocorre
aproximadamente dos 9 aos 11 anos de idade, seguida da maturacdo das células de
Sertoli e da formacéo da barreira hemato-testicular, que ocorre dos 12 aos 14 anos.
O numero maximo de células de Sertoli é observado dos 12 aos 13 anos, com
aproximadamente 1800 x 10° / testiculos (Cortes, Muller et al. 1987). O aumento da
producdo de testosterona ocorre durante a puberdade, dos 12 aos 14 anos,
semelhante ao que ocorre em ratos durante o seu periodo pré-pubere. O aumento
deste horménio ocorre em decorréncia do aumento da populacdo de células de
Leydig maduras. Os niveis de testosterona de um adulto s&o alcancados
aproximadamente 2 anos ap6és o inicio da puberdade, e dentro de 3 anos, o volume

testicular de um adulto é observado (Picut, Ziejewski et al. 2018).

1.6.1.2 Rato

O desenvolvimento pré-natal inicia-se quando o gene SRY determina o sexo,
por volta dos 12 DG. Aos 13,5 DG j& se observam os testiculos contendo tubulos

seminiferos rudimentares (Picut, Ziejewski et al. 2018). Durante a gestagéo, dentro
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dos tdbulos seminiferos, os gondcitos e as células de Sertoli se proliferam
ativamente, com excecdo de um periodo de suspensdo da atividade mitética nos
gonacitos, dos 18 DG até o nascimento ou poucos dias depois (Picut, Remick et al.
2015). Este periodo ndo € observado nos gondcitos humanos. As células de Leydig
comecam a produzir testosterona por volta de 14,5 a 15,5 DG (Scott, Mason et al.
2009). O pico de producédo deste horménio ocorre de 18 a 19 DG e declina antes do
nascimento (Scott, Mason et al. 2009, Picut, Ziejewski et al. 2018).

O periodo entre 5 - 36 DPN corresponde ao periodo critico de proliferacéo e
maturacdo das células de Sertoli e das células germinativas (Rodriguez-Gonzalez,
Vigueras-Villasenor et al. 2012). Durante a puberdade (33 - 50 DPN), as células
intersticiais sdo as Ultimas a completarem a diferenciacdo celular, originando as
células de Leydig maduras. Estas células sdo maiores, apresentam mais organelas
para secrecdo de testosterona e mais receptores de LH (Mendis-Handagama and
Ariyaratne 2001, Teerds and Huhtaniemi 2015).

1.6.2 Préstata

1.6.2.1 Humano

A prostata humana surge como um 6rgao de I6bulo Unico, dividido em zonas
histologicamente distintas. No homem, a prostata se desenvolve mais rapido que no
rato e durante a vida pré-natal ja produz secrecdo. O desenvolvimento inicial da
prostata ocorre de 10 a 12 SG, os granulos secretores das células epiteliais surgem
de 14 a 18 SG, sendo a secre¢do mediada por andrégenos (Scott, Mason et al.
2009, Prins and Lindgren 2015). Antes de 20 SG, a prostata do feto apresenta cinco
"I6bulos” anatdmicos. Posteriormente dois desses "lobulos” regridem e passam a
existir trés "l6bulos”, conhecidos como zonas: zona periférica, zona central e zona de
transicdo (Prins and Lindgren 2015, Picut, Ziejewski et al. 2018).

Ao nascimento, a préstata ja esta bem desenvolvida e a glandula permanece
adormecida até a puberdade, quando ocorre um rapido crescimento devido a

elevada producao de testosterona. A secrecdo da prostata aumenta no periodo pos-
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natal. A diferenciacdo do epitélio das zonas prostéticas também ocorre durante a
puberdade, de maneira que a zona central e a zona periférica tornam-se

histologicamente distintas e heterogéneas (Prins and Lindgren 2015).

1.6.2.2 Rato

A formacgdo da prostata no rato comeca aos 18,5 DG, quando as células
prostaticas comecam a se desenvolver a partir do seio urogenital (Picut, Ziejewski et
al. 2018). A prostata passa por trés grandes modificagcbes durante o seu
desenvolvimento: o estagio broto, o estagio broto-tubular e o estagio acino-tubular.
As duas primeiras etapas ocorrem inteiramente durante o periodo pré-natal,
enguanto que o estagio final acino-tubular comeca no periodo pré-natal e termina no
periodo poés-natal, quando ocorre a maturacao histolégica aos 28 DPN (Picut and
Remick 2016).

Ao nascimento, a prostata esta no estagio acino-tubular de desenvolvimento.
A atividade secretora e o aumento de tamanho continuam a progredir até atingir 0s
niveis de adulto, por volta de 43 - 46 DPN (Marty, Chapin et al. 2003). O
desenvolvimento prostatico progride em paralelo ao aumento de testosterona
durante o periodo pdés-natal. Em roedores assim como em humanos, importantes
eventos poés-natais tém impacto no desenvolvimento final da prostata. Este
desenvolvimento inclui crescimento epitelial, ramificacdo e canalizagdo. A
canalizacdo ocorre simultaneamente com a diferenciacdo do epitélio (Picut,
Ziejewski et al. 2018).
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da administracdo de dieta hiperlipidica durante a
gestacdo/lactacdo e ao longo do periodo pés-natal no perfil lipidico, no perfil
glicémico, na morfologia da prostata ventral, na morfologia e na funcao testicular de

ratos Wistar aos 4 meses de idade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram as normas
estabelecidas no guia convencional para a experimentagdo com animais (Publicacéo
NIH N°. 85-23, revisado em 1996). O protocolo experimental foi aprovado pela
Comisséo de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(Protocolo N° 0072014), e seguiu as orientacdes propostas pelo Colégio Brasileiro
de Experimentac&do Animal (COBEA).

Foram utilizados ratos Wistar provenientes da colénia mantida no biotério da
Unidade de Pesquisa Urogenital, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os
animais foram alocados em caixas de polipropileno, em ambiente com temperatura
(21 + 2°C) e umidade (60 + 10%), com ciclo de luz controlado (12-12h claro/escuro)
e ciclo de exaustdo de ar (15 min./hora). Todos os animais do estudo receberam
agua e ragao ad libitum.

Fémeas nuliparas com 3 meses de idade foram colocadas para acasalar.
Durante o periodo de acasalamento, as fémeas foram mantidas com os machos
durante 7 dias, e diariamente foi realizado o esfregaco vaginal para verificar a
presenca do plug vaginal. Apés a confirmacao da gestacéao (plug vaginal), as fémeas
foram acondicionadas em gaiolas individuais e divididas em 2 grupos nutricionais:
grupo controle (C, n=10) e grupo high-fat (HF, n=10). Os animais do grupo C
receberam dieta normolipidica (17% lipidios/Kg dieta) e o grupo HF recebeu dieta
hiperlipidica (49% lipidios/Kg dieta), durante a gestagéo e a lactacéo.

Ao nascimento, o sexo dos filhotes foi identificado através da distancia
anogenital e os mesmos foram pesados separadamente (Figura 6). O tamanho da
ninhada foi estipulado em 6 animais, sendo 3 fémeas e 3 machos, a fim de
padronizar o processo de lactacdo (Langley-Evans, Gardner et al. 1996). Apos o
desmame, as fémeas (progenitoras e prole) foram eutanasiadas e os filhotes
machos foram mantidos para formagcdo dos grupos experimentais, que foram

acompanhados até os 4 meses de idade.
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Figura 6 — Identificacdo dos géneros dos filhotes ao nascimento

Macho Fémea

Fonte: A autora, 2017.

Os grupos de estudo foram: C/C (filhotes oriundos de mées que receberam
dieta controle durante a gestacao e a lactacdo e permaneceram com a mesma dieta
apos o desmame, n=8); C/HF (filhotes oriundos de maes que receberam dieta
controle durante a gestacdo e a lactacdo e consumiram dieta high-fat apés o
desmame, n=8); HF/C (filhotes oriundos de maes que receberam dieta high-fat
durante a gestacdo e a lactacdo e consumiram a dieta controle apés o desmame,
n=9) e HF/HF (filhotes oriundos de méaes que receberam dieta high-fat durante a
gestacao e a lactacao e permaneceram com a mesma dieta apés o desmame, n=8),

configurando 4 grupos de estudo (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema representativo da formacdo dos diferentes grupos

experimentais

Controle | Controle W cice=9
Controle | High-fat B c/HF (n=8)
High-fat | Controle @ HFic=9)
High-fat | High-fat W HF/HF (n=8)

Gestacaoe Pos-desmame
lactacao

Acasalamento Desmame (21dias) Pds-natal (4 meses)

Legenda: Os grupos C/C,C/HF,HF/C e HF/HF foram eutanasiados aos 4 meses de idade.
Fonte: A autora, 2017.

O conteudo de vitaminas e minerais foi 0 mesmo em todas as dietas e seguiu
as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93G) (gestacao,
lactacdo e desmame - até 3 meses de idade) e AIN-93M (3 - 4 meses de idade)
(Reeves, Nielsen et al. 1993). As dietas foram confeccionadas pela empresa
Pragsolucdes e a composicdo encontra-se demonstrada na tabela 1. O 6leo de soja
foi utilizado nas dietas experimentais para evitar a deficiéncia de acidos graxos

essenciais, sendo as dietas hiperlipidicas acrescidas de banha de porco.
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Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais. Mix de minerais* e mix de

vitaminas** segundo a recomendacdo da AIN-93G e AIN-93M (Reeves,

Nielsen et al. 1993)

AIN-93G AIN-93M
Ingredientes (g/kg) C HF C HF
Amido de milho 539,49 299,49 465,70 192,60
Caseina 190,00 230,00 140,00 175,00
Sacarose 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja 70,00 70,00 40,00 40,00
Banha de porco 0,00 200,00 0,00 238,00
Fibra 50,00 50,00 50,00 50,00
L-cistina 3,00 3,00 1,80 1,80
Cloretocolina 2,50 2,50 2,50 2,50
BHT 0,014 0,014 0,008 0,060
Mix de minerais* 35,00 35,00 35,00 35,00
Mix de vitaminas** 10,00 10,00 10,00 10,00
TOTAL (9) 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
Energia (Kcal/Kg) 3960,0 4960,0 3190,0 4380,0
Hidrato de carbono (%) 64,00 32,00 76,00 36,00
Proteina (%) 19,00 19,00 14,00 14,00
Lipideo (%) 17,00 49,00 10,00 50,00

Legenda: C (controle) e HF (high-fat).
Fonte: A autora, 2017.

3.2 Biometria e ingestao alimentar dos animais

Ao longo do experimento, a massa corporal dos animais foi aferida

semanalmente, por meio de balanca digital de precisdo 0,1g (Urano). A ingestao

alimentar foi estimada diariamente, mediante a subtracdo entre a quantidade total de

racdo ofertada e a quantidade remanescente na caixa no dia seguinte, no mesmo

horario. Em caso de sobra, devido ao alto teor lipidico, a racdo hiperlipidica era

desprezada. Posteriormente, a ingestdo energética da prole foi calculada com base
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no valor energético das dietas. A eficiéncia alimentar da prole foi calculada como

ganho de massa corporal (g) / consumo alimentar (KJ) (x100).

3.3 Pressao arterial sistolica

A pressdao arterial sistdlica da prole foi aferida semanalmente, dos 3 meses
aos 4 meses de idade. Previamente, foi realizado um periodo de adaptacdo ao
procedimento, dos 2 aos 3 meses de idade. As afericbes foram realizadas utilizando
0 método ndo-invasivo de pletismografia da artéria caudal (Pletismografo, Insight,
Sé&o Paulo, Brasil) (Figura 8). Anteriormente a cada afericdo, os animais foram
aquecidos em caixa de acrilico por 10 minutos para dilatacdo da artéria caudal. O
procedimento foi realizado sempre no mesmo horario (entre 18 e 20 horas), sendo
feitas 3 afericdes para cada animal. O resultado utilizado foi a média das 3 afericdes,

registrada em mmHg.

Figura 8 - Afericdo da pressdao arterial sistélica

Legenda: Animal contido para afericdo da pressao arterial sistdlica, a partir do método de
pletismografia da artéria caudal.
Fonte: A autora, 2017.
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3.4 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

As progenitoras foram submetidas ao TOTG em 2 momentos: antes do
acasalamento e ap6s o desmame. Na prole, o teste foi realizado aos 4 meses de
idade, antes da eutanasia. Para a realizacdo do TOTG, os animais foram
submetidos a jejum de 12 horas e foi administrada uma quantidade conhecida
(2g/Kg de massa corporal) de soro glicosado hipertonico (glicose a 50%) por
gavagem, com canula apropriada para ratos. O sangue foi coletado da veia da
cauda, nos tempos 0 (antes da administracéo da glicose), 15, 30, 60 e 120 minutos
apos a administracdo da mesma. A determinacdo dos niveis de glicose no sangue
(em mg/dL) foi realizada com o auxilio de glicosimetro (Accu-Chek Performa, Roche,
Séo Paulo, SP, Brasil) (Figura 9). Para a avaliagdo do comportamento glicémico foi
considerada a area sob a curva, mensurada a partir da utilizagédo do software Prisma
(versdo 5.03 para Windows, software GraphPad, San Diego, CA, EUA) (Gallou-
Kabani, Vige et al. 2007a).

Figura 9 - Imagem mostrando o passo-a-passo do TOTG

Legenda: (a) — corte na porcéo distal da cauda do rato para coleta de sangue; (b) — afericdo da
glicemia no tempo 0; (c) — gavagem do animal com soro glicosado para a determinagéo dos
niveis glicémicos nos diferentes tempos.

Fonte: A autora, 2017.
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3.5 Eutanasia dos animais

Os animais dos grupos experimentais foram eutanasiados aos 4 meses de
idade. Apds 12 horas de jejum (8 p.m. — 8 a.m.) eles foram eutanasiados em camara
de dioxido de carbono (CO;). O torax foi aberto e amostras de sangue foram
coletadas por puncédo cardiaca (atrio direito) e a glicemia foi aferida imediatamente
utilizando o glicosimetro (Accu-Chek, Roche, SP, Brasil). Parte do sangue foi
centrifugado a 2260 for¢a centrifuga relativa (FCR x g) por 5 min e armazenado a -
80°C para avaliacdo dos perfis glicémico, lipidico e dos niveis hormonais.
Posteriormente, a prostata, os testiculos e os depodsitos de gordura epididimaria
foram dissecados (Figura 10 e 11), pesados e submetidos a diferentes métodos de
fixacdo. Os depositos de gordura epididimaria foram fixados em formaldeido a 4%
(2,27 mol/L formaldeido em 0,1M tampéao fosfato, pH 7,2). Parte dos testiculos foi
fixada em nitrogénio liquido para andlises moleculares e outra parte foi fixada em
solucdo de bouin e formalina tamponada, para microscopia Otica. A préstata foi
fixada em formalina tamponada para microscopia otica.

Figura 10 — Disseccéo da préstata aos 4 meses de idade

[~ Prostata

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 11 — Dissecc¢ao dos testiculos e dos depositos de gordura epididimaria aos 4

meses de idade

Gordura
—~ epididimaria

> Testiculo

”

Fonte: A autora, 2017.

3.6 Andlise bioquimica sérica

O soro foi separado por centrifugacdo a 2260 FCR x g por 5 min em
centrifuga Excelsa® Il modelo 206BL (Fanem, S&o Paulo, Brasil), & temperatura
ambiente e armazenado a -80°C até a realizacdo das andlises bioquimicas. As
dosagens séricas de insulina e testosterona foram analisadas pelo método ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) a partir dos kits comercialmente disponiveis:
insulina para ratos/camundongos (Millipore® - Cat. EZRMI-13 k — St Charles,
Missouri, EUA) e testosterona (Uscn® - Cat. E90458Ge — Wuhan, China). As
amostras foram analisadas em duplicata, com um coeficiente de variagdo de 1,4%.
Para avaliar a resisténcia a insulina o indice insulina/glicose (I/G) foi calculado
(Deisl, Anderegg et al. 2016).

O perfil lipidico (colesterol total - CT, lipoproteinas de alta densidade - HDL-c
e TAG) foi determinado por meio de espectrofotometria, ensaio colorimétrico, a partir
de kit disponivel comercialmente (BioSystems® - Cat. 11506 — Barcelona, Espanha).
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3.7 AvaliagOes dos espermatozoides

No momento da eutanasia, a cauda do epididimo foi seccionada (5 cortes),
para coleta dos espermatozoides. Esta foi submetida a 5mL de solugcdo tampéao
fosfato salino (PBS) com 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) (A9647, Sigma,
Frederick, EUA) a 37°C e posteriormente foi levemente agitada para difusdo dos
espermatozoides, do interior do tecido para o meio liquido (Motrich, Ponce et al.
2007) (Figura 12). Esta solugdo, denominada de solugdo espermética, foi utilizada
para todas as analises espermaticas e todo o material auxiliar utilizado nessas

analises foi mantido a 37°C.

Figura 12 — Seccao da cauda do epididimo para preparo da solucdo espermatica

Fonte: A autora, 2017.

3.7.1 Concentracdo dos espermatozoides

Para a realizagdo desta analise foram utilizados 60ul da solucdo espermatica,
diluidos em uma nova solucdo contendo PBS com 0,5% de BSA, de 1 a 3 vezes

conforme a sua turbidez, a fim de facilitar a contagem dos espermatozoides. Esta
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diluicdo foi anotada e utilizada no célculo final para determinacdo da concentracao
de espermatozoides (Motrich, Ponce et al. 2007).

Apoés a diluicdo, 10 pl foram transferidos para uma camara de Neubauer
espelhada e coberta com laminula. Esta amostra foi visualizada em contraste de
fase e gravada em video por uma camera Basler (Vision TecnologieTM, Ahrensburg,
Alemanha) acoplada a um microscépio de luz H550S (Nikon,Téquio, Japao) com
aumento de 100x. A contagem dos espermatozoides foi realizada posteriormente,
nos arquivos de video gerados, onde foi contabilizado o nimero de espermatozoides
em 5 quadrantes da camara de Neubauer (gravados separadamente), perfazendo
um volume total de 2 x 10> mL. Este valor encontrado foi corrigido para a diluicdo da
solucdo espermatica e convertido para espermatozoides / mL, unidade em que os

resultados foram expressos (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).

3.7.2 Motilidade dos espermatozoides

A motilidade dos espermatozoides foi determinada como porcentagem de
células com movimento, sendo ele progressivo ou ndo (Motrich, Ponce et al. 2007).
Esta andlise foi realizada com os mesmos arquivos de video utilizados para a
observacdo da concentracdo de espermatozoides. Nestas imagens foi contado o
namero de células imoéveis, e subtraido do nimero total de espermatozoides em
cada campo. O resultado dessa subtracdo foi dividido pelo numero total de
espermatozoides e multiplicado por 100 para determinacdo da porcentagem de

espermatozoides méveis (Ribeiro, Milhomem et al. 2014).

3.7.3 Viabilidade dos espermatozoides

A viabilidade dos espermatozoides foi determinada através do teste hipo-
osmoético, que avalia a integridade funcional da membrana plasmatica desta célula, e
foram analisados 200 espermatozoides / animal (Jeyendran, Van der Ven et al.

1984, Ribeiro, Milhomem et al. 2014). A solucdo espermatica foi diluida na
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propor¢do 1:3 em uma solucéo aquosa contendo citrato de sédio a 0,74% e frutose a
1,35%, de maneira que esta solucdo tenha uma osmolaridade de 100 mOsm/L
menor que a osmolaridade do meio intracelular e portanto considerada hipo-
osmatica. Os espermatozoides foram mantidos nestas condi¢cdes por 30 minutos a
temperatura de 37°C. Apos este periodo, 10 pl da solucdo foram utilizados para
confeccdo de lamina histolégica. Esta amostra foi observada em microscopio de luz
BH-2 (Olympus, Toquio, Japao), com aumento de 200x.

Os espermatozoides foram considerados vidveis quando apresentaram
dobramento de cauda. Tal alteracdo morfolégica é verificada devido a entrada de
liguido para o meio intra-celular (mais concentrado), de forma que ocorre o
ingurgitamento do tecido e o dobramento da cauda. O resultado foi expresso pela
porcentagem de espermatozoides viaveis, que exibiram dobramento de cauda, em

relacdo ao numero total de células analisadas.

3.8 indice gonadossomatico (IGS)

Com base na massa corporal e na massa testicular foi obtido o IGS,
parametro utilizado para avaliar a maturacao sexual e estimar o periodo reprodutivo

(Uno, Kato et al. 2014). O IGS foi calculado a partir da seguinte férmula:

IGS = (MG / MC) x 100
Onde:
MG = massa total das gbnadas

MC = massa corporal
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3.9 Microscopiade luz

3.9.1 Anélises histoldgicas

ApoOs a eutanasia, os testiculos foram dissecados e pesados. Posteriormente,
a extremidade capitata do 6rgao foi removida, para melhor impregnacéo pelo fixador,
e a porcdo remanescente do testiculo foi fixada em solugéo de Bouin por 24 horas a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, o material foi clivado em fatias de
aproximadamente 2mm de espessura e imerso em formaldeido a 4% (1.27mol/L de
formaldeido em 0,1M de tampéo fosfato, pH 7,2) durante 48 horas a temperatura
ambiente. A prostata inteira (glandula de coagulacao, lobos dorsal, lateral e ventral)
foi dissecada e fixada em formaldeido a 4% durante 24 horas a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a prostata ventral foi dissecada, separada dos demais
lobos, o material foi clivado e seus fragmentos foram imersos em formaldeido a 4%
durante 48 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, os fragmentos testiculares e prostaticos foram desidratados
em alcodis com concentracdes crescentes até alcancar o alcool absoluto,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina (Isofar, 740, CAS 8002 -74 -2, RJ,
Brasil). Os materiais foram seccionados com 5um de espessura e corados com
hematoxilina-eosina (HE). Uma parte dos cortes de préstata foi utilizada para a
realizacdo da imunohistoquimica para imunomarcagao de a-actina para musculo

liso.

3.9.2 Imunohistoquimica

Apés a disseccao, a préstata foi submetida ao procedimento histolégico de
rotina e foi seccionada com 5um de espessura. Foi realizada a desparafinizagéo e a
recuperacdo antigénica com tripsina por 15 minutos a 37°C. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com solucéo de peroxido de hidrogénio (H,0,) a

3% em metanol durante 15 minutos e as reacdes inespecificas foram inibidas com



49

PBS / BSA 3% durante 10 minutos. Em seguida, as secc¢des foram incubadas com o
anticorpo primario monoclonal anti - Alpha Smooth Muscle Actin (08-0106,
Invitrogen, Camarillo, EUA) durante 12 horas (overnight). Posteriormente, foi
realizada a incubacdo com o anticorpo secundario (K0679; Universal
DakoCytomation LSAB Kit, Peroxidase, Glostrup, Dinamarca) e a reagdo foi
amplificada com o sistema biotina-estreptavidina (Kit Invitrogen, Ref: 859643,
Frederick, EUA). A imunomarcacao foi visualizada apos a incubacédo das seccdes
com 3,3 diaminobenzidina tetracloreto-DAB (Ref: 859643, Invitrogen, Frederick,
EUA) e contra-coradas com Hematoxilina de Mayer. Simultaneamente, foram
confeccionadas as secclOes controle negativo, onde o anticorpo primario foi
substituido por PBS / BSA 1%.

3.9.3 Avaliacdes morfométricas

Para a realizacao das anélises morfométricas e quantitativas do testiculo e da
prostata foi utilizado um sistema de video-microscopia com microscépio de luz
Olympus BX51 (Téquio, Japdo) acoplado a uma camara digital Olympus DP70
(Téquio, Japdo). As imagens foram capturadas com o auxilio do software
ImageProplus, versdao 5.0 (Media Cybernetics, Silver spring, MD, EUA). As
avaliagbes quantitativas foram realizadas através do software Image J®, versdo 1.44.

3.9.3.1 Testiculo

Apl6s a calibracdo do sistema, para mensurar o diametro dos tubulos
seminiferos e a altura do epitélio seminifero foi utilizada a ferramenta "straight line".
Para avaliar o didmetro dos tdbulos seminiferos, tracou-se uma linha reta que
passou pelo centro de cada seccdo transversal do tubulo seminifero. Para essa
analise os tubulos com formato irregular foram excluidos (Ribeiro, De Souza et al.
2013) (Figura 13). Quanto a altura do epitélio seminifero, 3 por¢cdes equidistantes de

cada seccéo transversal do tubulo seminifero foram mensuradas e foi determinada a
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distancia da tunica propria até a ceélula germinativa interna, excluindo os
espermatozoides, sendo a média calculada (Ribeiro, De Souza et al. 2013) (Figura
14). As analises morfométricas foram realizadas com aumento de 100x (diametro do
tubulo seminifero) e aumento de 200x (altura do epitélio seminifero). Para cada
andlise, foram avaliados 25 campos / animal.

Figura 13 — Mensuracao do diametro do tubulo seminifero (100x)
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Legenda: Aplicabilidade da ferramenta “straigh line”, disponivel no software Image J®, que permite
tracar uma linha reta de um pélo ao outro do tdbulo seminifero, passando pelo centro.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 14 — Mensuracao da altura do epitélio seminifero (200x)

4 Imagel - X
File Edit Imag rocess Analyze Plugins Window Help

mlfelf={{> |+ A|&| @] 2| ® [0

"Straight*, segmenteu™or freehand lines, or arrows (right click to switch)

Stk

AVAR: I

e

I R OT
CRT A

BN L Al
Qe,

Legenda: Aplicabilidade da ferramenta “straigh line”, disponivel no software Image J®, que permite
tracar uma linha reta da célula mais basal até a mais préxima do limen.
Fonte: A autora, 2017.

A quantificagcdo das células de Sertoli foi realizada com o auxilio da
ferramenta “cell counter” por contagem direta, com aumento de 600x e imersdo em
Oleo (Figura 15). Quando uma seccao transversal do tibulo seminifero ndo coube
num unico campo, foram feitas 2 fotomicrografias complementares da mesma
seccao transversal do tubulo seminifero. Apenas as células de Sertoli com os
ndcleos visiveis foram contabilizadas (Kotsampasi, Balaskas et al. 2009). Foram

avaliadas 30 seccdes do tubulo seminifero / animal.
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Figura 15 — Quantificacdo das células de Sertoli (600x%)
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Legenda: A seta evidencia a célula de Sertoli, quantificada por contagem direta através da ferramenta
“cell counter”, disponivel no software Image J®.
Fonte: A autora, 2017.

A avaliacdo da densidade volumétrica (Vv) do compartimento tubular e do
compartimento intertubular foi realizada com o auxilio da ferramenta “cell counter”. A
grade de 99 cruzes foi utilizada como parametro, sendo sobreposta a fotomicrografia
através da ferramenta “grid” (Figura 16). O quadrante superior direito de cada cruz
foi padronizado como referencial para a realizagdo da contagem. O numero de
cruzes sobrepostas as estruturas quantificadas no compartimento tubular (epitélio
seminifero, limen e tunica propria) e no compartimento intertubular (células
intersticiais, vasos e nervos), foi dividido por 99 e multiplicado por 100, a fim de
corrigir a porcentagem para as 99 cruzes utilizadas como sistema de teste. Desta
forma, estes resultados foram considerados como a densidade de volume de cada
uma das estruturas analisadas, expressa em porcentagem (de Souza, Silva et al.
2012). A analise foi realizada com aumento de 400%, onde foram avaliados 25

campos / animal.
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Figura 16 — Avaliacdo da densidade volumétrica do compartimento tubular e do

compartimento intertubular (400x)
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Legenda: Aplicabilidade das ferramentas “grid” e “cell counter” disponiveis no software Image J®, que
permitem a contagem das estruturas do compartimento tubular e do compartimento
intertubular, (ex.:contagem do epitélio seminifero).

Fonte: A autora, 2017.

3.9.3.2 Prostata

Apés a calibracdo do sistema, para mensurar a area acinar foi utilizada a
ferramenta “freehand selections”, contornou-se 0S acinos inteiros presentes num
campo (Figura 17). A altura do epitélio foi mensurada com a ferramenta “straight
line”, em que foram tracadas linhas retas (10 por campo) sobre o eixo central das
células epiteliais, estendendo-se do seu polo basal ao pdélo apical (Figura 18)
(Furriel, Campos-Silva et al. 2014). As analises morfométricas foram realizadas com
aumento de 200x (area acinar) e aumento de 600x (altura do epitélio). Para cada

andlise, foram avaliados 25 campos / animal.
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Figura 17 — Mensuracgéo da area acinar (200x)
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Legenda: Aplicabilidade da ferramenta “freehand selections”, disponivel no software Image J®, que
permite contornar o acino prostatico.

Fonte: A autora, 2017.

Figura 18 — Mensuracéo da altura do epitélio prostatico (600x)
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Legenda: Aplicabilidade da ferramenta “straigh line”, disponivel no software Image J®, que permite
tracar uma linha reta no epitélio prostatico.

Fonte: A autora, 2017.
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Para a avaliagdo da densidade volumétrica do epitélio, do limen acinar, do
tecido conjuntivo e das células musculares lisas (imunomarcadas) a grade de 99
cruzes foi sobreposta as fotomicrografias através da ferramenta “grid”. E com o
auxilio da ferramenta “cell counter”, cada estrutura tocada por uma cruz foi contada
(Figura 19). O quadrante superior direito de cada cruz foi padronizado como
referencial para a realizacdo da contagem. O numero de cruzes sobrepostas as
estruturas quantificadas foi multiplicado por 100 e dividido por 99, a fim de corrigir a
porcentagem para as 99 cruzes utilizadas como sistema de teste. Os valores da
densidade volumétrica foram expressos em porcentagem (Furriel, Campos-Silva et
al. 2014). A andlise foi realizada com um aumento de 200x e foram avaliados 25

campos / animal.

Figura 19 — Avaliacdo da densidade volumétrica do epitélio, do limen acinar, do

tecido conjuntivo e das células musculares lisas (200x)
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Legenda: Aplicabilidade das ferramentas “grid” e “cell counter” disponiveis no software Image J®, que
permitem a contagem do epitélio, do [imen, do tecido conjuntivo e das células musculares
lisas, (ex.:contagem do IUmen).

Fonte: A autora, 2017.
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3.10 Western blot (WB)

As amostras de testiculo foram armazenadas em freezer a -80°C. A técnica
do WB foi realizada para a analise da expressao da proteina reguladora aguda
esteroidogénica (StAR). A amostra (100 mg) foi homogeneizada em tampéao de lise
RIPA contendo inibidores de protease. O homogenato obtido foi centrifugado por
vinte minutos a 4°C, e o sobrenadante foi coletado. Quantidades similares de
proteina total foram ressuspendidas em tampao de amostra contendo dodecil sulfato
de sédio (SDS), aquecidas por cinco minutos a 100°C e separadas pelo método de
SDS - electroforese em gel de poliacrilamida. Apds a eletroforese, as proteinas
foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont, Reino Unido). A eficiéncia da transferéncia foi visualizada
com a aplicagdo do corante Ponceau sobre a membrana. Posteriormente, a
membrana foi bloqueada com BSA (diluicdo de 3% em tween — tris buffered saline -
T-TBS), incubada com os anticorpos primarios (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Alemanha): anticorpo policlonal anti-rabbit StAR 1:200 (30 kDa, SC-
25806) ou anticorpo monoclonal anti-mouse B-actina — 1:200 (43 kDa, SC-81178),
lavada, blogueada com leite desnatado (diluicdo de 5% em T-TBS) e incubada com
0s anticorpos secundarios goat-anti-rabbit ou goat-anti-mouse, respectivamente. A
expressao das proteinas foi observada a partir da utilizacdo de um sistema detector
de quioluminescéncia ECL kit (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia). Os
sinais foram visualizados por autorradiografia e a quantificacdo das bandas foi

realizada por densitometria, com o auxilio do software Image J°.

3.11 Anélise estatistica

Todos os dados foram testados para a curva de distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia, sendo reportados como média e desvio padrao (DP)
da média. As diferencas entre os grupos foram estabelecidas por Teste-t ndo
pareado (dados das progenitoras) e one-way andlise de variancia (ANOVA) com

post-hoc test de Bonferroni (dados da prole). Em todos os casos, as diferencas
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foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05 (Zar 1999) e todas
as analises foram realizadas no software de andlise estatistica GraphPadPrism

versao 5.03 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Dados das progenitoras

Durante a gestacdo e a lactacdo, a ingestdo alimentar (g) foi maior nas
progenitoras que receberam a dieta controle (C) em comparagcdo as progenitoras
alimentadas com a dieta high-fat (HF) (P=0,0163). No entanto, o ganho de massa
corporal foi igual entre o grupo C e o grupo HF (P=0,2388). A area sob a curva
(ASC) avaliada antes do acasalamento e apés o desmame nao diferiu entre os
grupos C e HF (P=0,6276 e P=0,0534, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros metabdlicos das progenitoras

Dados C HF
Ingest&o alimentar - g/dia/animal (g) 26,47 +4,11 22,63 + 2,45
Ganho de massa corporal (g) 98,65 + 10,14 92,50 £11,82
TOTG — pré-dieta (ASC - u.a.) 255147 + 26032,00 260901 + 15552,00
TOTG — poés-dieta (ASC - u.a.) 236911 + 35542,00 273671 + 23158,00

Legenda: C (dieta controle) e HF (dieta high-fat). Os dados foram expressos como média + DP. As
diferencas foram testadas por Teste-t ndo pareado, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o
grupo C.

4.2 Dados da prole

4.2.1 Ingestao alimentar, ingestdo energética, eficiéncia alimentar, biometria e

medicdes das gbnadas

A ingestdo alimentar, a ingestao energética, a eficiéncia alimentar e a massa
corporal foram similares entre os grupos C/C, C/HF, HF/C e HF/HF (P=0,5747;
P=0,6729; P=0,0911 e P=0,9339, respectivamente). A pressdo arterial sistdlica dos
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grupos que receberam a dieta hiperlipidica pré-natal e/ou pés-natal nao diferiu do
grupo C/C (P=0,3554) (Tabela 3).

A tabela 3 mostra que ndo houve diferenca nos depodsitos de gordura
epididimaria, na massa testicular e no indice gonadossomatico entre os diferentes

grupos experimentais (P=0,3144; P=0,9001; P=0,0921, respectivamente).

4.2.2 Bioguimica sérica e niveis hormonais

A concentracdo de colesterol total foi igual entre os grupos experimentais
(P=0,3616). No entanto, os niveis de HDL-c foram inferiores no grupo que recebeu a
dieta hiperlipidica no periodo pés-natal (C/HF) quando comparado aos grupos C/C e
HF/C (P=0,0100). Além disso, os niveis de triacilgliceréis foram superiores no grupo
gue recebeu a dieta hiperlipidica no periodo pré-natal (HF/C) em comparacdo aos
demais grupos (P=0,0005) (Tabela 3).

Os grupos alimentados com a dieta hiperlipidica pré-natal e/ou pds-natal nédo
apresentaram diferenca na ASC e nos valores plasmaticos de insulina quando
comparados ao grupo C/C (P=0,0503; P=0,0505, respectivamente). A glicemia de
jejum foi maior nos grupos que receberam a dieta HF, independentemente do seu
periodo de administracdo, em comparacao ao grupo C/C (P=0,0064). O indice I/G
nao diferiu entre os grupos (P=0,0571). O nivel de testosterona sérica no grupo
C/HF foi menor que no grupo C/C (P=0,0218) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Ingestéo alimentar, ingestéo energética, eficiéncia alimentar, biometria, medi¢cdes das gbnadas, bioquimica sérica e

niveis hormonais dos grupos experimentais

Dados C/iC C/HF HF/C HF/HF
Ingestao alimentar - g/dia/animal (g) 17,35+ 4,30 15,05 + 4,56 15,77 £5,91 14,78 + 6,38
Ingestdo energética - KJ/dia/animal (KJ) 260,20 £ 55,54 296,60 £ 82,57 279,20 £ 86,32 288,70 £ 116,60
Eficiéncia alimentar (g/KJ) 0,51+0,13 0,55+ 0,05 0,43 +£0,10 0,51 £ 0,05

Massa corporal (g)

Presséo arterial sistélica (mmHQ)

423,90 + 48,85
167,00 + 12,36

415,90 £ 58,92
160,10 + 25,00

421,10 £ 55,58
182,80 + 14,13

409,10 £ 58,16
163,60 + 28,44

Massa da gordura epididimaria (g) 6,47 £ 2,87 6,35+1,26 4,45+ 0,20 6,65 + 2,68
Massa testicular (g) 1,72+0,10 1,74 +0,14 1,76 £ 0,15 1,74 +0,18
indice gonadossomatico (%) 0,39 +£0,03 0,41 +£0,04 0,42 £ 0,04 0,43 £ 0,03
Colesterol total (mg/dL) 54,00 + 9,63 51,14 + 4,38 63,75 + 17,04 53,71 +9,21
HDL-c (mg/dL) 41,43 + 6,24 33,29 + 2,87% 41,57 + 5,80 35,80 + 3,49
Triacilglicerois (mg/dL) 92,50 + 24,00 83,86 + 13,95 146,80 + 37,03 87,43 + 20,82

TOTG (ASC —u.a.)

268986 + 16385,00

282388 + 12534,00

251442 + 19400,00

250158 + 32170,00

Insulina (ng/mL) 1,11+ 0,86 1,03 £0,60 2,04 +£0,77 1,69 +£0,53
Glicemia de jejum (mmol/L) 5,68 + 1,61 12,62 + 7,40 12,82 + 6,95 13,60 + 1,70
I/G (ng/mL/mmol/L) 0,20 + 0,07 0,12 + 0,09 0,20+ 0,12 0,12 + 0,03
Testosterona (ng/mL) 11,39 + 2,13 7,85 + 1,30 9,34+ 1,69 10,43+ 0,85

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apos o desmame), C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apds o

desmame). Os dados foram expressos como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste de
Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica diferenca estatistica para o grupo C/HF; [c] indica diferenca
estatistica para o grupo HF/C.
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4.2.3 Pardmetros espermaticos

A concentracdo espermética no grupo HF/HF, cujos animais receberam a
dieta hiperlipidica durante toda a vida, foi 73% menor que no grupo HF/C (P=0,0072)
(Figura 20). A viabilidade dos espermatozoides foi menor nos grupos que receberam
a dieta hiperlipidica, independentemente do seu periodo de administracdo, quando
comparado ao grupo C/C (C/HF: |28%; HF/C: |49%; HF/HF: |57%). Além disso, em
ratos HF/HF, a viabilidade espermatica foi 39% menor que no grupo C/HF, que
recebeu a dieta HF apenas no periodo pés-natal (P<0,0001). A motilidade

espermatica nao diferiu significativamente entre os grupos (P=0,5217) (Tabela 4).

Figura 20 - Imagens mostrando a concentracdo espermatica dos grupos

experimentais

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apds o desmame). Os dados foram expressos
como média + DP. As diferencas foram testadas por analise de variancia (ANOVA) e pés-
teste de Bonferroni, p<0,05. C/C, C/HF e HF/C, producdo normal; HF/HF, menor
concentragdo espermatica. A figura contém a barra de escala de 25um gerada pelo
software sperm class analyzer (SCA). Optica de contraste de fase, 100x.

Fonte: A autora, 2017.
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4.2.4 Parametros testiculares

Corroborando os parametros espermaticos, a densidade volumétrica do compartimento tubular no grupo HF/HF foi 19%
menor quando comparado aos demais grupos experimentais (P<0,0001). No grupo HF/HF, a densidade volumétrica do
compartimento intertubular foi aumentada em 276%, 280% e 296% em comparagdo aos grupos C/C, C/HF e HF/C,
respectivamente (P<0,0001) (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros esperméaticos e parametros testiculares dos grupos experimentais

Dados CIC CIHF HF/C HF/HF
Concentragdo espermatica (sptz/mL) 1,71x10° + 4,05x10° 1,29x10° + 6,70x10° 2,10x10° + 5,61x10° 5,70x10° + 2,46x10°
Viabilidade espermatica (%) 19,57 +2,94 14,00 + 2,37 9,92 +1,93% 8,50 + 2,63'*"!
Motilidade espermatica (%) 47,36 + 19,09 40,40 + 14,49 52,35 + 13,54 52,68 + 3,68
Vv [compartimento tubular] (%) 93,97 + 0,96 94,05 + 0,93 94,20 + 0,85 75,91 + 2,241%°¢
Vv [compartimento intertubular] (%) 6,14 + 0,84 6,08 + 0,94 5,83+ 0,79 23,09 * 2,241%°¢

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apds o desmame), C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apods o
desmame). Os dados foram expressos como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de varidncia (ANOVA) e pOs-teste de
Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica diferenca estatistica para o grupo C/HF; [c] indica diferenca
estatistica para o grupo HF/C.
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O diametro do tubulo seminifero no grupo HF/C foi maior que nos grupos C/C,
C/HF e HF/HF, em 13%, 16% e 11%, respectivamente (C/C: 262,90 + 9,83um; C/HF:
256,80 + 13,19um; HF/C: 297,60 + 11,91um; HF/HF: 267,90 = 8,31um; P<0,0001)

(Grafico 1; Figura 21).

Grafico 1 — Diametro do tubulo seminifero dos grupos experimentais
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Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apds o desmame). Os dados foram expressos
como média + DP. As diferencas foram testadas por analise de variancia (ANOVA) e pos-
teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica
diferenca estatistica para o grupo C/HF; [c] indica diferenca estatistica para o grupo HF/C.



64

Figura 21 - Fotomicrografias mostrando o didmetro dos tubulos seminiferos dos

grupos experimentais

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas mades ap0s o desmame),
C/HF, HFIC (filhotes que trocaram a dieta apés o desmame). HF/C, testiculos com maior
didmetro dos tdbulos seminiferos; os outros grupos preservaram a histoarquitetura normal.
Coloracéo H-E, 100x.

Fonte: A autora, 2017.
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A altura do epitélio seminifero foi 8%, 13% e 31% menor nos grupos C/HF,
HF/C e HF/HF, respectivamente, quando comparados ao grupo C/C. Além disso, o
grupo HF/HF exibiu o epitélio seminifero mais baixo, que foi 25% e 21% menor que
nos grupos C/HF e HF/C, respectivamente (C/C: 60,52 + 3,18um; C/HF: 55,68 *
3,46um; HF/C: 52,70 + 2,37um e HF/HF: 41,87 + 2,69um; P<0,0001) (Grafico 2;
Figura 22).

Gréfico 2 — Altura do epitélio seminifero dos grupos experimentais
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Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta ap6és o desmame). Os dados foram expressos
como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (ANOVA) e p0s-
teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica
diferenca estatistica para o grupo C/HF; [c] indica diferenca estatistica para o grupo HF/C.
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Figura 22 - Fotomicrografias mostrando a altura do epitélio seminifero dos grupos

experimentais

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes ap0s o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apés o desmame). C/C, histoarquitetura dos
testiculos preservada; C/HF, diminuigdo da altura do epitélio seminifero; HF/C, diminuigao
da altura do epitélio seminifero; HF/HF, menor epitélio seminifero. Coloragdo H-E, 200x.

Fonte: A autora, 2017.
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O numero de células de Sertoli em uma seccdo transversal do tubulo
seminifero foi similar entre os grupos (C/C: 21,86 + 0,98; C/HF: 20,68 £ 0,15; HF/C:
20,86 + 1,16 e HF/HF: 20,56 + 1,07; P=0,0509) (Gréfico 3).

Grafico 3 — Contagem do namero de células de Sertoli dos grupos experimentais
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Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas mdes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apds o desmame). Os dados foram expressos
como média £ DP. As diferencas foram testadas por analise de variancia (ANOVA) e pos-
teste de Bonferroni, p<0,05.

Além disso, a expressao da proteina StAR em ratos C/HF, que receberam a
dieta hiperlipidica no periodo pds-natal, foi menor que no grupo C/C (C/C: 1,59 *
0,62 u.a.; C/HF: 0,44 + 0,18 u.a.; HF/C: 0,71 £+ 0,38 u.a. e HF/HF: 0,87 £ 0,83 u.a.;
P=0,0215) (Figura 23).
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Figura 23 - Expressdo da proteina StAR e bandas representativas da proteina dos

grupos experimentais
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Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta ap6s o desmame). Os dados foram expressos
como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (ANOVA) e p0s-
teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C.

Fonte: A autora, 2017.

4.2.5 Pardmetros prostaticos

A é&rea acinar foi diminuida em 23%, 45% e 33% nos grupos C/HF, HF/C e

HF/HF respectivamente, em comparacdo ao grupo C/C. Além disso, o grupo HF/C
apresentou uma reducao de 28% na area acinar quando comparado ao grupo C/HF
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(C/C: 136340 + 11847,00 um% C/HF: 105398 + 18511,00 um% HF/C: 75670 +
7671,00 pm? e HF/HF: 90812 + 18230,00 pm?; P<0,0001) (Gréfico 4; Figura 24)

Grafico 4 — Area acinar dos grupos experimentais
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Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apos o desmame). Os dados foram expressos
como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (ANOVA) e pos-
teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica
diferenca estatistica para o grupo C/HF.
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Figura 24 - Fotomicrografias mostrando a area acinar dos grupos experimentais

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes ap0s o0 desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apds o desmame). C/C, &rea acinar preservada;
C/HF, diminuicdo da area acinar; HF/C, menor area acinar; HF/HF, diminuicdo da &rea
acinar. Coloragéo H-E, 200x.

Fonte: A autora, 2017.

A altura do epitélio nos grupos HF/C e HF/HF foi 31% e 27% menor que no
grupo C/C, e 32% e 29% menor que no grupo C/HF (C/C: 18,98 + 0,97 um; C/HF:
17,82 + 1,39 pm; HF/C: 12,50 + 1,92 pm e HF/HF: 13,14 + 1,85 pm; P<0,0001)
(Grafico 5; Figura 25).
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Grafico 5 — Altura do epitélio prostatico dos grupos experimentais
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Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apds o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apos o desmame). Os dados foram expressos
como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de varidncia (ANOVA) e pds-
teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica
diferenca estatistica para o grupo C/HF.

Figura 25 - Fotomicrografias mostrando a altura do epitélio prostatico dos grupos

experimentais

20 pm

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apés o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apés o desmame). C/C, histoarquitetura da
prostata preservada; C/HF, histoarquitetura da prostata preservada; HF/C, diminuicdo da
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altura do epitélio prostatico; HF/HF, diminuicdo da altura do epitélio prostatico. Coloracao H-
E, 600x.
Fonte: A autora, 2017.

A densidade volumétrica do epitélio em ratos HF/C foi 30% e 29% menor que
nos animais C/C e C/HF, respectivamente (P=0,0024). A densidade volumétrica do
limen acinar ndo diferiu significativamente entre os grupos (P=0,0110). Quanto a
densidade volumétrica do tecido conjuntivo, os grupos HF/C e HF/HF mostraram
uma diminuicdo de 60% e 74% em comparacdo ao grupo C/C (P<0,0001). Além
disso, a densidade volumétrica das células musculares lisas nos grupos C/HF e
HF/C foi 40% e 28% menor que no grupo C/C (P=0,0013) (Tabela 5, Figura 26).
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Tabela 5 - Parametros prostaticos dos grupos experimentais

Dados CIC CIHF HF/C HF/HF
Vv [epitélio] (%) 29,21 + 5,60 28,78 + 5,66 20,54 + 4,65™" 22,10 + 2,50
Vv [lamen acinar] (%) 58,65 + 6,78 57,00 £ 15,95 70,43 £ 5,86 70,45 £ 3,42
Vv [tecido conjuntivo] (%) 4,99 + 1,61 3,54 +1,33 2,01 + 1,42 1,28 +0,51%
Vv [msculo liso] (%) 7,70 1,42 4,66 + 1,64 5,53 +1,51% 6,17 + 0,99

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas maes apos o desmame), C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta apés o
desmame). Os dados foram expressos como média + DP. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (ANOVA) e poés-teste de
Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para o grupo C/C; [b] indica diferenca estatistica para o grupo C/HF.



74

Figura 26 - Fotomicrografias mostrando a densidade volumétrica do epitélio, do

limen acinar, do tecido conjuntivo e das células musculares lisas dos

grupos experimentais

Legenda: C/C, HF/HF (filhotes que ingeriram a mesma dieta que as suas médes ap0s o desmame),
C/HF, HF/C (filhotes que trocaram a dieta ap6s o desmame). C/C, preservacdo da
densidade volumétrica do epitélio, do lumen acinar, do tecido conjuntivo e das células
musculares lisas; C/HF, diminui¢do da densidade volumérica das células musculares lisas;
HF/C, diminuicdo da densidade volumétrica do epitélio, do tecido conjuntivo e das células
musculares lisas; HF/HF, diminuicdo da densidade volumétrica do tecido conjuntivo.
Coloracéo H-E, 200x.

Fonte: A autora, 2017.
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5. DISCUSSAO

Nossos achados mostram que a administracdo de dieta HF durante a
gestacado e a lactacdo nao alterou o metabolismo materno nem a massa corporal, o
gue exclui a interferéncia desses fatores em nossos resultados. De maneira que a
prole foi programada pela dieta hiperlipidica, conforme foi o objetivo do estudo.
Estudos prévios mostraram que esse tipo de dieta ndo estd intimamente
correlacionado a obesidade materna (Gregorio, Souza-Mello et al. 2010). Da mesma
forma, observou-se que a programacéo fetal por dieta hiperlipidica ndo alterou a
massa corporal, os depdésitos de gordura epididimaria e a massa testicular da prole.
Uma vez que a ingestdo alimentar foi semelhante entre 0os grupos experimentais,
supbe-se que o aumento de energia apos a administracdo de dieta HF ocasionou
maior saciedade nesses animais.

No presente trabalho foi observado que a dieta hiperlipidica pré-natal e/ou
pos-natal promoveu 0 aumento da glicemia na prole. Estudos mostram que a
hiperglicemia altera a expressdo de receptores androgénicos (RA), interfere na
proliferagcdo e apoptose de células epiteliais, promove a remodelacdo estromal e
causa drastica atrofia na prostata de ratos (Arcolino, Ribeiro et al. 2010, Gobbo,
Taboga et al. 2012, Damasceno, Carvalho et al. 2014). Além disso, é sabido que a
hiperglicemia compromete o funcionamento do sistema hipofisario-gonadal e causa
distarbios na secrecdo dos hormdnios que estimulam a sintese de testosterona
pelos testiculos (Morelli, Comeglio et al. 2013).

Além das modificacdes na glicemia, a dieta HF reduziu os niveis plasmaticos
de HDL-c no grupo C/HF e aumentou os niveis séricos de TAG na prole oriunda de
progenitoras que receberam a dieta HF durante a gestacao e a lactagédo. As dietas
obesogénicas aumentam os niveis plasmaticos de CT e LDL-c no sangue e
diminuem os niveis de HDL-c, a lipoproteina fundamental no transporte reverso do
colesterol (Ramirez and Hu 2015). E sabido que a dislipidemia esta vinculada a
infertilidade (Schisterman, Mumford et al. 2014). Estudos experimentais mostraram
gue camundongos hiperlipidémicos, alimentados com dieta HF, exibiram alteractes
histopatoldgicas nos testiculos (Zhang, Lv et al. 2012).

Concomitante a hipertrigliceridemia, a dieta hiperlipidica pré-natal promoveu

modificacbes estruturais nos testiculos, que podem comprometer a producdo de
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espermatozoides. Em animais que receberam a dieta HF pré-natal, a viabilidade
espermatica e a altura do epitélio seminifero foram diminuidas, quando comparado
ao grupo C/C. Esses achados mostram o efeito deletério do consumo de dieta HF
durante a gestacao e a lactagdo. Estudos experimentais (Louei Monfared 2013) e
clinicos (Ergun, Kose et al. 2007) ja mostraram essa relacao entre 0s niveis séricos
de TAG e os parametros espermaticos e morfométricos dos testiculos.

Apesar dos achados, o mecanismo de associacdo direta entre os niveis
séricos de TAG e o testiculo ndo € claro. E sabido que a lipase hormonio sensivel
(LHS) é uma enzima responsavel pela liberacdo dos acidos graxos e ésteres de
colesterol da molécula de TAG, para producdo de energia. A LHS é amplamente
expressa no sistema reprodutor masculino e pode desempenhar um papel
importante na regulacédo de processos fisiopatol6gicos nos testiculos (Wang and Xu
2015). Estudos prévios observaram que camundongos que ndo apresentavam o
gene que codifica a LHS eram inférteis, apresentavam anormalidades morfoldgicas
nos testiculos, espermatogénese deficiente e azoospermia (Wang, Chung et al.
2004, Wang, Wu et al. 2014). Embora n&o tenhamos analisado os niveis de LHS, a
possivel reducdo desta enzima pode ter influenciado negativamente a viabilidade
dos espermatozoides e a morfologia do testiculo.

Neste estudo, observamos que a dieta HF, independentemente do periodo de
administracdo, promoveu a reducdo da viabilidade espermatica, o que sugere o
comprometimento da integridade funcional da membrana plasmética do
espermatozoide (Ribeiro, Milhomem et al. 2014). E sabido que a dieta hiperlipidica
influencia a composicdo lipidica da membrana plasmatica em células animais
(Perona 2017) e o excesso de colesterol diminui a fluidez da membrana (De Craene,
Bertazzi et al. 2017). A concentragdo espermatica diminuiu no grupo que recebeu a
dieta HF durante toda a vida, em comparagao com o grupo HF/C, mostrando que o
consumo de dieta controle ap6s o desmame minimizou os danos causados pela
administracdo de dieta HF durante o periodo pré-natal. A motilidade espermatica
nao foi alterada por este modelo de programacéao fetal. Corroborando esses dados,
a densidade volumétrica do compartimento tubular foi reduzida no grupo HF/HF. O
compartimento tubular, fundamental para a producdo de espermatozoides,
representa a maior parte do testiculo, ocupando 95% do parénquima testicular
(Morais, Balarini et al. 2014).
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Os parametros morfométricos do testiculo, como o diametro do tubulo
seminifero e a altura do epitélio seminifero, também séo indicadores da atividade
espermatogénica (Ribeiro, Milhomem et al. 2014). O diametro do tubulo seminifero
foi maior em ratos que foram expostos a dieta hiperlipidica durante o periodo pré-
natal. Os niveis elevados de colesterol na dieta podem aumentar os niveis de
peroxidacao lipidica em varios tecidos, comprometendo seriamente a integridade
das células (Rani, Deep et al. 2016). Portanto, suspeita-se que o lipideo perpassado
pela placenta e/ou através do leite materno possa ter provocado a descamacao do
epitélio seminifero, que ocasionou o aumento na quantidade de detritos celulares no
limen. Esta condicdo pode ter causado a obstrucdo dos ductos eferentes e
prejudicado a passagem do fluido dos testiculos para o epididimo, resultando no
aumento do didametro dos tubulos seminiferos (Moffit, Bryant et al. 2007).

O grupo que recebeu a dieta HF pré-natal também exibiu uma diminui¢cdo na
altura do epitélio seminifero. Da mesma forma, este parametro foi reduzido no grupo
alimentado com a dieta HF pos-natal. A maior diminuicdo foi observada no grupo
HF/HF, que recebeu a dieta hiperlipidica durante toda a vida, confirmando a
influéncia negativa da dieta rica em gordura na espermatogénese. O excesso de
colesterol promove a rigidez da membrana plasmética e altera as suas propriedades
fisico-quimicas (Perona 2017). No entanto, ndo existem informacfes a respeito da
programacao fetal por dieta rica em colesterol e seus efeitos na morfologia testicular
em animais adultos. Foi relatado que a obesidade materna, induzida pelo consumo
de dieta hiperlipidica, altera o desenvolvimento dos gondécitos e diminui os niveis de
esterdides sexuais em filhotes de ratos, nos primeiros dias de vida (0,5 a 14,5 dias
pés-parto) (Christante, Taboga et al. 2013). Os gondcitos sdo precursores das
células germinativas masculinas (espermatogénias), portanto a sua reducdo pode
prejudicar a producao de espermatozoides da prole adulta.

As células de Sertoli sdo as estruturas mais resistentes nos testiculos e as
ultimas a serem modificadas quando expostas a insultos. E sabido que as alteracdes
no numero de células de Sertoli raramente sdo observadas (Stumpp, Freymuller et
al. 2008). Nosso estudo é o primeiro a avaliar o efeito da programacéo fetal por dieta
HF no nimero de células de Sertoli. Este parametro ndo diferiu entre os grupos, é
possivel que o tempo de exposicdo a dieta hiperlipidica foi insuficiente para causar

alteracOes neste parametro.
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Os niveis séricos de testosterona foram menores nos grupos que receberam
a dieta HF, sendo estatisticamente significativo apenas no grupo em que a dieta foi
administrada no periodo pos-natal. A testosterona € um hormonio produzido pelas
células de Leydig, presentes nos testiculos. Neste 6rgdo, a testosterona regula a
maturacdo testicular, atua na diferenciacdo das células da linhagem
espermatogénica, que constituem o epitélio seminifero e sdo responsaveis pela
producao dos espermatozoides (Martin 2016). Corroborando a diminuicdo dos niveis
séricos de testosterona e os dados publicados por Li e colaboradores (2013), a
expressdo da proteina StAR foi reduzida no grupo C/HF (Li, Liu et al. 2013). Tal
reducdo nado foi observada no grupo que recebeu a dieta hiperlipidica durante toda a
vida (HF/HF), este fato pode ter ocorrido devido a um processo de adaptacdo. A
resposta adaptativa preditiva ocorre quando a exposicdo a insultos durante o
periodo pré-natal provoca adaptacdes metabdlicas no descendente, que asseguram
a sua sobrevivéncia em condi¢des semelhantes durante o periodo pés-natal (Gallou-
Kabani, Vige et al. 2007b, Bateson, Gluckman et al. 2014).

Nas células intersticiais do testiculo, a proteina StAR é responsavel por iniciar
a conversao do colesterol em testosterona. A proteina StAR facilita o transporte do
colesterol livre para a membrana mitocondrial interna da célula de Leydig e em
decorréncia a sucessivas etapas da via esteroidogénica catalisadas por diferentes
proteinas, a testosterona é sintetizada (Manna, Stetson et al. 2016). Sebokova e
colaboradores (1988) observaram que o lipidio presente na dieta pode afetar a
organizacdo da membrana plasmatica no testiculo. De maneira que altera a
disponibilidade de receptores de LH, localizados nas células de Leydig, e
consequentemente a producédo de testosterona € comprometida (Sebokova, Garg et
al. 1988).

Na prostata, a testosterona apés se difundir para o interior das células é
convertida por acédo da enzima 5 alfa-redutase em um composto mais funcional, a
DHT. Tanto a testosterona quanto a DHT podem se ligar ao RA, localizado no
nacleo das células epiteliais e estromais da prostata. Assim, estes hormoénios
estimulam a atividade mitogénica, a proliferacéo celular e a secre¢ao da glandula. A
DHT forma um complexo mais estavel com o RA e a sua atuagdo é mais potente que
a atuacao da testosterona (Grino, Griffin et al. 1990, McNamara, Nakamura et al.
2013). Embora os niveis de DHT n&o tenham sido avaliados no presente estudo,

este hormoénio € sintetizado a partir da testosterona e a reducdo nos niveis séricos
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de testosterona pode ter sido um dos fatores responsaveis pela atrofia da préstata
em nosso estudo.

Quanto a morfometria da prostata, foi observado que a programacao
metabdlica por dieta hiperlipidica promoveu a reducdo do estroma, constituido por
tecido conjuntivo e musculo liso. A densidade volumétrica do tecido conjuntivo foi
menor nos grupos que receberam a dieta hiperlipidica ao longo de toda a vida e no
periodo pré-natal. O tecido conjuntivo da prostata € constituido por fibras colagenas
e fibroblastos, que sintetizam os componentes da matriz extracelular (Harmelin,
Danon et al. 2005). E sabido que fatores de crescimento e outras moléculas
regulatorias das atividades celulares estdo associados a matriz extracelular (Kruslin,
Ulamec et al. 2015). Assim, na auséncia ou caréncia desses componentes, a
homeostase prostéatica pode ser afetada e ocorrer o comprometimento da maturacao
da glandula. A densidade volumétrica do musculo liso foi reduzida tanto no grupo
gue recebeu a dieta HF no periodo pré-natal quanto no periodo pds-natal,
mostrando o efeito negativo do consumo da dieta tanto pela méae quanto pela prole.
As células musculares lisas encontram-se no entorno dos acinos prostaticos. Estas
células sdo necessérias para a manutencdo da funcéo reprodutiva da prostata, pois
proporcionam a contracdo necessaria durante a ejaculacdo. Além disso, as células
musculares lisas atuam na producao de fatores paracrinos e na sintese, degradacéao
e reorganizacao da matriz extracelular, a partir de um mecanismo de interagdo com
as células epiteliais (Thomson, Cunha et al. 2008, Levesque and Nelson 2017).
Assim, o decréscimo das células musculares lisas pode comprometer diretamente a
fisiologia do 6rgéao.

Corroborando com os nossos resultados, Dasmaceno e colaboradores (2014)
observaram que ratos expostos a um ambiente intrauterino adverso apresentaram
modificagdes na morfologia prostatica, com redugdo na expressdo de a-actina de
musculo liso, que indica indiretamente diminuicdo no volume das células musculares
lisas (Damasceno, Carvalho et al. 2014). Além da diminuicdo do compartimento
estromal, os mesmos autores observaram reducdo na proporcdo do lamen
(Damasceno, Carvalho et al. 2014). Similarmente, em nosso trabalho, a
programacdo metabdlica por dieta HF e/ou a propria dieta por si sO, diminuiram o
compartimento acinar, que associado a diminuicdo da densidade volumétrica do
musculo liso podem levar a menor contratilidade da glandula, dificultando a liberacéo

do fluido prostatico.
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Em consonéncia com as modificacdes encontradas no estroma da prostata,
as proles que receberam a dieta HF durante toda a vida (intrauterina e extrauterina)
e no periodo pré-natal, apresentaram reducdo na altura do epitélio. O epitélio
prostatico é constituido por seis tipos de células: células-tronco, células basais,
células “transit-amplify” (TACs), células intermediérias, células luminais secretoras e
células neuroenddcrinas (Schalken and van Leenders 2003, Singh, Uzgare et al.
2006). As células luminais secretoras sao consideradas as principais e sao
responsaveis pela secre¢cdo do fluido prostatico (Miki 2010). Nesse sentido, a
diminuicdo na altura do epitélio ocasionada pela programacéo metabdlica por dieta
hiperlipidica pode comprometer a atividade secretora da prostata, e assim a sua
funcionalidade. Em associacao a esse resultado, observamos nos mesmos grupos o
decréscimo da area acinar.

N&o termos avaliado o sistema-renina-angiotensina-aldosterona foi uma das
limitacbes do estudo, pois 0s componentes do sistema sdo observados nos
testiculos e na préstata (Scott-Emuakpor, Allot et al. 2017, Fang, Zhong et al. 2018).
Além disso, a outra falha do trabalho foi n&o termos dosado as citocinas
inflamatorias. E sabido que a obesidade esta vinculada a um processo de
inflamacé&o sistémica cronica, portanto seria interessante termos avaliado o efeito

isolado da dieta hiperlipidica nesse parametro (Schmidt, Weschenfelder et al. 2015).
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CONCLUSOES

O consumo de dieta hiperlipidica na gestacdo/lactacdo e na vida pds-natal
promoveu poucas alteragbes metabdlicas. No entanto, a dieta HF promoveu a
diminuicdo da prostata, o que poderia comprometer a sua atividade secretora e a
sua contratilidade. Também foram observadas alteracées morfométricas e funcionais
nos testiculos, o que mostra distarbios na espermatogénese. Esses fatores
poderiam comprometer a fertilidade na idade adulta.
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APENDICE - Protocolo de histoquimica

Hematoxilina e eosina

e Desparafinar em estufa a 60°C (10 minutos)

e Desparafinar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

e Hidratar em duas mudas de alcool absoluto (5 minutos cada)
e Hidratar em alcool 90%, 80% e 70% (3 minutos cada)

e Lavar em agua destilada (1 minuto)

e Corar em hematoxilina de Delafeld (3 minutos)

e Lavar em agua corrente (3 minutos)

e Corar em solucédo aquosa de eosina (1 minuto)

e Lavar em agua destilada (1 minuto)

e Desidratar em alcool 70%, 80% e 90% (1 minuto cada)

e Desidratar em duas mudas de alcool absoluto (3 minutos cada)
e Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada)

e Montar com entellan e laminula
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Prenatal and/or postnatal high-fat diet alters
testicular parameters in adult Wistar Albino rats

Pamella Campos-Silva, Waldemar S. Costa, Francisco J.B. Sampalo and Blanca M. Gregorio
Urogenital Research Unit, Biomedical Center, Deparment of Anatomy, State Uniersity of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

Summary. Here, we evalumed the effects of a high-fat
diet during the prenatal and/or postatal period on the
metabolic parameters and testes of 4-month-old Wistar
rats. The experimental groups, composed of male Wistar
rats, were: C/C (n=8), HF'HF (n=8) (pups with the same
diet as their dams, after weaning), C/HF (n=8), and
HF/'C (n=9) (pups with a different diet afier weaning,
from that of their dams). The biometric parameters,
blod glucose levels, serum levels, the gonadosomatic
index, sperm paramelers, testes, and genital fal deposits
were evaluated. The HDL-¢ serum levels were
significantly lower in the C/HF group (P=0.0100),
whereas animals in the HF/C group presented
hypertriglyceridemia (P=0.0005). The sperm
concentration was lower in the HEHF group than in the
HF/C group (P=0.0072), and sperm viability was lower
in all groups receiving a high-fat diet (P<0.0001). The
tubular compartment was the smallest in the HF/HF
group (P<0.0001). The diameter of the seminiferous
tubule was the widest in the HF/C group (P<0.0001).
The height of the seminiferous epithelium in all groups
was lower than that in the C/C group (P<0.0001).
Testosterome and steroidogenic acule regulatory protein
(STAR) expression levels were lower in the C/HF group
(P=0.0218 and P=0.0215, respectively). The HF diet,
regardless of the administration period, induced a himited
nurher of metabolic changes, and modifications in the
hiswarchitecture of the testes and sperm parameters.

These data suggest that a HF diet may cause
disturbances in spermatogenssis and fertility impairment
in adulthood.

Key words: Prenatal, Postnatal period: High-fat diet,
Testes, Rats

OMfprint requests lo: Bianca Madine Gregorio, Urogenital Reseash Usit,
Biomedical Cenler, Stale Universily of Fio de Janeiro, Av. 28 de
selembro 87 (1ds) 20551-030, Rio de Janeiro, RJ, Brazd. e-mad:
biancamgegorn ued i gnal com
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Introduction

Changes in the nutritional staws during the gestation
and/or lactation periods may result in permanent
adaptations in the structure, physiolegy, and metabolism
of various organs of the offspring during adulthood
(Barker and Osmond, 1986; Rodrignez-Gonzalez et al_,
2014). Clinical (Chavarro et al |, 2004) and experimental
studies (Campos-Silva et al, 2015) have revealed
associations between obesity and changes in testicular
maorphalogy, as well as impairments in fertility,
particularly due to a decreasing sperm guality and
quantity. As a result of these findings, experimenital
meedels of nutritional programming are widely studied
nowadays. Christante et al. (2013) observed that
maternal obesity negatively affected gonocyie
development and steroidogenesis during the first days of
life in mis (Christante et al ., 2003).

However, little is known about the implications of an
excessive lipid intake during critical periods of
development for sperm function and testicular
marphology, in the adult offspring. Therefore, this study
aimed w0 evaluate the effects of the administration of a
high-fat diet during gestation, lactation, and/or the
postnatal period on the glycaemia, lipid profile,
testicular morphology, and sperm parameters in the adult
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offspring.
Materials and methods

Study design

This research project was approved by the Ethics
Committes for the Care and Use of Experimental
Animals of the Institute of Biology of the State
University of Rio de Janeiro (Protocol No. 0072014), in
accordance with the guidelines of the Brazilian College
of Animal Experimentation. The animals were kepl
under controlled temperature and lighting conditions
(21£2*C; 12/12 h light'dark cycle) and received water
and food ad libitum

Mulliparous 3-month-old fermale Wistar Albino rats
bred in our laboratory were mated overnight. Pregnant
rats wene divided into two groups (10 per group): control
(C) and high-fat (HF) groups that received, a normal
lipad diet (17 g of lipids per kg) or a HF diet (49 g of
lipids from lard per kg) respectively, during pregnancy
and laciation. After birth, the litler size was adjusted o
six pups, 1o standardize the lactation process (Langley-
Evans et al., 1996). On weaning, male offspring were
monitored until four months urf:llfe after bein§ divided
into four groups: C/C (n=R), C/HF (n=8), HF'C (n=9),
and HFHF (n=8), where the first letter corresponds to
the maternal diet and the second letter corresponds o the
diet of pups after weaning.

The dietary intake of the animals was recorded daily,
and all diets were prepared following the
recommendations of the Amencan Institute of Nutrition
(formulations AIN-93G and AIN-93M) (Reeves et al.,
1993} (Table 1). The diets were made by Pragsolugdes

Table 1. Campasition ol experimantal disls actording 1o he Amercan
instiule of Nulibon lrmuabons AIN-20G and AIN-93M (Resves el al,
1923).

AN-23 G AN-23 M
Ingredients gHg) c HE c HF
Camstash 530486 299485 465700 192800
Casein 19000 23000 14000 17500
Sucrase 10000 10000 10000  100.00
Seyaan ol 70.00 70.00 2000 40.00
Lard 000 20000 000 23800
Fitser 50.00 50.00 50.00 50,00
L-eigtin 2.00 2.00 180 1.80
Calin 250 250 250 28
Asdisidan 0.014 0.014 0.008 0.080
Mineralks iz 500 500 3500 25.00
Vilains mised 10.00 10.00 10.00 10.00
TOTAL {g] 1000.0 1000.0 10000  1000.0
Energy (KealKg) 396000 496000 318000  4380.00
Casahydae [3) 84.00 200 76.00 28.00
Prtein (3] 19.00 19.00 14.00 14.00
Ligied {%) 17.00 200 10.00 50,00

C, conirol diet; HF, high-Tal diel

(Jan, 5P, Brazil - www pragsolucoes com br). During the
experimental period, body mass was monitored weekly.
In addition, at three months of age, the systolic blood
pressure of the offspring was measured weekly, using the
noninvasive method of tail-cuff plethyvsmography
(Insight, S&0 Paulo, Brasil).

Oral glucose tolerance st (OGTT)

Oral glucose tolerance 1ests (OGTT) were performed
in both dams (before mating and after weaning) and
pups (at four months of age). To perform the OGTT, the
animals underwent 12 h fasting and received a
hypertonic glucose solution (2 g'kg body mass) by
orogastric gavage. Blood was collected from the tail vein
before glucose administrtion (tme 0) and at 15, 30, 60,
and 120 min after the glucose load, and blood glucose
was measured using a glucometer (Accu-Chek, Roche,
Sio Paulo, SP, Brazil). The area under the curve (AUC)
was measured o assess glucose wolerance.

Saerifice

After 12 hours of fasting, rats in the C/C, C/HF,
HFC, and HF'HF groups were killed by OO inhalation,
at four months of age. Blood samples were collected
from the heart (right atrium) by cardiac puncture, for the
serum analysis. The genital far pad and testes were
dissected, weighed, fixed (in formaldehyde and/or
froeen), and prepared for histomorphometry and western
blotting analyses. The gonadosomatic index was
calculated by using the following formula: (esticular
mass | body mass) x 100 (Uno et al., 2004).

Serum blochemistry and harmone levels

Serum was separated by centrifugation (3000 rpm,
for 8 min). The concentrations of total cholesterol (TC),
HDL-¢, and triacylglyceral (TAG) were quantified using
a colonmetric assay (BioSystems, Cat 11506, Barcelona,
Spain), whereas the analyses for insulin and tesosterone
were performed by using available enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits: the rat/mouse
insulin kit (Millipore, Cat. EZRMI-13K, 5t Charles,
MO, USA) and the general testosterone kil (Enzo, Cal.
ADI-900-065, New Yok, USA), respectively.

Spemn analyzes

The sperm was collected from the tail of the
epididymis, and a spermatic solution was prepared 1o
determine the concentmtion and meility of sperm in a
Meubaver chamber. Sperm viability was evaluated by the
hypo-osmotic swelling test, and 200 spermatoeoids were
evaluated per mi (Ribeiro et al., 2004).

Testes histomorphomeltry

The testes were fixed in Bouin’s solution for 24 h,
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and in formaldehyde for 48 h at room temperature, after
which they were embedded in paraffin. Subsequently,
the material was sectioned at a thickness of 5 pm and
stained with hematoxylin and ensin. Digital images were
obtained using an Olympus BX51 light microscope with
a coupled digital camera (Olympus DP70, Tokyo,
Japan). The hstomorphometric ysis was performed
using the Image T software.

The diameter of the seminiferous tubule and the
height of the seminiferous epithelium (25 fields'animal)
were determined using the 'straight line’ tool. The
diameter of the seminiferous whule was measured using a
stright line that passed through the center of the m]:n.'ﬁe.
For this analysis, wbules with an irregular shape were
excluded (Ribeim et al., 2013). For the measurement of
the seminiferous epithelinvm height, we wsed the same tool
and detemmined the distance from the tunica propria o the
inner germinal cell, excluding the spermatoecids (Ribeiro
et al, 2013). These analyzes were performed with an
obpective of 10x {5emi.ni%ruus tubule diameter) and a
20w (seminiferous epithelium height).

The volume densities of the tubular (seminiferous
epithelium, lumen, and tunica pmopria) and ntertubular
(interstitial cells, vessels, and nerves) compartments
were determined using the ‘cell counter’ and "grid tools.
The test grid, contanmg 100 points, was supermposed
over the testicular photomicrographs, and each stiructure
that was touched by a point was counted. These analyzes
were performed using a 40w objective (25 fields/animal),
and the results were expressed as percentages (De Souza
etal., 2012).

The Sertoli cells were quantified by direct counting
(cell counter’ waol). This counting was made randomly,
disregarding the stage of the seminiferous epithelium
cycle. However, only Sertoli cells with a visible nuclear
profile were counted (Kolsampasi el al., 2009). For this,
we used an immersion oil objective (60x) 0 evaluate 30

sections of the seminiferous tubules from each animal .
Western blofting

Frozen samples of the testes (100 mg) were
homogenized in RIPA lysis buffer containing protease
inhibitors. Lysates were centrifuged for 20 min at 47C,
and the supernatants were collected. Equal amounts of
total protein wene resuspended in sodium dodecy] sulfate
(SD5}-containing sample buffer, heated for 5 min at
100°C, and separated by SDS-polyvacrylamide gel
electrophoresis. After electrophoresis, proteins were
electroblotted on a nitrocellulose membrane (GE
Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK). The
membrane was blocked, probed with the following
primary antibodies (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg , Germany): rabbit anti-STAR - 1:200 (30
kDa, SC-25806) and mouse anti-fractin - 1:200 (43 kDa,
SC-E1178), washed, and incubated with anti-rabbit or
anti-monse secondary antibodies, respectively. Protein
expression levels were determined using an ECL kit (GE
Healtheare Life Sciences, Uppsala, Sweden). Signals
were visualized by aworadiography, and the
quantification of the bands was carried out by
densitometry using the Image I software.

Data analysis

The data were tested for their compatibility with a
normal distribution, and mported as the mean + standard
deviation (5D). Differences between groups were
assessed using the unpaired Student’s t-test and a one-
way analysis of variance (ANOWVA), with a subsequent
post hor Bonferroni test. Differences were considerad
statistically significant if P=0.05 (Prism 5.03, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA,USA).

Table 2. Biomekry, kod ntake, gonad measumement, serum bochemistry, and hormone levels in he epedmenta grouws.
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Duta ciC CHF HIFIC: HFHF
Berly freass ) 423 9024885 4159045892 421 1045558 4091045818
E gicficlyrrial a1 rass (g 8474287 8.35+1 26 4456020 8.85+268
Feod intake - giday/animal (g) 17354420 15.0644.58 15.77+5.91 14784638
Systobe blood pressus {mmig) 167 00+12 36 180.1025 00 182.80+14.13 163.60+28 44
Tesks mass (g) 1724010 1.74200.14 176015 1.7420.18
Gonadosomabe nde (%) 0.3940.03 0412004 0424004 0.43:0.08
OGTT (AUC - a4 268986+16385.00 ZRIIBA+ 253400 25144241 S400.00 2501582217000
insulin (nglml) 1111088 1,030 80 2044077 1.89:40.53
Total chabesteral (mgkiL) 54,0048 83 51142428 £3.75+17.04 537123
HIDL- {ragiell ) 41434824 33,9940 a7 41 57+5.80° 35804349
Triseyighyoarals (mgiil) 99 50424.00 83.86+13.95 146 804370045 8743220 82
Tesksterane {ngénd) 112942 13 7.8541 304 9.34+1 89 10.43+0.85

C/C, HFHF (pups hal had the same diel as their dams aller weaning), CHF, HFIC (pups tat afer weaning had a diflerent diel e that of e
dams). Dala a% epressed as the mean + SD. Sigilcance was assessed using Be analysis of vasancs [ANOVA] and a subsequent post hoc
Benlermni lesl. 4 indicales a slalisieal diflerence in he GC goup: B indieales a stafseal dilemnes in Be OHF goup © indeales a siaisoal
diflerence in Fie HFIC group, when P05,
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Results
Matemal data

During gestation and lactation, the gain in body
mass for HF dams did not differ from that of the C
mothers (P=0.2388). Likewise, both groups were
characterized by similar glucose curve AUC values,
measured at mating and after weaning (P=0.6276 and
P=0.0534, respectively). However, the food intake of C
dams was higher than that of HF dams at the same time
point (P=0.0163).

Offspring data
Biometry, food intake, and gonad measurement

Body mass and food intake were similar in the C/C,

C/HF, HF/C, and HF/HF groups (P=0.9339: P=0.5747,
respectively). The systolic blood pressure of rats in the
groups that received the HF diet prenatally and/or
postnatally did not differ from that of C/C group
(P=0.3554) (Table 2).

Moreover, table 2 shows that no differences were
observed in the genital fat pad, testicular mass, and
gonadosomatic index, in the different groups (P=03144;
P=0.9001: P=0.0921, respectively).

Biochemistry and hormone levels

In addition, glucose and insulin levels were similar
among the experimental groups (P=0.0576: P=0.0503:
P=0.0505, respectively). The concentrations of total
cholesterol were similar across all offspring groups
(P=0.3616). However, the concentration of HDL-¢ in the
C/HF group was lower than those in the CJC and HF/C

Fig. 1. Sperm concentration CC (conrolicontrd), CHF (controfhigh-dat), HF/C (high-tatconrd) and HRHF (highdathigh{al). Data are expeessed as
he mean = SD. Significant diffesences were assessad using the analy <is of varance (ANOVA) and a subsequent poast hoe Borderron test. CC, CHF
and HFIC, normal peoduction; HFFHF, lower sperm concentration. The figure conlaing the scale bar of 25 um generaled by he sperm dass andlyzer
(SCA) software. Phase-contrast opics. x 100,
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groups (P=0.0100). Furthermore, the TAG level was
higher in HF/C mats than in other groups (P=0.0005). In
addition, the testosterone level in the C/HF group was
lower than that in the C/C group (P=0.0218) (Table 2).

Sperm parameters

The sperm concentration in the HF/HF group was
lower than that in the HF/C group by 73% (P=0.0072)
(Fig. 1). The viability of sperm in all groups that were
exposed inany way to the HF diet was lower than that in
the C/C group (C/HF: 28%: HF/C: 49%: HF/HF: 57%).
Furthermore, in HF/HF rats, the sperm viability was
39% lower than that in the C/HF group (P<0 1).
Sperm motility values did not differ significantly
between the groups (P=0.5217)(Table 3).

Testicular parameters

The volumetric density of the tubular compartment
in the HF/HF group was 19% lower than the one
measured in other groups (P<0.0001). In the HF/HF
group the volumetric density of the intertubular

nt, was increased by 276%, 280%, and 296%
to the values observed in the C/C, C/HF, and
HF/C groups, respectively (P<0.0001) (Table 3).

The diameter of the seminiferous tubule in the HF/C
group was wider than in the C/C, C/HF, and HF/HF
groups, by 13%, 16%, and 11%, respectively (P
<00001; %2). The seminiferous epithelium l;aght in
the C/HF, HF/C, and HF/HF groups was 8%, 13%, and
31% lower than that in the C/C group. In addition, the
HF/HF group exhibited the lowest seminiferous

Fig. 2 Seminilerous lubue diamater. CIC (contra/oontmof), CHF (contoihigh-at), HF/C (high-faVoontrd) and HF/HF (high-faltigh{at). Data we

expressad as the mean + SD. Signiicant diffemnces were assessed usng te andysis of variance (ANOVA) and a subsequent post hoe Borferroni
test. HF/C, lestes with the Lrgest seminilerous Tubule diameter; the ofier groups preserved e lestis hishaxhileclure. H-E staining. x 100.

100



101

412
Maternal diet and testicular parameters

Table 3. Testicuar pa of the experimental group

Data cc CHF HFIC HF/HF

Sperm concentration (sptz/mi) 1.71x10%4.05%10° 1.29x10°46.70x10% 2 10x10%5 61x10° 5.70x10°42 46x10°¢
Sperm viabilty £6) 19574294 14.0042.37* 9924193 85042 63
Sperm moflty (%) 47.36+19.09 40.40+14.43 5235+13.54 52 6843 68
Tubular compadment W 6) 9397098 94054093 94204085 759112 24%5¢
Inlerkibular compantment Vv (%) 6.14:0.84 6.084094 583079 23.09:2 2445
Seminiferous lubue dameler gim) 26290+9.83 256.80+13.19 297 60+11.9148 267.90+8231°
Seminilerous egihelum heght (um) 60524218 556843 48% 2 70+237% 418722 6FBe
Sertoli celis no.kross seckon 21264098 2068015 2086+1.16 20564107

C/C, HFHF (pups hat had the same del as her dams dller weaning), CHF, HFC (pups thal aller weaning had a dillerent diet lrom that of her
dams). Data am expressed as the mean + SD. wmsmmumamanou)wawpmm
Bonlermoni lesl. *: indicales a statiskical difference in the C/C gmoup; b: indicales a stafiscal diflesence in e CHF goup; © indicales a stalisfical
diflerence in he HFIC group, when P<0.05.

Fig. 3. Seminderous epithelium height. C/C (contmoliconird), CHF (controlhigh-fat), HFIC (high-falcontrol) and HF/HF (high-fathigh-fal). Data are
expressed as the mean + SD. Signiicant differences were assessed using he analysis of variance (ANOVA) and a subsequent post hoc Boalerroni
test. C/C, preserved testis hisloarchitecture; C/HF, a decreased seminllerous epithelium haight; HF/C, a decreased seminilerous epithelium height;
HFMHF, the lowest seminlierous epithalium height. H-E staining. x 200.
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epithelium height, which was 25% and 21% lower than
those in the C/HF and HF/C groups, respectively
(P<0.0001; Fig. 3). The number of Sertol cells in a cross
section of the seminiferous twbule was similar among all
groups (P=00509) (Table 3).

Moreover, the expression level of the STAR protein
in C/HF rats was lower than in that in C/C animals
(P=0.0215; Fig_4).

Discussion

Testicular development and spermatogenesis
(proliferation phase) begin during the intrauterine period
(Dolei et al., 20015). The nutritional status during the
critical period of ontogenesis is pivolal for the
maturation of offspring organ systems. Our Andings
sugpest that the administration of a HF diet during
gestation and lactation does not affect the maternal
metabolism. It has been previously noted that this type
of diet is not closely correlated with maternal obesity
(Gregorio et al_, 2010). Similarly, it was observed that
the HF diet was not able to alter the body mass and the
testicular mass of the offspring. Since food intake was
similar among experimental groups, it is believed that
the increase in energy following the administration of a
HF diet leads to animals that achieve satiety more easily.

2 - a»CIC

T

‘—'!
o
Il

SLAR (a.u.)

o
o
[

cic CIHF

HFIC

HFIHF

B-actin

Fig. 4 STAR pelein expession levels [mean + 50) and representaive
profein bands, a5 delermined by weslem bol. CC [convalizantral),
CIHF (cantralhigh-tal) HIFTC [highdalicantral) and HFHF figh-lathigh-
fal). Significant dillerences were assessed using (he analyss of
variance [ANOVA), and a subsequen! pasi hee Bonleroni lesl.
indicates a staistical diflerance lor the C/C grup, when PsD 05,

Motably, the HF diet raduced the HDL < plasma levels in
the C/HF group and increased the TAG serum levels in
the offspring of mothers who had received a HF diet
throughout gestation and lactation. Obesogenic diets
increase the plasma levels of TC and LDL-¢, and
decrease the level of HDL-c, a lipoprotein that is
fundamentally important in the reverse cholesterol
transport (Ramirez and Hu, 2015). It 15 known that
dyslipidemia is linked o infertility (Schisterman et al.,
2004, Moreover, experimental studies have shown that
hyperlipidemic mice fed a HF diet exhibit
];ii:;ill.t';paﬂ'lul.ugic-ﬂl changes in their testes (Zhang et al.,
2012).

In addition to hypertriglvceridemia, a prenatal HF
diet causes structural changes in the testes, that could
compromise sperm production. In animals that had
received a prenatal HF diet, the sperm viability and
seminiferous epithelium height were decreased,
compared o the corresponding parameters in the C/iC
group. These findings rn.libl.ral:lh:-lh:: deleterious, but
limited effects, of the consumption of a HF diet during
gestation and lactation. Experimental (Louei Monfared,
2013) and clinical studies (Ergun et al., 2007) have
already shown a negative correlation between TAG
levels, on the one hand, and sperm guality and
morphometric parameters on the other.

Despite these findings, the mechanism underlving
the direct association between serum TAG levels and
testicular characteristics remains unclear. The hormone-
sensitive lipase (HSL) is responsible for the comversion
of cholesterol esters 1o free cholesterol, as well as for the
hydrodysis of TAG leading to the release of fatty acids,
which is important for energy production. HSL is
ubiguitously expressed in the male reproductive system
and may play an important role in the regulation of the
pathophysiological processes in the testes (Wang and
Xu, 2015). Previous studies have shown that male mice,
in which the Lipe gene, encoding for HSL, was knocked
out, were infertile and presented unigue morphological
abnormalities such as round, elongating spermatids,
deficient spermatogenesis, and azoospermia (Wang et
al., 2004, 2014). Although we did not measure HSL
levels, the possible reduction in the amount of this
enzyme may have negalively influenced testicular
morphology and sperm viability.

A HF diet influences the lipid composition of the
plasma membrane in animal cells (Perona, 2017) and the
excess cholesterol decreases the fluidity of the
membrane (De Craene et al., 2007). In this sidy, we
observed that the HF diet, regardless of the period of
administration, promoted a reduction in sperm viability,
which may suggest disruptions in the functional integrity
of the sperm plasma membrane (Ribeiro et al., 2004).
The concentration of sperm decreased in the group that
had received a HF diet throughout their lives, compared
tor that in the HR'C group, showing that the consumption
of a C diet after %‘ﬁamnﬁminimi.ﬂ:d the damages cansed
by the intake of a HF diet during the prenatal period.
Sperm motility was not altered by this fetal
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programming model. In support of these resulis, we
observed that the volumetric density of the tubular
compartment was reduced in the HE/HF group. The
tubular compartment represents the larger part of the
testis, occupying 95% of the testicular parenchyma
(Morais et al., 2014) and is fundamental for the
production of Spermatoeoa.

Morphometric parameters, such as the diameter of
the seminiferous tubule and the height of the
seminiferous epithelium are also indicators of the
spermatogenic activity (Ribeiro et al., 2014)_ The
diameter of the seminiferous whules was larger in rats
that were exposed to a HF diet during the prenatal
pericd. The high cholesterol levels in the diet can
increase lipid peroxidation levels in various lissues,
compromising cell integrity (Rani et al., 2016).
Therefore, we believe that the lipids passing through the
placenta may have caused the sloughing of the
seminiferous epithelium, that consequently increased the
amount of luminal cellular debris. This condition may
have caused the obstruction of the efferent ducts, and
impaired the passage of fluid from the tesies w the
epididymis, thus widening the diameter of the
seminiferous tubule (Moffit et al_, 2007).

The group that was exposed o a prenatal HF diet
also exhibited a reduction in the height of the
seminiferous epithelium. Similarly, this parameter was
lower in the group that had been fed a HF diet
posinatally. The largest decrease was observed in the
HFEHF group, which had received a HF diet throughout
the life of the rats, confirming the negative influence of a
lipid-rich diet on spermatogenesis. Excess cholesterol
promudes the rigidity of the plasma membrane and alers
its physico-chemical properties (Perona, 2017).
However, no data exist on fetal programming using a
high cholesterol diet, and its effects on the westcular
morphology of adult animals are unknown. It has been
reported that maternal obesity alters the development of
gonocyies, and decreases sex steroid levels in rat pups,
during the first days of life (05 to 145 days postpartum)
(Christante et al., 2013). The gonocytes represent the
precursors of male germ cells (spermatogonia), and
therefore a reduction in their number may impair sperm
production in adult offspring.

With respect to the reduction of the height of the
seminiferous epithelium, our work and that of others
(Reame et al_, 2014) has demonstrated that the
administration of a HF diet during the postnatal period
negatively affects serum testosterone levels, when
compared w0 those in the C/C group. Testosterone, a
hormone produced by Levdig cells, regulates the
testicular maturation and diﬁ'::renLLaLi.tm of cells of the
spermatogenic lineage, which form the seminiferous
epithelium, and are responsible for the production of
spermatozoa (Martin, 2016). Although we have not
analyeed Levdig cells, it 15 known that they complete
their differentiation at puberty (Teerds and Huhtaniemi,
2015). In this regard, it is possible that a HF diet directly
delays the maturation of Leydig cells, while this was not

observed when the exposure 1o excess dietary
cholesterol occurred only during the prenatal period.

In agreement with our serum testosterone levels
results and data published by Li et al. (2013}, the
expression of the STAR povein was reduced in the C/HF
group. This may be potentially due to the fact that the
group that had received the high-fal diet throughout life
(HF/HF) had undergone an adaptation process. The
predictive adaptive response implies that exposure o
insults during the prenatal period causes metabolic
adaptations in the offspring, that ensure their survival in
similar conditions during the postnatal period (Gallou-
Kabani et al., 2007; Bateson et al., 2014).

In the interstitial cells of the testis, the STAR protein
is responsible for initiating the conversion of cholesterol
to testosterone, and facilitating the wansport of free
cholesteral to the inner mitochondrial membrane.
Subsequently, testosterone is synthesized in a series of
steroidogenic steps, catalyzed by different proteins
(Manna et al., 2016). S::buﬁum et al. (1988) observed
that dietary lipids can affect the organization of the
plasma membrane in the testis. Specifically, when the
availability of LH receptors, located in Leydig cells, is
altered, testosterone production is compromised
(Sebokova et al ., 1988).

Sertohi cells are the most resistant structures in the
testes and the last ones to be modified when exposaed o
insults. It is known that alterations in the number of
Sertoli cells are rarely observed (Stumpp et al,, 2008).
Ouwr study is the first w0 evaluate the effect of fetal
progmmming using a HF diet on the number of Senoli
cells. The number of Seroli cells did not differ among
the tested groups, that may suggest that the exposure
time to the HF diet was insufficient o cause changes in
this parameter.

In conclusion, a HF diet, regardless of its
administration period, promotes a limited number of
metabolic changes. However, it alters s parametens,
namely by reducing sperm concentranon and viability.
Several important morphological and morphometrical
changes were also observed in the testes, where the
diameter of the seminiferous tubule widened, whereas
the volumetrnc density of the whular compartment and
the height of the seminiferous epithelivm decreased.
These data suggest that the consumption of a HF diet
may lead to disturbances in spemmalogenesis, and impair
fertility during adulthood.
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Nutritional status during critical periods is pivotal for maturation of systems.
HF diet promotes prostatic atrophy.

These data suggest possible impairment of reproductive fimction in adulthood.
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Abstract

We investigated the effect of a high-fat diet on body metabolism and ventral prostate
morphology in 4-months-old offspring. The mother was fed with a control (C)ora
high-fat (HF) diet during gestation and lactation. At weaning, the offspring diet
remained the same (C/C, n=8; HE/HF. n=8) or 1t was switched (C/HF, »=8; HF/C, n=0).
Biometry, blood pressure (BP), glicose, and lipid metabolism were evaluated, and the
ventral prostate underwent morphometric and imunohistochenustry analysis. Body mass
and BP were similar among groups. Triacylglveerol of HF/C increased, and the C/HF
group had decreased HDL-c levels (P=0.0005 and P=0.0100, respectively). All groups
on the HF diet presented hyperglycemia (P=0.0064). but insulin and glucose tolerance
were not altered. Serum testosterone diminished in the C/HF group (P=0.0218). The
prostate of all groups fed with the HF diet displaved reduced acinar area (P<10.0001).
The epithelinm height was smaller in HF/'C and HE/HFE groups compared with C/C and
C/HF groups (P<20.0001), and the volume density of epithelinum was lower in HE/C
group compared with the C/C and C/HF groups (P=0.0024). Finally, the volume density
of smooth nmscle cells diminished in C/HE and HE/C groups (P=0.0013), and the
volume density of connective tissue was also reduced in HF/C and HF/HF groups
(P=0.0001). High-fat diet intake during gestation, lactation. and the postnatal life leads
to prostatic atrophy. These data suggest that a high-fat diet might impair prostate

secretory activity and confractility, and thus disturb reproductive function in adulthood.

Kevwords: High-fat diet; Matemal nutrition; Postnatal period; Prostate; Rats
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1. Imtroduction

The intake of foods rich in energy and fat has increased in Western countries [1].

The literature is wide about the matter, and muich 15 discussed about the effect of lugh-
fat diet intake during gestation and lactation on the offspring, a phenomenon known as
fetal programming [2, 3]. Maternal high-fat diet intake during critical periods of body
development compromise keyv metabolic organs such as the liver, adipose tissue [4, 5],
and pancreas [6, 7], as well as important organs such as the heart and the kidneys [8].
However, little is discussed about the effect of fetal programming on the urogenital
system. especially the prostate.

The prostate 15 an androgen-dependent organ. in which testosterone and
dihydrotestosterone (DHT) are essential for cell differentiation. morphology
maintenance, and gland physiology [9]. However, not only the androgens play a key
role, but circulating estrogen. glucose, insulin, triglycerides, and HDL-c might
negatively impact prostate homeostasis as well [10-12]. These serum markers are
usually altered by high-fat diet intake, increasing the likelihood of metabolic syndrome
development [13]. Additionally, there is a positive correlation befween hyperglycemia
and prostatic atrophy [14]. and the metabolic syndrome is associated with benign
prostatic hyperplasia (BPH) [15]. Despite of it, little is known about the effect of a
maternal high-fat diet on the prostate morphology of the adult offspring. Thus, this
study aimed to investigate if fetal programming by high-fat diet modulates offspring
metabolism and prostate morphology, as well as if diet maintenance or switching for a

control diet after weaning would also have an impact on these parameters.
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2. Materials and methods

2 1. Ethical aspects

The handling and experimental protocols were approved by the local Ethics
Committee to Care and Use of Laboratory Animals (Protocol No. 0072014). The study
was performed following the Animal Research Reporting In vivo Experiments ARRIVE
guidelines and the Guideline for the Care and Use of Laboratory Animals (S NIH

Publication N® 85-23. Revised 1996) [16].

2.2, Animals, diet and mating

Animals were housed in collective polvpropylene cages and mamtained under
controlled conditions of temperature (21+£2°C), hunuidity (60=10%), dark—light cycle
(12:12 h) and air exhaustion cycle (15min/h). with free access to water and food. Male
and female Wistar rats with three-months-old were mated overnight. After pregnancy
confirmation (vaginal plug), females were divided info two muiritional groups: confrol
group (C; n=10) and high-fat group (HF; #=10). The dams and the offspring. until the
three-months-old, were fed with either a AIN-93G purified C diet (17% fat. 19% protein
and 64% carbohydrate; 3.95 Keal/g) or a modified ATN-93G HF diet rich in lard (49%
fat, 19% protein and 32% carbohvdrate; 4.94 Kcal/g). The offspring. from three to four
months old, was fed with either a AIN-93M purified C diet (10% fat, 14% protein and
76% carbohydrate; 3.18 Kcal/g) or a modified ATN-93M HF diet rich in lard (50% fat,
14% protein and 36% carbolydrate; 4.37 Kcal/g), following the Amernican Institute of

Nuirition recommendation [17]. On weaning, part of the pups remained on the same diet
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as their mother [C/C (7=8) and HF/HF (n=8) groups] and the pups had the diet changed
[C/HF (r=8) and HF/C (#=9) groups]. Body mass was monitored weekly, and food
infake daily. Feed efficiency was calculated as body mass gain (g)/'energy intake (kT)
per amimal (100%). Blood pressure was measured weekly for one month (between three
and four months old). by the non-invasive method of tail-cuff plethysmography (Insight,

Sdo Paulo. Brazil).

2.3. Blood analysis

The offspring were killed by CO; inhalation at four months old. On the day
before euthanasia, animals were food deprived for 12 h (8 pm—8 am ). Blood was
collected by cardiac puncture, blood glucose was measured immediately using a
glucometer (Accu-Chek, Roche, SP, Brazil). and the remaining blood was centrifuged
(3,000 rpm. for § min), the plasma was collected, and stored at -20°C. Lipid profile
(total cholesterol [TC), HDL-c, triacylglycerol [TAG]) was detected by a colorimetric
assay (BioSystems, Cat 11506, Barcelona, Spain). Plasma insulin and testosterone
levels were determined by ELISA assays according to manufacturer instructions
(Millipore, Cat. EZRMI-13K, 5t Charles. MO, USA; Enzo, Cat. ADI-000-065, New

York, USA). Glucose tolerance was estimated by the insulin/glucose (I'G) ratio [18].

2.4. Prostate morphology

The genital fat pad and the ventral prostate were dissected and weight. The

ventral prostate was fixed in 4% formaldehyde for 48 h at room temperature, followed

the routine histological procedures. and it was embedded in paraffin (Isofar, 740, CAS
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8002 -74 -2_ BRI, Brazil). Subsequently. the sample was sectioned at 5 pm thick, and
stained with hematoxylin and eosin. Digital images (25 fields/animal) were acquired
with an Olyvmpus BH51 light microscope (Tokyo, Japan) coupled to a digital camera
(Olympus DP70, Tokyo. Japan). and morphometry was performed vsing the Image J
Software (imagej.nih. gov/ij/). After system calibration, the acinar area was measured
with the freehand selection tool and the epithelivm height was determuned by the
straight line tool. Images used for these analyses were obtained at 200> and 600=
magnifications, respectively.

Immunohistochemistry for a-smooth muscle actin was performed as previously
described [19]. The volume density (Vv) of epithelium, acinar lumen, connective tissue
and cells stained for a-smooth muscle actin was estimated using the cell counter and
grid tools of Image J. The 100-points test grid was superimposed over the digital images
(200, and each structure that was touched by a point was considered. The result 15

expressed as percentage.

2.5. Statistical analysis

Data were tested for normality distribution and reported as the mean = standard
deviation (SD). Differences among groups were tested by the one-way analysis of
variance (ANOWVA) with post hoc test of Bonferroni. A p-value = 0.05 was considered

statistically significant (Prism 5.03, GraphPad Software Inc.. San Diego, CA, U5 A).
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3. Results

3.1. Fetal programming did not increase body adiposity or blood pressure in male

offspring

No significant differences were found for body mass. energy intake and feed
efficiency among groups C/C (423.90 = 48.85 g, 260.20 = 55.54 K)/day/animal and
0.51=0.13 g/KT), C/HF (41590 £ 5892 g, 206.60 = 82.57 KJ/day/animal and 0.55 =
0.05 gKIN. HF/C (421.10 = 5558 g, 279.20 = 86.32 KJ/day/animal and 0.43 = 0.10
o/KT) and HF/HF (409.10 = 58 16 g, 288 70 = 116.60 EJ/day/animal and 0.51 = 0.05
o/ET; P=09339 P=0.6729 and P=0.0911, respectively). Genital fat pad weight and
systolic blood pressure were also similar among C/C (6.47 = 2.87 g and 167.00 = 12.36
mmHg), C/HF (6.35= 126 g and 160.10 = 2500 mmHg), HF/C (445020 gand
182 80 = 1413 mmHyg) and HF/HF (6.65 = 2.68 g and 163.60 = 28 44 mmHg;

P=0.3144, P=03554, respectively) groups.

3.2 High-fat feeding partially modulates glucose and lipid metabolism, and

tesfosterone levels

TC levels did not differ among the C'C (54.00=9.63 mg/dL), CHF (51.14 =
438 mg/dL), HE/C (63.75 = 17.04 mg/dL) and HE/HF (53.71 = 9.21 mg/dL; P=0.3616)
groups. However, plasma HDL-c in C/HF group was 20% lower than that in C/C and
HFE/C groups (C/C: 41.43 = 6. 24 mg/dL; C/HF: 33.20=2 87 mg/dL; HF/C:41.57 £ 5.80
mg/dL; HF/HF: 35.80 = 3 49 mg/dL; P=0.0100). Furthermore, TAG of HF/C group was

59%, 75% and 68% higher compared to the C/C, C/HF and HE'HF groups, respectively
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(C/C: 9250+ 24.00 mg/dL; C/HF: 83.86 = 13.95 mg/dL, HF/C: 146.80 = 37.03 mg/dL;
HE/HF: 87 43 = 20.82 mg/dL., P=0.0003). The glucose was higher in groups that
received the HF diet. regardless of its administration period compared to the C/C group
(C/C: 5.68 = 1.61 mmol/L, C/HF: 12.62 = 740 mmol/L. HF/C: 12.82 = 6.95 mmol/L,
HE/HF: 13.60 = 1.70 mmolL, P= 0.0064). The insulin did not differ among the groups
(C/C:1.11=0.86 ng/mL, C/HF: 1.03 = 0.60 ng/mL, HF/C: 2.04 = 0.77 ng/ml.. HF/HF:
1.69=0.53 ng/mL, P=0.0505). The I'G ratio was similar among the C/C {0.20+ 0.07
ng/mL/mmel/L), C/HF (0.12 £ 0.09 ng/mL/mmelL). HF/C (0.20+0.12
ng/mL/mmol/T) and HF/HF (0.12 = 0.03 ng/mL/mmolT., P=0.0571) groups.
Testosterone level in C/HE group was 31% lower than that in C/C group (C/C: 11.39 =
213 ng/ml, C/HF: 7.85= 1.30 ng/ml, HF/C: 934 = 1.69 ng/ml. HE/HF: 10.43 = 0.85

ng/ml, P=0.0218).

3.3. High-fat diet mtake promotes prostate afrophy in the post-natal life

Table 1 shows the morphological aspects assessed, and photomicrographs in
figures 1 and 2 illustrates epithelial height and acinar area. respectively, for all
experimental groups. Prostate acinar area decreased 23% due to high-fat feeding during
the postnatal period compared with the C/C group (P=20.0001). Groups that received the
high-fat diet in the prenatal period presented a diminished epithelial height and smaller
acinar area than the C/C ([31%, [45%. P<0.0001) and C/HF (|32%, |28%, P<=0.0001)
groups. The epithelial height decreased 27% and 29% in the group that only received
the HF diet (HE/HF) in comparison with the C/C and C/HF groups, respectively
(P=20.0001). In addition, the acinar area decreased by 33% in the HE/HF group

compared with the C/C group (P=0.0001) (Tablel).
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Regarding the Vv of smooth muscle cells, the high-fat diet in the postnatal
period reduced this parameter in comparison with the C/C group ([40%, P=0.0013).
The group that received the high-fat diet in the prenatal period showed a decrease in the
same parameter and the Vv of connective tissue compared with the C/C group. (128,
P=0.0013; |60, P=0.0001, respectively). Additionally, HF/C group presented a lower
Vv of epithelium than that in the C/C ([30%) and C/HF (|29%, P=0.0024) groups.
Animals that received the HF diet in both periods decreased 74% the Vv of connective
tissue compared with the C/C group (P<0.0001). The Vv of acinar lumen did not differ

ameng the groups (P=0.0110) (Table 1; Fig. 3).

4. Discussion

The human prostate is an exocrine gland that secretes an alkaline fluid (a
component of the seminal fluid) important for semen liquefaction, the mechanism of
coagulation and sperm mofility [20]. In rodents. the gland develops from the urogenital
sinms, and it appears approximately at 18.5 days of gestation [21]. The ventral lobe of
the prostate is the most similar to the muman prostate; therefore it is the most studied
[22]. The maternal mitritional status during the critical periods of life development
(gestation and lactation) is a determining factor for the healthy development of the
offspring’s organic systems [23, 24]. Recent data have shown that high-fat diet intake
during gestation and lactation promotes disturbances in lipid and carbohydrate
metabolism, as well as hypertension in the offspring [2, 3].

It 1s known that these mefabolic disorders may negatively alter the morphology
and functionality of the prostate [14, 23, 26]. Although we did not observe obesifty or

blood pressure elevation, high-fat feeding at the prenatal and postnatal periods promoted
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hvperglyveemia in the offspring. It has been shown that hyperglycemia alters the
expression of androgen receptors (AR), interferes with epithelial cell proliferation and
apoptosis, promotes stromal remodeling, and leads to significant prostate atrophy in
rodents [14, 27, 28). Moreover. hyperglycenua compronuises the functioning of the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis and disturbs the hormone secretion that stimulates
testosterone synthesis by the testes [29].

Groups that received the high-fat diet presented lower testosterone, being
statistically significant only in the group in which the diet was administered in the
postnatal period. Testosterone is converted to DHT, a more fimctional compound, by
the action of 5 alpha-reductase enzyme, after diffusing into the prostatic cells. Both
testosterone and DHT can bind fo AR, a nuclear receptor found in the epithelial and
stromal cells of the prostate. This binding stimulates the mitogenic activity, cellular
proliferation, and gland secretion. DHT forms a more stable complex with the AR and
its performance is stronger testosterone [30, 31]. Although DHT level was not assessed
in the present study, it is synthesized from testosterone, and the decreased testosterone
level found here may have been one of the factors responsible for prostate atrophy in
our study.

Regarding prostate morphometry, present data shows that fetal programming by
high-fat diet reduces prostate stroma. which consists of connective tissue and smooth
mmscle cells. The volume density of connective tissue was diminished in the groups that
received the high-fat diet throughout life (HEF/HF) and solely in the prenatal period
(HE/C). As known, prostate connective tissue consists of collagen fibers and fibroblasts
that synthesize extracellular matrix components [32]. Growth factors and other
regulatory molecules of cellular activities are also associated with the extracellular

matrix [33]. and when there are absence or insufficiency of these components. the
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prostatic homeostasis mught be affected. As a result. gland maturation is compromised.
Similarly, we showed reduced volume density of smooth nmscle cells due to high-fat
diet intake in the prenatal and postnatal periods, showing once again a negative impact
when both the mother and the offspring consume the high-fat diet. Smooth nmscle cells
are arranged around prostatic acini. and they are essential for the maintenance of
prostate reproductive finction since they provide necessary contraction during
gjaculation. Also, smooth nmscle cells modulate the production of paracrine factors, and
the synthesis, degradation, and reorganization of the extracellular matrix due to their
inferaction with the epithelial cells [34, 35]. In the face of it, a reduced population of
smooth muscle cells directly compronuses prostate physiology.

Damasceno et al. {2014) observed changes in prostate morphology of rats
exposed to an adverse intrauterine environment, that was characterized by a reduction of
smooth muscle o-actin expression. This stain indirectly indicates a decrease in smooth
muscle cell population and corroborates with our data. In addition to a reduced stromal
compartment, they also observed a reduced acinar lumen [14]. Similarly, our data show
that fetal programming by high-fat diet and the diet itself decreased drastically the
acinar compartment, which, together with the decrease in smooth muscle cells, may lead
to lower gland contractility, impairing prostatic fluid release.

The epithelinm height was decreased in the offspring fed with the high-fat diet
throughout life (HE/HF) or solely in the prenatal period (HE/C), in agreement with the
changes observed in the prostate stroma. The prostatic epithelinm consists of six types
of cells: stem cells, basal cells, transit-amplifying cells (TACs), intermediate cells,
secretory luminal cells, and neurcendocrine cells. The secretory luminal cells are
considered the main cells since they are responsible for prostatic fluid secretion [36].

Thus, a decreased epithelinm height might compromise prostate secretory activity, and
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thus it"s functioning. In consonance with this result, this same groups also had
decreased acinar area. In this study it was observed that, the diet itself and an increased
placental influx of fatty acids contribute negatively to the morphological development
of the prostate, with a reducfion in the volume density of smooth muscle cells, and thus
gland contractility. The release of the prostatic fluid becomes impaired, which may have
caused the decrease in the prostatic acini size of these animals.

Another factor that confirms our results is the stability in serum insulin levels in
the different experimental groups. It is known that hyperinsulinemia is associated with
the development of BPH. Several mechanisms are reported in the literature, such as
stinmilation of the sympathetic nervous system [37], activation of prostate cell growth
and proliferation [38]. and obesity [39]. However, our study did nof show variations in
serum insulin levels, which justifies the results of atrophy observed in the prostate.

The high-fat diet intake during pregnancy. lactation and by the offspring in the
postnatal life promotes prostatic atrophy. This morphological remodeling might
compromise prostate secretory activity and contractility, impairing reproductive

function in the adulthood.
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Table 1 - Prostate morphology

Data CciC C/HEF HE/C HE/HE
Epithelium height (pm) 18.98 =097 17.82=1.39 12.50 = 1.92%b 13.14 =185
Acinar area (um?) 136.340 = 11.847 105.398 = 18.5112 75.670 = 7.6712b 90.812 182302
Epithelium Vv (%2) 2021 +560 28.78+5.66 20.54 = 4.65%b 22.10=250
Acinar lumen Vv (%) 3865678 57001595 7043 £ 586 7045=342
Connective tissue Vv (%) 499 =161 354133 201 +1429 128=0512
Smooth muscle cells Vv (%) 770142 400=1.04" 353315010 6.17=0.00

C/C. HE/HF (pups remaimned on the same diet as their mother), C/HF. HF/C (pups had the diet changed). Data are expressed as the mean = 5D.

Differences were assessed by One-Way ANOVA, and post sioc test of Bonferroni, where * vs. C/C group; and ® vs. C/HF group, when P < 0.05
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Figure captions

Fig. 1 Epithelium height. C/C. HE/HF (pups remained on the same diet as their mother),
C/HF. HF/C (pups had the diet changed). Data are expressed as the mean = SD.
Significant differences were assessed using the analysis of variance (ANOVA) and a
subsequent post hoc Bonferroni test. C/C and C/HF preserved their prostatic
histoarchitecture; HE/C and HE/HT presented a lower epithelinm height than the others

groups. H-E staiming, 600=

Fig. 2 Acinar area. C/C, HF/HF (pups remained on the same diet as their mother).
C/HF. HF/C (pups had the diet changed). Data are expressed as the mean = SD.
Significant differences were assessed using the analysis of variance (ANOVA) and a
subsequent post hoc Bonferroni test. C/C preserved its acinar area; C/HF, HE/C and

HE/HF showed a decreased on the acinar area. H-E staining, 200

Fig. 3 Volume density of epithelinm. acinar lumen. connective tissue and smooth
muscle cells. C/C, HF/HF (pups remained on the same diet as their mother). C/HF,
HF/C (pups had the diet changed). Data are expressed as the mean = SD. Significant
differences were assessed using the analysis of variance (ANOWVA) and a subsequent
post hoc Bonferrond test. C/C preserved its volume density of epitheliom, acinar lumen,
connective tissue and smooth muscle cells; C/HF presented a decreased on the volume
density of smooth nmscle cells; HE/C showed a reduction of all parameters studied,
except for the acinar lnumen: HF/HF showed a decreased volume density of connective

tissue. H-E stamning, 200:=
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Table 1 - Prostate morphology

Data CciC C/HF HE/C HEHF
Epithelium height () 1898 =097 17.82=139 12.50 = 1. 92%F 13.14=185%F
Acinar area (um?) 136.340 = 11.847 105308 = 18,5117 T5.670 =7.671b 20812182302
Epithelium Vv (%c) 2021 =560 28.78=5.66 20.54 = 4 65%b 2210=250
Acinar lumen Vv (%) 5865678 57.00=1595 7043 =586 T045=342
Connective tissue Vv (%a) 400161 354133 201=1424 128 =051
Smooth nmscle cells Vv (%) 770142 4.60=1.64° 5531517 6.17=099

C/C, HE/HF (pups remained on the same diet as their mother), C/HF. HF/C (pups had the diet changed). Data are expressed as the mean + SD.
Differences were assessed by One-Way ANOVA. and post hoc test of Bonferroni, where * vs. C/C group; and ® vs. C/HF group. when P = 0.05
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