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RESUMO GERAL

O aumento de tecido adiposo, na obesidade, pode ser associado a alteracdes
fisiologicas, incluindo modificagdes importantes nas concentragbes circulantes de
horménios, inclusive dos hormdénios esteroides sexuais. O epididimo, 6rgdo do
sistema genital masculino, é andrégeno-dependente, portanto, susceptivel a
modificacdes resultantes das alteracfes nas concentracfes de hormonios esteroides
sexuais, as quais podem comprometer suas principais funcdes: transporte,
maturacdo, manutencdo, protecdo e armazenamento dos espermatozoides. O
transporte de agua, no epididimo, é essencial para formar o ambiente luminal
adequado para que as funcdes epididimarias e relativas aos espermatozoides sejam
realizadas; assim, alteragbes das, aquaporinas (AQPs), podem intervir na
homeostase do ducto e, consequentemente, afetar negativamente a fertilidade. O
acumulo de gorduras pode aumentar a temperatura local e alterar as funcdes
epididiméarias e, ainda, influenciar na sintese e secrecdo de citocinas como a
interleucina-6 (IL6), em razdo do estado inflamatério crénico de baixa intensidade
em consequéncia da obesidade. O objetivo este estudo foi avaliar a influéncia da
dieta de cafeteria sobre a morfologia do epitélio de revestimento do ducto
epididiméario de ratos e sobre a expressao de IL6 e de AQPs 1 e 9 no referido
epitélio. As andlises foram realizadas utilizando amostras teciduais do epididimo de
ratos Wistar dos grupos controle (CON, animais alimentados com dieta padréo) e
cafeteria (CAF, animais alimentados com dieta de cafeteria), tratados pelo periodo
experimental de 24 semanas. As amostras foram submetidas a rotina histolégica e
reacoes imunohistoquimicas para analises morfoldégica, morfométrica e da
expressédo de IL6 e AQPs 1 e 9. As andlises evidenciaram uma modificagdo na
distribuicdo celular relativa, com diminuicdo de células basais na regido de corpo
epididimario, e aumento significativo de células halo no segmento inicial, cabeca e

cauda epididimaria dos animais CAF. O diametro luminal e altura epitelial ndo



apresentaram diferengas significativas entre 0s grupos experimentais. Houve
aumento na expressado de IL6 no segmento inicial do epididimo dos animais CAF. A
expressao de AQP1 foi alterada nos animais do grupo CAF, em geral, com maior
expressado nos canais vasculares, principalmente, do segmento inicial e cabeca;
além de maior expressao nas células peritubulares do segmento inicial. A expressao
de AQP9 foi diminuida apenas no segmento inicial do grupo CAF, cuja reatividade
foi média, enquanto a reatividade foi intensa neste segmento dos animais do grupo
CON. Os resultados obtidos indicam que a dieta de cafeteria promoveu alteracbes
segmento-especificas na distribuicdo de células basais e halo e na expressao de IL6
e de AQPs 1 e 9. Estes resultados permitem inferir que o aumento de massa
corporea, induzido por dieta de cafeteria, pode promover alteracbes no ambiente
luminal epididimario com possivel prejuizo das funcdes de transporte, maturacéao,
manuten¢ao, armazenamento e protecdo dos espermatozoides. A fim de esclarecer
a extensdo do prejuizo causado pelas alteracdes resultantes da dieta de cafeteria,
novos estudos tais como alteracbes bioquimicas epididimarias, analises
ultraestruturais dos tipos celulares epididimarios; capacidade reprodutiva e

morfologia e motilidade dos espermatozoides sédo necessarios.

Palavras-chave: Epididimo; inflamacdo; obesidade; aquaporinas, epitélio

epididiméario, interleucina.



GENERAL ABSTRACT

The increase of fat tissue, in obesity, can be associated to physiological alterations,
including important modifications in the concentration of circulating hormones,
including the sexual steroid hormones. The epididymis, organ of the male genital
system, is androgynous-dependent, therefore, susceptible to resulting modifications
of sexual steroids hormones concentrations, which can compromise its main
functions: transport, maturation, maintenance, protection and storage of the
spermatozoids. The water transporting, in the epididymis, is essential to form the
adequate luminal environment so the epididymal and spermatozoid related functions
can happen; thus, alterations in aquaporins (AQPs), may intervene in the
homeostasis of the duct and, consequently, negatively affect fertility. The
accumulation of fat may increase the local temperature and alter the epididymal
functions and, even, influence in the synthesis and secretion of cytokines such as the
interleukin-6 (IL6), due to the chronicle inflammatory estate of low intensity as a
consequence of obesity. The objective of this study was to evaluate the influence of
the cafeteria diet over the morphology of the coating epithelium of the epididymal
duct of rats and about the expression of IL6 and AQPs 1 and 9 in the mentioned
epithelium. The analysis were made using tissue samples of the epididymis of Wistar
rats of the groups control (CON, animals fed with the pattern diet) and cafeteria
(CAF, animals fed with a cafeteria diet) treated throughout the experimental period of
24 weeks. The samples were submitted to a histological routine and
immunohistochemical reactions for morphological, morphometric and the expression
of IL6 and AQPs 1 and 9 analysis. The analysis evidenced a modification in the
relative cellular distribution, with decrease of basal cells in the region of the
epididymal body, and a significant increase of halo cells in the epididymal segments
initial, head and tail of the CAF animals. The luminal diameter and the epithelial

height didn’t show significant differences between the animals. The intense



expression of IL6 in the initial segment of the CAF animals was the outstanding result
for this interleukin. The expression of AQP1 was altered in the CAF group animals, in
general, with bigger expression in the vascular channels, mainly, the initial segment
and the head; besides the bigger expression in the peritubular cells in the initial
segment. The expression of AQP9 was altered only in the initial segment of the CAF
group, which reactivity was average, while the reactivity was intense in this segment
in the animals of the CON group. The results obtained indicate that the cafeteria diet
promoted segment-specific alterations in the distribution of basal cell and halo and
expression of IL6 and AQPs 1 and 9. These results allow us to deduce that the
increase of body mass, induced by a cafeteria diet may promote alterations in the
epididymal luminal environment with possible damage in the transport, maturation,
maintenance, protection and storage of the spermatozoids. In order to enlighten the
extension of the damage caused by the alterations resulting from the cafeteria diet,
new studies such as epididymal biochemical alterations, ultrastructural analysis of
the epididymal cell types and morphology and motility of the spermatozoids are

necessary.

Key-words: Epididymis, inflammation, obesity, aquaporins, epididimal epithelium,
interleukin
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4-INTRODUCAO GERAL

4.1-PROCESSO SAUDE-DOENCA

O ser humano evita, de modo instintivo, coisas que sdo prejudiciais a
saude. Rejeitamos substancias de sabor amargo, alimentos com indicio de
putrefacdo, buscamos protecao contra frio e calor, contra chuva e contra o sol
abrasador. Nao obstante esses comportamentos, adoecemos. A doenca, e
sobretudo, a doenca transmissivel, € um antigo acompanhante da espécie
humana, como revelam pesquisas paleontoldgicas (SCLIAR, 2002).

A doenca ndo pode ser compreendida apenas por meio de medicbes
fisiopatoldgicas, pois quem estabelece o estado da doenca € o sofrimento, a
dor, o prazer, enfim, os valores e sentimentos expressos pelo corpo subjetivo
que adoece (BRETAS; GAMBA, 2006) e, considerando que ela ocorre num
dado ambiente, ALMEIDA FILHO e ROUQUAYROL (2002) enfatizam que o
estado final provocador de uma doenca, € resultado do sinergismo de uma
multiplicidade de fatores politicos, econémicos, sociais, culturais, psicolégicos,
genéticos, bioldgicos, fisicos e quimicos (SCLIAR, 2007). Esta relacionada
também, & histéria do individuo e deste com a sociedade. Ela € uma
perturbacdo experimentada pelo individuo, uma excecéo que o afasta das suas
relacbes vitais que ele estava habitualmente vivendo. Esta experiéncia, da
doenca, relaciona-se ao estado anterior da saude, que estando “esquecida” ou
nao chamando a atencédo impde o estabelecimento de valores padronizados.
Ora, a doenca, entdo, ndo pode existir sem a saude (PALMA, 2000).

O conceito de saude reflete também essa conjuntura social, econémica,
politica e cultural, ou seja, ndo representa a mesma coisa para todas as
pessoas. Dependerd da época, do lugar, da classe social, de valores
individuais, de concepc¢des cientificas, religiosas e filoséficas (SCLIAR, 2007).
Porém, conceituar “saude” é sem duvida uma tarefa ardua, pois os conceitos
aparecem frageis, ndo tdo bem delimitados. GADAMER (1997) compreende
este processo como um mistério. A definicdo tradicional de saude é puramente
negativa, considerada como a simples auséncia de doencas. Visdo puramente

biolégica e médica da questdo da saude, o que certamente ndo se aplica a



uma analise da determinacéo social da mesma. Ja a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (GENEVA, 1986), define saide como um estado de perfeito bem
estar. Uma concepcdo mais positiva, mas com alguns inconvenientes: a
incapacidade de se especificar o objeto que se pretende definir, e o fato de se
postular a saude como um estado ideal de plenitude, nunca atingivel
(TEIXEIRA, 2009).

Muito se tem escrito sobre 0 Processo Saude-Doenca, no entanto, um
novo instrumento intelectual para a apreensao da saude e da doenca deve
levar em conta a distincdo entre a doenca, tal como definida pelo sistema da
assisténcia a saude — e a saude, tal como percebida pelos individuos.
Também, deve incluir a dimensao do bem-estar, um conceito maior, no qual a
contribuicdo da saude ndo € a Unica e nem a mais importante. O sofrimento
experimentado pelas pessoas, suas familias e grupos sociais ndo corresponde
necessariamente a concep¢do de doenca que orienta os provedores da
assisténcia, como os profissionais do Programa Saude da Familia (VIANNA,
2011).

As condi¢des sociais sdo efetivamente base para o padréo sanitario de
um povo, assim como a posicao de cada individuo na sociedade é uma base
da propria saude. Isso se comprova pelo fato de que, ao retrocedermos nas
séries causais dos principais grupos de patologias e agravos daqueles que tém
maior impacto negativo para a saude de diversas sociedades, encontramos
entre os determinantes finais e com grande peso, as condi¢des sociais de vida
(TEIXEIRA, 2009).

Células, tecidos e 6rgdos tém suas funcbes direcionadas em grande
parte pelo determinismo biolégico, um processo que se altera de forma
relativamente lenta: o corpo humano tem o mesmo formato ha milhdes de
anos; a variacdo ocorre ao longo de muito tempo. J& a sociedade é,
relativamente mais dindmica e mais mutavel — as mudancas as vezes ocorrem
sob forma verdadeiramente cataclismica (SCLIAR, 2002). A transformacao da
sociedade resulta em novas condicbes de ser, novas condicbes de sua
existéncia, inclusive psicofisiolégica. A posicao de cada individuo na sociedade
€ a base para a propria saude, pois, pode determinar 0 seu acesso aos meios
produzidos pela humanidade e a realizacdo de suas poténcias naturais dentro

das condicdes e possibilidades do meio social em que vive (TEIXEIRA, 2009).



Paralelamente ao avanco e sofisticacdo da biomedicina, foi sendo
detectada sua impossibilidade de oferecer respostas conclusivas ou
satisfatorias para muitos problemas ou, sobretudo, para os componentes
psicoldgicos ou subjetivos que acompanham, em maior ou menor grau,
qualquer doenca (BARROS, 2002).

Na ultima década, a promoc¢éo da saude tem se constituido num campo
institucional préprio que reivindica para si um conjunto mais ou menos
especifico de acbes. Essas ac¢des buscariam, efetivamente, o incremento da
saude de um universo humano determinado (FLEURY-TEIXEIRA et al., 2008).

Do mesmo modo que as concepg¢des sobre o processo saude-doenca
variam de acordo com o contexto histérico e com a cultura dos individuos, os
conceitos relativos a obesidade variaram ao longo do tempo, assim como a sua
relacdo com o status de saude ou doenca (BARROS FILHO, 2004).

4.2 — A OBESIDADE E SEUS DETERMINANTES SOCIAIS

A obesidade é percebida, interpretada e influenciada pelo sistema social.
Desde a antiguidade existem relatos e figuras de pessoas obesas. Em algumas
sociedades, e até na sociedade ocidental, em alguns periodos, a obesidade
chegou a ser considerado um sinal de saude e beleza (BARROS FILHO, 2004).

A obesidade é uma doenca cronica definida por acamulo excessivo de
gordura em um nivel que compromete a saude dos individuos, porém com
etiologia ndo totalmente esclarecida. Até os anos de 1970, a obesidade era
definida pela referéncia a um "peso ideal", derivado de tabelas elaboradas pela
industria de seguros de vida, e este seria um peso corporal dentro da faixa
ideal de acarretar menor risco de morte prematura (CABALLERO, 2007).
Atualmente, € definida e diagnosticada pelo parametro estipulado pela
Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) — o Body Mass Index (BMI) ou indice
de Massa Corporal (IMC), como é conhecido no Brasil, obtido pelo calculo da
relacdo entre peso corpoéreo (kg) e estatura (m)?2 dos individuos. Através deste
parametro, sdo considerados obesos individuos cujo valor do IMC € superior ou
igual a 30 kg/m? (CONSULTATION, 2000). No entanto, existe consenso na

literatura de que o desenvolvimento da obesidade é causado pela interacdo de



diferentes fatores, o que confere a essa enfermidade uma natureza multifatorial
(PENA; BACALLAO, 2000).

Estudos apontam o ganho excessivo de peso corporal como um
distarbio da solidao e da desvalorizacdo do cuidado nas relacdes interpessoais.
O excesso de ingestdo de alimentos pode ser entendido como uma forma
eficiente de preencher vazios existenciais, tdo comuns na sociedade
mercantilista contemporanea, e esses aspectos ndo podem ser
desconsiderados na conduc¢éo do tratamento (ANJOS, 2006).

A obesidade é decorrente, também, de uma adaptacdo da sociedade ao
processo de modernizacdo e transicdo econdmica que vem ocorrendo no
mundo nas ultimas décadas (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR, 2003). A
globalizacdo, cujo principal pilar é a formacdo de consumidores e centros
comerciais, em substituicdo a formacdo de cidaddos e comunidades, alterou
profundamente os valores, costumes, relacdes com o trabalho, vida familiar e
lazer na sociedade contemporanea (ANJOS, 2006), assim como alterou os
fatores ambientais, que resultam no aumento da prevaléncia dos casos de
sobrepeso e obesidade, entre eles: a diminuicdo progressiva da energia gasta
em atividade de trabalho, no cumprimento dos afazeres domésticos e nas
necessidades diarias, além de promover importantes alteracbes na
industrializacdo da producédo alimenticia, com alimentos altamente palataveis,
gue colaboram para o consumo de dietas ricas em proteinas e gorduras e
baixa em carboidratos complexos. Portanto, existe maior quantidade de
alimentos disponiveis, enquanto que a demanda energética diminuiu
drasticamente. (BOUCHARD; HALPERN; DA COSTA, 2003; ROSINI; SILVA,
MORAES, 2012).

Segundo a OMS (CONSULTATION, 2000), uma reducdo natural no
gasto energético é observada com a modernizagcdo, ocasionando um estilo de
vida mais sedentario, com transporte motorizado e equipamentos
mecanizados, que diminuem o esforco fisico de homens e mulheres, tanto no
trabalho quanto em casa, favorecendo o desenvolvimento da obesidade,
confirmando os dados anteriores. Embora sejam apontados tais aspectos como
determinantes das taxas de obesidade e sobrepeso, a partir da década de 60,
modificacdes nos padrées de morbimortalidade da populacdo vém sendo

objetivamente estudadas e analisadas sob o enfoque dos processos de
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transicdo demografica, transicdo epidemioldgica e de transi¢ao nutricional, com
0 objetivo de identificar os principais fatores que contribuem para o seu
desenvolvimento (MALTA; CEZARIO; MOURA, 2006).

4.3 — OBESIDADE E POLITICAS DE SAUDE

Atualmente no planeta, cerca de 1,6 bilhdo de adultos (idade superior a
15 anos) tém sobrepeso (indice de massa corporal - IMC - entre 25 e 30 kg/m?)
e 400 milhdes estdo obesos (IMC = 30 kg/m?). Estima-se que, em 2015, 2,3
bilhGes de pessoas, em todo o planeta, estardo com sobrepeso e 700 milhdes,
estardo obesas (STOTHARD et al., 2009). Os brasileiros, também estéo
incluidos nestas estimativas, pois tém apresentado indices maiores de aumento
de massa corporal, nos ultimos anos. Dados disponiveis a partir da Pesquisa
de Orcamentos Familiares (POF) (2008-2009), realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (ESTATISTICA, 2010) em parceria
com o Ministério da Saude (MS), mostraram que, em 2008-2009, o excesso de
peso afetava cerca de metade dos homens e mulheres brasileiras. Em relacao
a prevaléncia de déficit de peso, o excesso de peso foi 28 vezes mais
frequente entre os homens e 13 vezes mais frequente entre as mulheres. Tanto
0 sobrepeso quanto a obesidade, aumentaram nas faixas etarias de 45 a 54
anos, entre os homens, e de 55 a 64 anos, entre as mulheres; em faixas etarias
superiores, a obesidade e o sobrepeso declinaram. O excesso de peso foi mais
evidente entre os homens com maior renda (61,8%), enquanto variou pouco
entre as mulheres (45 — 49 %) em todos os grupos de renda (PEGO-
FERNANDES; BIBAS; DEBONI, 2011). Esse fenbmeno € atualmente um dos
maiores desafios para as politicas publicas de saude e exige um modelo de
atencado a saude, pautado na integralidade do individuo e com uma abordagem
centrada na promocao da satude (COUTINHO; GENTIL; TORAL, 2008).

Em seus estudos, GORAN (2001) apresentou dados que proporcionam
forte evidéncia de que niveis mais elevados de IMC durante a infancia podem
favorecer o excesso de peso na vida adulta (OUDE LUTTIKHUIS et al., 2009).
O crescente numero de criancas e adolescentes com excesso de peso e
obesidade é tdo preocupante quanto as taxas de obesidade entre a populacéo

adulta, pelas consequéncias que ocasionam. Maus habitos alimentares,
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especialmente, aqueles que acarretam a obesidade infantil, produzem
problemas de saude imediatos e, também a longo prazo, visto que cerca de 60
% de criangcas obesas sofrem de hipertensdo, hiperlipidemia e/ou
hiperinsulinemia (FREEDMAN et al., 1999).

O cenério epidemiologico brasileiro demonstra que, por forca da
diminuicio em mais de 50% do tamanho da familia economicamente
dependente, e da participagédo crescente da mulher no mercado de trabalho, a
renda per capita do brasileiro aumentou significantemente, principalmente, na
década de 1970 (PATARRA; MONTEIRO, 1995). Porém, a distribuicdo social
da renda ndo melhorou, mantendo-se ou até aumentando o diferencial entre
ricos e pobres, de forma que o Brasil € um dos trés paises mais injustos do
mundo no que se refere a partilha social das riquezas produzidas (IUNES,
1995). Analises realizadas pelo Estudo Nacional da Despesa Familiar (ENDEF,
1974), pela Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutricdo (PNSN, 1989), pela
Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF, 2002-2003) (COUTINHO; GENTIL,;
TORAL, 2008) e pela Pesquisa sobre Padrbes de Vida (PPV, 1997),
apresentaram dados que confirmam a reducdo da desnutricAo em criancas e
aumento de sobrepeso e obesidade em adultos, ou seja, apontam para uma
situacado de “transicdo nutricional”’, caracterizando mudanga nas prevaléncias
de doencas transmissiveis e ndo transmissiveis com diminuicdo e aumento das
mesmas, respectivamente (ANJOS, 2006). A projecdo dos resultados de
estudos efetuados nas ultimas trés décadas € indicativa de um comportamento
claramente epidémico da obesidade, coexistindo na mesma comunidade, e
muitas vezes, no mesmo domicilio, caracteristicas marcantes do processo de
transicdo nutricional que ocorre no Brasil e em outros paises em
desenvolvimento (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003; HAWKES, 2006). Acdes
como os Programas de Apoio Familiar, Fome Zero e Obesidade Zero, devem
ser parte de uma mesma politica que passa por um programa de educacao
nutricional e melhor distribuicdo de renda, para que as familias possam ter
melhor conhecimento e mais acesso aos alimentos de qualidade nutricional
(ANJOS, 2006).

Apesar das consequéncias que acarreta, o problema do
sobrepeso/obesidade ainda ndo tem sido devidamente considerado em nivel

das ac¢bes de saude no Brasil, embora tenha sido enfaticamente valorizado no
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documento sobre a Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricio (SAUDE,
2000). A alta prevaléncia e as comorbidades resultantes da obesidade levam a
imensos custos para os servicos de saude. Os danos acarretados pela
obesidade séo extensos, pois relaciona-se com diferentes enfermidades bem
como, somam-se a prejuizos psicossociais, relacionados a questdo da
discriminagdo dos individuos sob esta condicdo patologica (FERREIRA;
MAGALHAES, 2006) e prejuizos financeiros, uma vez que estima-se que 0S
gastos do MS com atendimentos ambulatoriais e internacdes em funcdo das
doencas cronicas nao transmissiveis alcancem a cifra, aproximada, de R$ 7,5
bilndes por ano (MALTA; CEZARIO; MOURA, 2006) e deste valor, cerca de R$
600 milhdes de reais séao disponibilizados pelo Governo Federal, via Sistema
Unico de Saude (SUS), aos agravos da obesidade, (ANJOS, 2006)
contribuindo para gerar no Brasil, uma sobrecarga do SUS (COUTINHO;
GENTIL; TORAL, 2008).
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5- REVISAO GERAL DE LITERATURA

5.1- A OBESIDADE E DISTURBIOS METABOLICOS

A obesidade e o sobrepeso, doencas integrantes do grupo de
Doencas Crbnicas N&o-Transmissiveis mais frequentes da atualidade, s&o
decorrentes do acumulo excessivo de gordura corporal, em extensédo tal que
acarreta prejuizos a saude de pessoas de todas as idades (POIRIER et al.,
2006; SITORIUS, 1998; TUNC; BAKOS; TREMELLEN, 2010). A etiologia da
obesidade é um processo multifatorial que envolve aspectos ambientais e
genéticos. Atualmente, a obesidade é considerada um problema de saulde
publica mundial (OMS, 1997), pois doencas associadas a ela estdo entre os
principais fatores de morbidade e mortalidade prematura no mundo, e tanto os
paises desenvolvidos como os em desenvolvimento apresentam elevacdo de
sua prevaléncia (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004).

A adiposidade em excesso € um fator de risco para o desenvolvimento
comorbidades, tais como diabetes melittus tipo Il, doencas cardiovasculares e
hipertensao arterial (FOGEL, 1986). A incidéncia de doengas cardiovasculares
e metabdlicas, na populacdo mundial, vem crescendo, e sua prevaléncia em
individuos obesos tem despertado a aten¢cédo de pesquisadores da area médica
(ROSINI; SILVA; MORAES, 2012). Além disso, o excesso de tecido adiposo,
também provoca alteracées metabdlicas como as dislipidemias, a resisténcia a
insulina e distarbios enddcrinos (ROSINI; SILVA; MORAES, 2012; SUBASHINI
et al.,, 2011). O risco de desenvolver cancer, distarbios metabdlicos,
reprodutivos e doencas crbnicas, tais como hipertensdo e doencas cardiacas,
aumenta em homens e mulheres com indices de sobrepeso elevados,
particularmente, naqueles com predominéncia de acimulo de gordura visceral.
A obesidade esta associada com multiplas alteragdes do sistema enddcrino,
incluindo concentragcbes anormais de hormonios circulantes, devido a
alteracbes no padrdo de secrecdo e/ou metabolismo, transporte e/ou acao
hormonal em nivel dos tecidos-alvo, inclusive para horménios esteroides
sexuais que tém suas concentracdes alteradas na obesidade (MAYES;
WATSON, 2004; PASQUALLI, 2006; MAH; WITTERT, 2009).
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5.2 — HORMONIOS ESTEROIDES SEXUAIS, OBESIDADE E REPRODUCAO

O tecido adiposo contribui para regular inGmeras funcdes, tais como,
balanco energético, apetite e ingestdo de alimentos, imunidade, sensibilidade a
insulina, pressdo sanguinea e reproducdo, liberando adipocinas, que tém
efeitos bioldgicos sistémicos e locais, assim o aumento de tecido adiposo pode
ser associado a alteracgdes fisiologicas, incluindo modificacbes importantes nas
concentracdes circulantes de hormonios esteroides sexuais, interferindo, desta
forma, nos processos reprodutivos por diferentes mecanismos, em mulheres e
em homens (FERNANDEZ et al.,, 2011; MAMMI et al.,, 2012; VIGUERAS-
VILLASENOR et al., 2011).

Homens obesos apresentam concentragdes plasmaticas aumentadas
de estr6genos e concentracdes diminuidas biodisponiveis de androgénios,
devido a atividade aumentada da aromatase, fazendo a conversao periférica de
androgénios a estrogénios. Estas evidéncias indicam que ha similaridade
morfofisioloégica entre tipos celulares funcionalmente distintos, tais como os
adipdcitos uniloculares e células de Leydig, que sintetizam testosterona
(CALLE; KAAKS, 2004; HAMMOUD et al., 2008; MAMMI et al., 2012)

O estradiol pode ter efeito direto no testiculo, alterando a
espermatogénese, motilidade e concentragcdo de espermatozoides. Assim, 0
aumento de sua concentracdo, juntamente com a reducdo da concentracao de
testosterona, deve afetar negativamente a producdo e a qualidade dos
espermatozoides (AKINGBEMI, 2005; GOYAL et al., 2003). Os andrégenos
afetam, direta ou indiretamente, todos os compartimentos do corpo e 6rgaos
reprodutivos (ISIDORI et al., 2005), por isso, a deficiéncia de testosterona
frequentemente resulta em perda de libido e disfuncao erétil, que podem ser
facilmente recuperados por terapia de substituicdo de androgeno. A reducao
das concentracdes de testosterona associada a obesidade € acompanhada
pela diminuicdo intratesticular deste hormoénio, alterando espermatozoides e
reduzindo a quantidade dos mesmos em individuos obesos (HAMMOUD et al.,
2008).
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A integridade morfolégica e funcional do epididimo é androgeno-
dependente, de maneira que com a regulacdo androgénica, as células do
epitélio epididimario produzem diferentes proteinas, glicoproteinas, glicolipidios
e fosfolipidios — componentes do fluido luminal necesséario para maturacéo e
sobrevivéncia dos espermatozoides (VIGUERAS-VILLASENOR et al., 2011).
Em pacientes obesos, uma grande quantidade de gordura é depositada no
escroto e esta gordura, ou seus produtos, podem causar estresse oxidativo
(DANDONA et al., 2005; DAVI; FALCO, 2005), oxidando lipidios, aminoacidos
e carboidratos, podendo lesar o DNA por alteracdes diretas no epitélio de
revestimento do epididimo ou nos espermatozoides nele armazenados
(KASTURI; TANNIR; BRANNIGAN, 2008). VIGUERAS-VILLASENOR et al.
(2011) avaliaram os efeitos da obesidade, induzida por dieta hiperlipidica no
epididimo de ratos, e relataram que no epitélio da regido de cabeca dos
animais tratados pela referida dieta, assim como no Iimen, corpos apoptoéticos
estavam presentes, podendo esta ser uma evidéncia de que os defeitos nos
espermatozoides possam ocorrer nesta regido do ducto epididimario.

A relacdo entre a obesidade e 0 sucesso reprodutivo é matéria
complexa, entretanto os efeitos negativos da obesidade na reproducéo humana
sdao amplamente discutidos: atraso para concepcdo espontanea, maior
prevaléncia de infertilidade feminina e masculina, de abortos naturais, pior
resposta aos tratamentos de infertilidade, efeitos sobre o desenvolvimento do
embrido, implantacdo e tamanho fetal, além da maior predisposicdo a
complicagBes obstétricas (BINDER; HANNAN; FLEMING, 2007; GARDNER,
2012; NELSON, 2007; PASQUALI, 2007).

5.3— A DIETA DE CAFETERIA E INFERTILIDADE

STUNKARD (2000) mostrou em seu estudo que a taxa de obesidade
associada a fatores hereditarios ndo é superior a 33%, deduzindo que 66% da
variacdo do IMC é determinado pelo ambiente. Assim, parece correto afirmar
que, mesmo que a obesidade evolua dentro das restricbes genéticas, 0s
determinantes ambientais desempenham um papel predominante no

desenvolvimento desta doenga, portanto, dietas contemporéneas sdo um
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importante fator obesogénico na atualidade, e a obesidade humana,
provavelmente, pode ser resultado desta dieta (ARCHER; MERCER, 2007).

A dieta de cafeteria € composta por alimentos altamente palataveis, tais
como biscoito wafer, salgadinhos comerciais e bolos industrializados,
amendoim torrado, chocolate e refrigerante, e tem como objetivo simular na
alimentacdo de ratos, o tipo de consumo alimentar feito pelas sociedades
modernas, aonde grande parte das refeicGes é feita em cafeterias, lanchonetes
e fastfoods, caracterizando uma ingestédo com alto teor de gordura. Esta dieta,
em animais experimentais, promove um acréscimo de peso corporal total de 30
- 40%, aproximadamente, além de produzir aumento na quantidade de gordura
visceral (CONSULTATION, 2000; FRANCISCHI et al., 1999; MARTIRE et al.,
2013; MONTEIRO et al., 1995; ROLLS; SHIDE, 1992).

Além da obesidade, a dieta de -cafeteria promove em animais
experimentais outras comorbidades como: alteracbes metabdlicas e
bioquimicas em ratos Wistar saudaveis (PEREIRA, 2002; PRADA et al., 2005),
permitindo assim, estudar as consequéncias fisiologicas deste consumo
alimentar. Logo, modelos de roedores obesos por dieta de cafeteria sdo
instrumentos valiosos para avaliar condicdes morfofisiolégicas, e podem
contribuir para a compreensdo das possiveis alteracdes organicas e seus
mecanismos de desenvolvimento, decorrentes da obesidade (LEVIN et al.,
2003ab). Em humanos, estudos sobre a obesidade podem apresentar dados
divergentes, devido aos diferentes estilos de vida e comportamentos individuais
(BAKOS et al., 2011).

MANDENOFF et al. (1986) observaram que em ratos obesos,
alimentados com dieta de cafeteria, houve diminuicdo no numero de
ejaculacbes. Em ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, relatou-
se diminuicdo da motilidade espermatica, das taxas de fertilizacdo, do nimero
de coOpulas e prenhez, bem como aumento nas taxas de danos ao DNA dos
espermatozoides (BAKOS et al., 2011; GHANAYEM et al., 2010). Também foi
relatada apoptose no epitélio epididimario e presenca de corpos apoptoticos no
limen epididimario (VIGUERAS-VILLASENOR et al., 2011). No entanto, ha
poucos estudos abordando os possiveis efeitos da obesidade masculina sobre

a morfologia, elementos sintetizados, secretados ou expressados pelo epitélio
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da via espermética, principalmente do ducto epididimario (BROWN et al., 1993;
FERNANDES et al., 2011; VIGUERAS-VILLASENOR et al., 2011).

5.4 — A VIA ESPERMATICA

O sistema genital masculino é composto pelos testiculos, via
espermatica (rede testicular, ductos eferentes, ductos deferentes, ductos
ejaculatérios e epididimos), glandulas acessorias (préstata, glandulas seminais
e glandulas bulbouretrais) e 6rgdo de cépula (pénis). O testiculo é o 6rgdo
cujas funcdes principais sdo a producdo de espermatozoides
(espermatogénese) e de horménios androgénios (esteroidogénese), enquanto
os epididimos, adjacentes aos testiculos, sdo ductos Unicos altamente
enovelados com funcdo de receber, transportar, proteger, maturar, manter e
estocar os espermatozoides provenientes dos testiculos via ductos eferentes
(ROBAIRE; HERMO, 1988).

O epididimo, em mamiferos, € dividido, anatomicamente, nas regides de
cabeca, corpo e cauda; € um tubulo altamente enovelado, cujo epitélio é
formado por diferentes tipos celulares. Estudos histolégicos permitiram
observar diferencas regionais caracteristicas na estrutura do epitélio
epididimario de véarias espécies de mamiferos, possibilitando estabelecer
segmentos caracterizados, de acordo com o diametro tubular, altura epitelial e
tipo celular predominante no epitélio de revestimento. Assim, estabeleceu-se
uma divisdo do epididimo, com base em critérios histologicos, nas regiées de
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda proximal e distal (Figura 1) (BENOIT,
1926; ROBAIRE; HERMO, 1988; SERRE; ROBAIRE, 1998). Possui
composicdo variada de células por todo seu comprimento, incluindo células
principais, basais, apicais, delgadas, células claras e células halo, responsaveis
por funcdes distintas nesse processo, a cada regido do ducto (SMITHWICK;
YOUNG, 1997; TRANSLER et al.,1998).
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Segmento Inicial |

Ductos eferentes

| Rede
/ ‘| testicular

Testiculo

Cauda proximal
Cauda distal

Figura 1 — Representacdo do testiculo e da via espermatica, mostrando o
tubulo seminifero contorcido, rede testicular, ductos eferentes, regides do

epididimo e ducto deferente.

Fonte: Figura adaptada de Robaire, B., and Hermo, L. [1988]. Efferent ducts, epididymis and
vas deferens structure, functions and their regulation. In The Physiology of Reproduction [E.
Knobil and J. D. Neill, Eds.], pp. 999-1080. Raven Press, New York.

As células principais compdem de 65% a 80% do epitélio epididimario,
distribuidas de maneira segmento-especifica e espécie-especifica, com
morfologia variavel do tipo colunar a cuboide baixa, também dependente do

segmento o qual a célula esta localizada. Estas células realizam sintese,
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secrecdo e absorcdo, por isso sdo responsaveis pela maior quantidade de
proteinas presentes no Ilumen epididimario (ABOUD-HAILA; FAIN-
MAUREL,1984; HERMO et al., 1994; HERMO; ROBAIRE, 1988; TRASLER et
al., 1988).

Células delgadas estao presentes no epitélio do segmento inicial e zona
intermediaria do epididimo, em contato com a membrana basal, localizadas
entre células principais, sendo mais delgadas que estas. Possuem nucleo oval
a esférico na regido apical, com quantidade consideravel de vesiculas
envolvidas no processo de endocitose de proteinas. Acredita-se que as células
delgadas podem ser precursoras de células claras (ADAMALI; HERMO, 1996;
HERMO; ROBAIRE; ORGEBIN-CRIST, 2006; SERRE; ROBAIRE, 1998).

Células apicais foram descritas inicialmente no segmento inicial e zona
intermediaria, embora também ocorram, ocasionalmente, em outros segmentos
do epididimo de ratos em envelhecimento (HERMO; ROBAIRE, 1988; HERMO;
ROBAIRE; ORGEBIN-CRIST, 2006). Este tipo celular tem nudcleo esférico
localizado apicalmente e ndo contacta a membrana basal. As células apicais
podem ser diferenciadas das células principais e delgadas pelo perfil de
expressdo de proteinas; contudo, pouco é conhecido sobre suas funcdes
especificas atribuidas as células apicais (ADAMALI; HERMO, 1996;
HERMO;ROBAIRE;ORGEBIN-CRIST, 2006).

As células claras estdo presentes na regido de cabeca, corpo e cauda
do epididimo de ratos; sdo células largas, com grande quantidade de vesiculas
cobertas, vesiculas nédo-cobertas, endossomos, corpos multivesiculares e
lisossomos em sua regido apical, e uma regiao basal, que além do nudcleo, esta
preenchida com quantidade variavel de inclusdes lipidicas. O contetudo de
organelas endociticas presentes no citoplasma das células claras torna-as
apropriadas para atuarem em atividade endocitica, a qual € maior na cauda do
epididimo (HERMO; ROBAIRE, 2002). Entre os elementos retirados do limen
pelas células claras, pode-se citar o conteddo das gotas citoplasméticas.
Também, atribui-se as células claras a funcéo de acidificacdo do fluido luminal
(DA SILVA, 2007; HERMO; ROBAIRE; ORGEBIN-CRIST, 2006).

Células basais contribuem de 15% a 20% para formar o epitélio
epididimério; tém aspecto hemisférico, localizadas adjacentes a membrana

basal sem, aparentemente, alcancar o limen. Porém, estudos em ratos
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utilizando diferentes marcacdes e metodologias, mostraram que estas células
possuem delgadas projecdes que a ligam com o lumen (SHUM et al., 2008).
Em relacdo a funcdo dessas células, foi sugerido que possam fazer endocitose
de fatores e/ou substancias provenientes dos vasos sanguineos ou das células
principais, auxiliando na resposta imunolégica, e também podem regular as
funcdes das células claras e principais (CHEUNG et al., 2005; HERMO; PAPP,
1996; SHUM et al., 2008)

As células halo sdo pequenas células caracterizadas por apresentar
ndcleo, geralmente circular com pequena margem de citoplasma circundante.
Estas células estdo distribuidas ao longo de toda altura do epitélio, podendo
estar localizadas préximas a membrana basal ou mais préximas ao lumen,
paradas na zona de oclusdo. As células halo possuem quantidade variavel de
granulos densos no citoplasma, e foram descritas como linfécitos ou mondcitos,
podendo atuar como barreia imunolégica no epitélio do ducto epididimario
(DYM; ROMRELL, 1975; WANG; HOLSTEIN, 1983; HERMO; ROBAIRE;
ORGEBIN-CRIST, 2006; TRASLER; HERMO; ROBAIRE, 1988).

[ Epithelium |

_~Principal cell

- Major absorptive
and secretory cells

Halo cell
- Immune functions

Basal cell-

- Not stem cells

- Protective role ~Tight junction

d [ > ‘\
/ ~— “Clear cell
- Takes up luminal components

Apical cell - Role in luminal acidification
- Unknown function

Interstitium
smooth muscle
capillaries

Figura 2 — Esquema representando secc¢ao do ducto epididimario de rato, com

seus tipos celulares.

Fonte: Knobil and Neill's Physiology of Reproduction, 3% Edition, edited by Jimmy D. Neill,
Elsevier, 2006, capitulo 22, O epididimo.
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5.5 —-EPIDIDIMO E AQUAPORINAS

No epididimo, o transporte de agua € essencial para a manutencéo do
ambiente luminal, propiciando condicdes para que haja concentracao,
maturacdo, transporte, protecdo, e armazenamento dos espermatozoides,
funcBes importantes para que espermatozoides integros participem do
processo de reproducdo e fertilidade (DA SILVA et al.,, 2006; JOHNSON;
HOWARDS, 1977; LEVINE; MARSH, 1971). A absorcdo e secrecdo de agua
no epitélio epididimario é intensa, sendo este processo responsavel pela
concentracdo de ions, solutos organicos e proteinas dentro e fora do limen
(HERMO; ROBAIRE; ORGEBIN-CRIST, 2006). Estudos mostraram que 0
aumento da concentracdo de alguns solutos organicos presentes na cabeca e
cauda do epididimo de ratos (HINTON; SETCHELL, 1978; HINTON; WHITE;
SETCHELL, 1980), ndo correspondem, necessariamente, ao aumento na
secrecdo desses solutos, mas unicamente ao movimento de agua, como
acontece com a carnitina e o inositol, indicando os processos de secrecao,
absorcéo e reabsorcédo de agua, como fatores que influem na concentracao de
substancias no lumen do ducto.

Canais proteicos de agua, as aquaporinas (AQPSs), estdo envolvidas no
rapido transporte de fluidos em diferentes epitélios e sdo essenciais para a
regulacdo da homeostase hidrica (AGRE; KOZONO, 2003). Em mamiferos as
AQPs estdo classificadas em dois grupos: aquaporinas, canais altamente
seletivos para transporte de agua (AQPO, AQP1, 2, 4, 5, 6 e 8) e as
aguagliceroporinas, que séo canais de dgua permeaveis também a glicerol,
ureia e outras pequenas moléculas (AQP3, 7, 9 e 10) (DA SILVA et al., 2006;
KING; KOZONO, 2004; ZHANG et al., 2012).

A AQP1 ndo é expressa no epitélio epididimario de ratos, porém foi
mostrada a expressdo desse canal seletivo de agua, nas células endoteliais de
canais vasculares presentes no espaco intersticial do ducto. Essa AQP é
também expressa nas células endoteliais dos canais vasculares dos ductos
eferentes, bem como nas ceélulas néo-ciliadas do epitélio destes
ductos(BADRAN; HERMO, 2002). No espaco intertubular a AQP1 deve

remover a agua e assim manter seu equilibrio neste sitio. A remocao de agua
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do lumen dos ductos eferentes deve concentrar 0os espermatozoides no
segmento inicial do epididimo, afim de prover melhor interagdo da superficie
dos espermatozoides com os produtos de secrecdo das células epiteliais,
especialmente no segmento inicial onde o0s espermatozoides comecam a
adquirir as propriedades de maturacdo (BADRAN; HERMO, 2002).

A AQP9 é expressa no epitélio de todas as regibes do epididimo, e
certamente é a aquaporina mais predominante nesse tecido, com maior
expressdo na membrana apical e estereocilos das células principais do
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do ducto (BADRAN; HERMO, 2002;
DA SILVA et al., 2006). No epididimo, a agua deve ser transportada do lumen
através da AQP9, expressada nas células principais e claras, sendo removida
do espaco intertubular pela AQP1l dos canais vasculares e das células
peritubulares. A remocao de agua do limen do segmento inicial e cabeca deve
concentrar os espermatozoides para aumentar sua capacidade de maturacgao;
na cauda, deve permitir um espaco eficiente para a interacdo da imobilina,
secretada pelas células principais, com 0s espermatozoides estocados neste
segmento (BADRAN; HERMO, 2002; TEIXEIRA et al., 2012).

As AQPs 1 e 9 parecem ser diferencialmente reguladas e expressadas.
A AQP1 nao é regulada nem por androgenos, nem por estrdgenos no ratos,
mas parece ser constitutivamente expressa. Diferentemente, a AQP9 é
regulada por horménios andrégenos na cabeca do epididimo de rato, enquanto
no epitélio dos ductos eferentes € modulada por estrogenos (OLIVEIRA et al.,
2005).

5.6- A OBESIDADE, A INFLAMACAO E O EPIDIDIMO

A Inflamacao é outro fator que pode ser associado a obesidade, ja que
nesta se mantém um estado inflamatério crénico de baixa intensidade. Isso se
deve ao fato do tecido adiposo unilocular produzir uma série de citocinas ou
adipocitocinas que estao envolvidas no processo inflamatério (LOPES, 2007).

A obesidade prejudica a homeostase metabdlica sistémica e, assim,
induz uma resposta de estresse (HOTAMISLIGIL, 2006), o qual é associado ao

desenvolvimento de obesidade e, mais especificadamente, obesidade visceral.
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O estresse cronico induzido por obesidade perturba o balanco entre as funcdes
metabolicas e imunes.

A resposta inflamatéria € uma acgdo biologica a uma variedade de
injarias teciduais, incluindo aquelas mediadas por patdégenos, irritantes,
disfuncéo celular e trauma fisico. Quando bem sucedida, resulta em retencao
inicial da injuria, seguida de maneira ideal por sua remocédo e restauracdo da
homeostase tecidual em um processo chamado de resolugdo. A propria
inflamacé&o € um processo altamente complexo envolvendo a acdo coordenada
de multiplos tipos celulares, residentes e recrutados. Mudancas fisiologicas
resultantes de alteracdes na perfusdo vascular, na permeabilidade e na
produgdo de mediadores locais de inflamacdo (esteroides, citocinas,
qguimocinas, fatores de crescimento e lipidios), promovem o influxo de células
imunes (leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos). Estas células
atuam como efetores e reguladores de inflamacgédo, gerando e liberando
espécies antimicrobiais reativas e enzimas liticas, assim como mediadores
inflamatorios, resultando na fagocitose de patégenos e iniciando o processo de
reparo e remodelacéo tecidual (KARALIS et al., 2009).

A secrecdo de citocinas pro-inflamatérias pelo tecido adiposo pode atuar
como um estimulo crénico adicional para ativagdo do eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal. A secrecdo e a regulacdo destes fatores, por adiposidade
crescente, fundamentam a hip6tese de um processo inflamatorio continuo, de
baixo-grau, durante obesidade (TSUKUMO et al., 2007).

A principal contribuicdo da natureza inflamatéria da obesidade foi a
identificacdo do TNF-a (FEINSTEIN et al., 1993), e da IL-6 (ROTTER;
NAGAEV; SMITH, 2003), citocinas expressadas no tecido adiposo. As citocinas
atuam como moduladores imunes; sdo uma familia complexa de proteinas, de
massa molecular baixa, reguladoras do processo de recrutamento de
leucocitos, importantes no processo inflamatério (GUAZZONE et al., 2009).
Além de citocinas pro-inflamatorias, expressadas no tecido adiposo, por
adipécitos, macrofagos infiltrados ou células estromais, citocinas especificas,
coletivamente chamadas adipocinas, sdo produzidas por adipOcitos e tém
efeitos biolégicos locais (autocrino/paracrino) e sistémicos (endocrino)
(CAPRIO et al., 2001; KERSHAW,; FLIER, 2004). A identificacdo de alteracbes

na expressdo destes fatores, na circulacdo sistémica, de pacientes com
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obesidade, proporcionou mais incentivos para pesquisas sobre 0s mecanismos
gue formam a base da relagdo de desenvolvimento da inflamacéo e obesidade.
Receptores imunes inatos tais como os receptores toll-like (TLR) 4 e TLR2 sdo
expressados no tecido adiposo e tém expressdo induzida em individuos
obesos. Foi descoberto que acidos graxos livres ligam-se aos receptores como
TLR4, que estdo diretamente ligados ao desenvolvimento de inflamagédo em
estados de hiperlipidemia, como no caso da obesidade; a ligacdo dos acidos
graxos ao TRL4 leva a inducéo da cascata de eventos que resulta em ativacéo
do fator do sistema ljBfuclear factor j-light-chain-enhancer of activated B cells
(NfiB) e Jun N-terminal kinase (JNK) e em inducdo, subsequente, de fatores
pro-inflamatérios. Relatos de que camundongos deficientes em TLR4 néo
exibem qualquer sinal de inflamacdo apds obesidade induzida por dieta
(TSUKUMO et al., 2007; DAVIS et al., 2008), suportam o significado deste
processo.

Sabe-se que expressdo de receptores para TNF-a em individuos
obesos é duas vezes maior do que nos ndo-obesos, e ha forte correlacdo entre
a densidade de receptores de TNF-a, com o indice de massa corpérea € com a
circunferéncia abdominal (KERN et al., 1995), além disso, estimulos como
excesso de alimentacdo, principalmente de alimentos ricos em gorduras
saturadas, e influéncias ambientais como estresse crénico, podem somados,
causar aumento de secrecdo de citocinas como Interleucina-1 (IL-1),
Interleucina-6 (IL6) e Fator de Necrose Tumoral- alfa (TNF-a) (PICKUP;
CROOK, 1998).

Ha& duas formas biologicamente ativas do TNF, sendo uma delas a
proteina transmembrana tipo Il de comprimento total, e a outra, uma forma
soluvel resultante de clivagem proteolitica do TNF-a pela enzima conversora de
TNF. Estas formas exercem seus efeitos pela ligacdo aos receptores de TNF
(TNFR1 e TNFR2). O TNFR1 contém um dominio citoplasmatico de morte e
pertence a familia de receptores de morte responsaveis pela transducdo de
sinal de morte induzido por TNF-a através da ativacdo de caspases; sinais de
sobrevivéncia e pro-inflamatorios também podem ser iniciados pela
estimulacdo do TNFR1. Quais tipos de sinais predominam dependem do
balanco de proteinas da adaptacdo intracelular interagindo com o TNFR1
(BLACK, 2002).
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A IL6 €& uma das citocinas mais potentes que promove eventos
inflamatorios diretos de expansdo e ativagdo de células T, diferenciacdo de
células B e inducdo da resposta de fase aguda. As acdes da IL-6 sdo mediadas
pelo receptor (IL-6R), uma glicoproteina de 80 kDa (gp80) e uma subunidade
alfa de IL-6R. Ligacéo de IL6 ao IL-6R leva a homodimerizacédo de gp130, uma
subunidade beta de IL6R, e a ativagdo das vias do sinal de transducéo,
gerando respostas opostas tais como crescimento e diferenciacdo celular ou
apoptose e parada do crescimento (ORITANI et al., 1999; KAMIMURA et al.,
2003).

Em ratos normais, IL6 € produzida pela maior parte das células
somaticas testiculares: macréfagos intersticiais (KERN et al, 1995;
BRYNIARSKI et al.,, 2005), células de Leydig (BOOCKFOR et al., 1994),
células de Sertoli (CUDICINI et al., 1997; RIVAL et al., 2006), células
peritubulares e somaticas (POTASHNIK et al.,, 2005). Os Ultimos autores
demonstraram o envolvimento de gonadotrofinas e testosterona na regulacao
de IL-6 (POTASHNIK et al., 2005).

Inflamacéo e infeccdo dos 6rgdos genitais masculinos sao considerados
importantes fatores etiologicos de infertilidade. Estima-se que 5 — 15 % dos
fatores de infertilidade ou subfertilidade masculina de etiologia conhecida tém
envolvimento inflamatério, infeccioso ou autoimune, que incluem formacéo de
anticorpos antiespermaticos, orquite e epididimite (HEDGER, 2011; SCHUPPE;
MEINHARDT, 2005).

Os efeitos de doencas sobre a reproducdo sdo mais extensivamente
estudados usando lipopolissacarideos (LPS) para induzir inflamacéo sistémica
ou localizada, em animais experimentais (HEDGER, 2011). A observacdo mais
comum é a diminuicdo de producdo de andrégenos pelas células de Leydig,
que pode ser atribuida a efeitos diretos de moléculas especificas de patdégenos
como LPS, bem como moléculas estimuladas por ele, tais como, citocinas pro-
inflamatorias, interleucina - 1B (IL1B) e TNF, espécies reativas ao oxigénio,
oxido nitrico (NO) e corticosteroides em varios niveis do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (HEDGER; HALES, 2006). Além de causar efeitos sobre o
testiculo, com a reducéo na producéo de androgénio, a inflamacéo sistémica,
por esse motivo, tém efeitos negativos sobre a funcdo epididimaria, bem como
sobre a saude geral (LIEW; MEACHEM; HEDGER, 2007).
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Ha relativamente poucos estudos sobre sinalizacéo inflamatéria
no epididimo. RODRIGUES et al. (2008) relataram que administracéo sistémica
de LPS induziu a ativacdo de NfjB e a superregulacdo de varios genes
responsivos a inflamacédo, incluindo IL1B3, no epididimo de rato. Contudo,
expressdo de TLR4 também foi localizada em macrofagos, no estroma
epididiméario, sendo talvez uma resposta do proprio epitélio. Estudos com
administracdo de LPS mostraram que ndo ha alteragbes morfoldgicas
grosseiras do epididimo, mas um aumento de espermatides redondas no limen
epididimario como resultado de liberacéo precoce de células espermatogénicas
(LIEW; MEACHEM; HEDGER, 2007; O'BRYAN et al., 2000). Contudo, muitas
alteracbes funcionais potenciais ndo podem ser facilmente detectaveis em
microscopia de luz e este problema merece melhor esclarecimento. Injecédo de
LPS diretamente na cabeca do epididimo causa aumento na expressao de
IL1B, hiperemia, edema e acumulo de leucdcitos intersticiais, junto com danos
inflamatérios ndo especificos localizados no corpo do epididimo, motilidade
espermatica reduzida e diminuicdo da expressao de varias, defensinas B,

proteinas antimicrobianas produzidas endégenamente (HEDGER, 2011).
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6- OBJETIVOS

6.1- OBJETIVO GERAL

Verificar o impacto da obesidade induzida por dieta de cafeteria sobre o

epididimo da via espermatica de ratos Wistar adultos.

6.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as caracteristicas epiteliais de segmento inicial, cabeca, corpo e
cauda do ducto epididimario de ratos Wistar adultos, com obesidade induzida

por dieta de cafeteria, através de analises morfométricas;

Avaliar, através de reacdes imunohistoquimicas, a expressdao de
citocinas (Interleucina-6) e de aquaporinas (1 e 9), no epitélio do segmento
inicial, cabecga, corpo e cauda do epididimo dos animais, tratados com dieta de
cafeteria.
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8- RESULTADOS

As analises realizadas forneceram: dados de massa corpérea e de
desenvolvimento de obesidade nos grupos experimentais; bem como, dados
morfométricos dos epididimos (diametro luminal e altura epitelial), distribuicéo
relativa dos tipos celulares, e expresséo de IL6, AQPs 1 e 9 nos epididimos dos
animais estudados. Os resultados sdo descritos e apresentados, a seguir, na

forma de artigo cientifico.

50



9- ARTIGO CIENTIFICO

ARTIGO: Obesidade induzida por dieta de cafeteria altera a
expressao de interleucina 6 e de aquaporinas 1 e 9 no
epididimo de ratos Wistar
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Titulo abreviado

Dieta de cafeteria altera IL6 e AQPS 1 e 9 epididimarias

Resumo

A ingestdo de dietas hipercaléricas, como a dieta de cafeteria, pode resultar em
excesso de gordura corporal e modificacdes do sistema enddcrino que alteram as
concentragcbes de hormonios, incluindo esteroides sexuais, podendo afetar a
morfofisiologia de 6érgaos andrégeno-dependentes, como o epididimo. O objetivo deste
estudo foi analisar os efeitos dieta de cafeteria, sobre a morfologia epitelial e
expressao de interleucina 6 (IL6) e aquaporinas (AQPs) 1 e 9 no ducto epididimario de
ratos Wistar. Os segmentos epididimarios dos ratos que receberam dietas padrao
(grupo CON) e de cafeteria (CAF), durante 24 semanas, foram coletados e submetidos
a rotina histologica e reacdes imunohistoquimicas para andlise da expressao de IL6 e
AQPs 1 e 9. As analises mostraram diminuicdo de células basais no corpo

epididimario, e aumento significativo de células halo no segmento inicial, cabeca e
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cauda dos animais CAF. A expressao de IL6 foi maior no segmento inicial dos animais
CAF. A expressdo de AQP1 nas células endoteliais dos canais vasculares aumentou
no segmento inicial e cabeca do epididimo dos animais CAF; houve diminuicdo da
expressdo da AQP9 no segmento inicial dos animais CAF. Os resultados obtidos
indicam que a dieta de cafeteria alterou, de maneira segmento-especifica, a
distribuicdo relativa de células halo e basais, bem como a expresséo de IL6 e AQPs 1
e 9. Tais alteracdes podem prejudicar as principais funcdes epididimarias, alterando o
ambiente luminal no qual os espermatozoides estdo imersos e 0S processos que

levam a sua maturacao.

Introducéo

A dieta de cafeteria € composta por alimentos altamente palataveis, ricos em
gorduras, acuUcar e proteinas, e reproduz experimentalmente a dieta moderna
consumida por grande parte da populacdo de paises desenvolvidos (1). O consumo
desta dieta, associado ao estilo de vida atual, tem contribuido para o aumento de
pessoas com sobrepeso e obesidade (1). A obesidade é um problema epidémico
significante da sociedade moderna e estd associada com numerosos problemas de
saude, incluindo doengas cardiovasculares, hipertenséo, cancer e infertilidade, entre
outros (2). Embora alguns estudos confirmem a relacdo entre aumento de massa
corpérea e infertilidade masculina, outros estudos ndo. Os estudos que mostram a
relacdo entre sobrepeso/obesidade e fertilidade masculina relacionam varios
mecanismos envolvidos (3).

O tecido adiposo pode ser considerado um 6rgdo endécrino que sintetiza e
libera hormdnios e citocinas que podem agir em varias partes do corpo (3); o tecido
adiposo humano produz quantidades elevadas de interleucina 6 (IL6), cerca de 10 a
30% da concentracdo circulante (4). Em condi¢cdes de sobrepeso ou obesidade, as
concentracdes de citocinas e adipocinas podem aumentar e resultar em distarbios da
homeostase (3). As concentracdes circulantes de hormonios, incluindo os esteroides
sexuais, também sdo modificadas pelo aumento de tecido adiposo, que dessa forma
pode interferir nos processos reprodutivos (5).

O epididimo, 6rgdo andrégeno-dependente, é um ducto Unico, altamente
enovelado, constituido por varios tipos celulares (células principais, basais, apicais,
delgadas, células claras e células halo), responsaveis pela criagdo de ambientes
luminais variados ao longo de sua extenséo e tem as fungdes de receber, transportar,
proteger, maturar, manter e estocar os espermatozoides provenientes dos testiculos

via ductos eferentes (6, 7, 8). As integridades funcional e morfolégica do epitélio
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epididimario garantem que sejam produzidas diferentes proteinas, glicoproteinas,
glicolipidios e fosfolipideos que interagem e modificam os espermatozoides que
sofrem maturacdo no limen epididimério (5, 6). O epitélio também regula o processo
de concentracdo dos espermatozoides através da manutencao do ambiente luminal,
controlando o transporte, absorcdo e secre¢do de agua (9, 10). As aquaporinas
(AQPs), canais proteicos de agua, estdo envolvidas no transporte rapido de fluidos em
diferentes epitélios (11), incluindo o epitélio epididimério; assim, as AQPs estdo
envolvidas com o movimento de 4gua que é um passo crucial para o estabelecimento
da fertilidade masculina (9). Alterages das AQPs e do proprio epididimo, que tem um
papel critico na maturacdo dos espermatozoides e em outras func¢des relacionadas,
podem levar diretamente a infertilidade.

A hipétese desse estudo foi que a obesidade, induzida por dieta de cafeteria,
afeta a funcdo epididiméria, alterando a morfologia e expressdo de AQPs e IL6 no
epididimo de ratos Wistar. A distribuicdo dos tipos celulares que constituem o epitélio
epididimario e a morfologia do ducto foram avaliadas, bem como a expresséo de IL6 e

de AQPs 1 e 9 em ratos que receberam dietas controle e de cafeteria.

Material e Métodos

Animais

Ratos Wistar (Rattus norvergicus), com 21 dias de idade, foram separados
aleatoriamente em dois grupos (controle e cafeteria), que passaram a receber as
respectivas dietas pelo periodo de 24 semanas. O grupo controle (CON, n = 7)
recebeu dieta padrao (3,8 kcal/g, com 70% de carboidrato, 20% de proteina e 10% de
gordura) e agua ad libitum. O grupo cafeteria (CAF, n = 7) recebeu dieta de cafeteria
(5,4 kcallg, com 38,5% de carboidratos, 15% de proteinas e 46,5% de gordura) e
refrigerante sem géas e agua. Todos os animais foram mantidos em condi¢cao padrao
de iluminagéo (ciclo claro/escuro, 12/12 horas) e temperatura de 21°C (+/- 1°C). Os
procedimentos experimentais foram aprovados (protocolo 6110/2011) pelo Comité de
Etica na Experimentacdo Animal e Aulas Préaticas (CEEAAP), da Universidade
Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), de acordo com o Conselho Nacional de

Controle de experimentagdo Animal (CONCEA).
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Dados biométricos

Ao final das 24 semanas de experimento, os animais foram pesados e medidos
para obtencdo da massa corporea (g) e do comprimento nasoanal (CNA),
respectivamente. ApOs a morte dos animais, por decapitacdo, realizou-se a coleta e
pesagem das gorduras retroperitonial e perigonadal para calcular a porcentagem
relativa & massa corporea total.

Fixacao, processamento e Inclusao

Apds a morte dos animais, os epididimos foram removidos e reduzidos em
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. As amostras foram fixadas em solucéo de
Methacarn (12) por 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
mantidas em alcool 70 e submetidas a rotina histolégica para inclusdo em Paraplast
Plus™ (Oxford Labware, St. Louis, MO, USA). Secgbes semisseriadas de 5 ym
(LEICA® RM 2245, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Germany) foram

utilizadas para analises morfométricas e imunohistoquimicas.

Analises morfométricas

As analises morfométricas foram realizadas utilizando 15 secces histolégicas,
coradas em hematoxilina/eosina (H/E), de cada segmento de cinco animais de cada
grupo. A andlise da distribuicdo quantitativa dos tipos celulares epiteliais (células
principal, basal, clara, delgada e halo) do epididimo foi realizada pela contagem da
frequéncia em cada seccédo tubular e pela morfometria do diametro luminal e altura
epitelial em ambos os grupos (7). As analises foram realizadas em microscopio de luz
Zeiss Primo Star, utilizando objetiva de 40x (Carl Zeiss Microscopy®, Oberkochen,
Germany).

Imunohistoquimica para deteccédo de IL-6 e AQPs 1 e 9

Para imunolocalizagcdo da citocina inflamatoria IL6, as sec¢des histologicas
foram submetidas a recuperacdo antigénica em micro-ondas com tampé&o citrato de
sédio (10 min). O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com peréxido de
hidrogénio 0,3% em metanol (15 min) ao abrigo de luz, e em seguida, as laminas
foram lavadas com phosphate-buffered saline (PBS), e incubadas em soro de cabra

1% e soro albumina bovino (BSA) 3%, por 1 h, para evitar reagéo inespecifica. Apos,
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as seccles foram incubadas overnight (4°C), com os anticorpos primarios anti-IL6 (1:
200, anti-IL6 antibody, ab6672, Abcam Incorporation). As laminas foram lavadas em
PBS e incubadas com os anticorpos secundarios (polimero): anti- rabbit 1IgG (ref. RMR
622L, lot. 052212, HRP-Polymer), a temperatura ambiente e ao abrigo de luz por 30
minutos. ApOs esse periodo, as laminas foram lavadas com PBS, e reveladas com
diaminobenzidina (DAB) por 50 segundos, para entdo serem contracoradas com
Hematoxilina de Harris.

A imunolocalizacdo de AQPs 1 e 9 foi feita em seccdes histoldgicas
submetidas a recuperagdo antigénica, em tampdao citrato de sédio em micro-ondas
(15 min). Para evitar reagfes inespecificas, realizou-se o bloqueio da peroxidase
endogena em solucado de perdxido de hidrogénio 0,3% em metanol (15 min) ao abrigo
de luz, e em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas em BSA 3%.
Apos, as secgOes foram incubadas overnight em cadmara Umida com os anticorpos
primarios anti-AQP1 (1: 200, Anti-Aquaporin 1, AB2219, Millipoire Inc.) e anti-AQP9
(1:100, Anti-Rat AQP9, Alpha Diagnostic Intl. Inc.) e, em seguida, lavadas em PBS. A
incubacéo foi feita com anticorpo secundario biotinilado (1:70, Anti-Rabbit IgG whole
molecule-Biotin produced in goat, Spruce Street, St. Louis, Missouri-USA), por 1 h a
37° C, seguida de lavagem em PBS para posterior revelacdo com DAB (40 segundos).
As secg¢Oes foram contracoradas com Hematoxilina de Harris.

As imagens foram capturadas em microscopio de luz Zeiss Primo Star (Carl
Zeiss Microscopy® , Oberkochen, Germany ) conectado a camera Axiocam ERc 5S
(Carl Zeiss Microscopy®), e as imagens digitalizadas, analisadas utilizando o software
Image Pré-plus 6.0 — Axiovision 4.8 (Carl Zeiss®).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (DP). A avaliacao
estatistica foi realizada com software GraphPad Prism 5, e utilizou-se o teste T de
Student, e quando f foi significativo, as diferencas entre as médias foram avaliadas
com valor de p corrigido para Mann-Whitney. O nivel de significancia avaliado foi de p
< 0.05.

Resultados

Analise dos Parametros Corporais
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As andlises dos parametros corporais mostraram que 0s animais tratados com
dieta de cafeteria tiveram aumento de massa corporea (33,41%) e massa das
gorduras retroperitoneal (266%) e perigonadal (43,79%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de parametros corporais analisados no grupo CON e grupo CAF, apds 24 semanas de
tratamento com racdo padréo e dieta cafeteria.

Parametros CON (n=7) CAF (n=7)
Massa corpérea (g) 460,944,322 614,9+20,1***
Gordura Retroperitoneal (% de MC) 1,21+0,07 4,44+0,31***
Gordura Perigonadal (% de MC) 1,50+0,11 2,20+0,10%***
Comprimento nasoanal (cm) 24,00+1,00 25,90+1,0

Os valores foram expressos em média + Desvio Padrdo. O n indica o nimero de animais experimentais.
% de MC: porcentagem das gorduras em relacdo a massa corpérea. Diferenca significativa de (*) p<0,05
e (***) p<0,001 — comparado ao grupo CON.

Distribuicéo Celular Relativa

A distribuicao dos tipos celulares do epitélio epididimario € mostrada na figura
1. As células principais sdo o tipo celular predominante no epididimo e ndo ha
diferenca significativa em sua distribuicdo entre os grupos CON e CAF. Nos animais
do grupo CAF, hd aumento das células halo no segmento inicial, corpo e cauda e
diminuicdo das células basais apenas no corpo do epididimo (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito do tratamento de 24 semanas com dieta de cafeteria, na distribuicao celular relativa (%
do total) das células principal, basal, halo, clara e delgada, no segmento inicial (A), cabeca (B), corpo (C)
e cauda (D) epididiméarios de animais CON x CAF. Dados expressos em média + DP. Diferenca
significativa de (**) p<0,01 e (***) p<0,001 — comparado ao grupo CON.

Diametro Luminal e Altura Epitelial

Os resultados obtidos de mensuracdes de didametro luminal (Figura 2) e altura
epitelial (Figura 3) mostram que ndo ha diferencas significativas, entre os grupos CON

e CAF.
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Figura 2 — Didmetro luminal (um) dos segmentos inicial (Si), cabega (C¢), corpo (Co) e cauda (Cd)
epididimarios dos animais dos grupos CON (n=5) e CAF (n=5) ap6s 24 semanas de tratamento. Dados

expressos em média + DP.

Altura epitelial ( um)
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Figura 3 — Altura epitelial (um) dos segmentos inicial (Si), cabeca (C¢), corpo (Co) e cauda (Cd)
epididimarios dos animais dos grupos CON (n=5) e CAF (n=5) ap6s 24 semanas de tratamento. Dados

expressos em média + DP.

Analise histoldgica

As andlises histologicas mostram que ndo h& alteragcbes morfoldgicas

marcantes e generalizadas no epitélio do ducto epididiméario apos tratamento com
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dieta de cafeteria. No entanto, infiltrados de leucécitos, adjacentes aos canais
vasculares da cabeca do epididimo, foram observados nos animais grupo CAF
(Figuras 4B, 4C e 4D); estas caracteristicas ndo ocorrem nos segmento epididimarios
dos animais do grupo CON (Figura 4A).

Figura 4 — Fotomicrografias da cabec¢a do epididimo de ratos Wistar dos grupos CON (A) e CAF (B, C e
D). Sé&o indicados: infiltrados leucocitarios (*) adjacentes aos canais vasculares (V), limen (L), Intersticio
(IT) e células halo (h). H/E. Escala: 50 pm.

Imunohistoquimicade L6 e AQPs 1e 9

A expressao de IL6 no epitélio epididimario € segmento-especifica com
reatividades: forte no segmento inicial do grupo CAF (Figuras 5A e 5B), moderada na
cabeca epididiméria de ambos os grupos (n&o mostrado), forte no corpo (n&o
mostrado) e forte na cauda de ambos os grupos (figuras 5C e 5D) . Maior expressao
de IL6 ocorre nas organelas endociticas das células claras da cauda epididiméria dos
animais CAF, com menor reatividade de tais organelas localizadas apicalmente nas

células claras dos animais CON (Figuras 5C e 5D).
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Figura 5- Fotomicrografias de imunolocalizacdo de IL6 no segmentos inicial e cauda do epididimo de
ratos Wistar, apds 24 semanas de tratamento com ragéo padrao (A e C) e dieta de cafeteria (B e D).
S&o indicados: limen (L), célula principal (P), intersticio (IT) e célula clara (C). Escala: 50 pm.

A AQP1 pode ser imunolocalizada ao longo do intersticio do ducto epididimario
dos animais de ambos os grupos (Tabela 2), sendo que a intensidade de reagéo é
forte nas células endoteliais dos canais vasculares do segmento inicial, cabeca e
corpo dos animais do grupo CAF (Figuras 6B, 6D e 6F) e moderada nos animais do
grupo CON nos mesmos segmentos (Figuras 6A, 6C e 6E), além de fraca na cauda
dos animais de ambos os grupos (Figuras 6G e 6H). Nas células peritubulares, ha
forte intensidade de marcacdo de AQP1 no segmento inicial dos animais do grupo
CAF (Figura 6B) e moderada no referido segmento dos animais grupo CON (Figura
6A), enquanto que na cabeca do epididimo a reatividade é fraca nos animais do grupo

CAF e ausente no grupo CON (Figuras 6D e 6C, respectivamente).

60



61

Figura 6- Fotomicrografias
de imunolocalizacdo da
AQP1 nos segmentos
inicial, cabec¢a, corpo e
cauda do epididimo de
ratos Wistar, apds 24
semanas de tratamento
com racdo padrdo (A, C, E
e G) e dieta de cafeteria
B, D, F e H). Sao
indicados: lamen (L), tnica
albuginea  (TA), célula
principal (P), célula halo (h),
intersticio (IT), célula clara
(C) e a imunolocalizagcao
positiva para AQP1 ( —).
Escala: 50 um
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Tabela 2 — Expresséo de AQP1 e AQP9 no epididimo de animais dos grupos CON e CAF*.

AQP1 AQP9
CON CAF CON CAF
CP CcVv CP CVv P P
Si ++ ++ +++ +++ +++ ++
Cc - ++ -/+ +++ ++ ++
Co - ++ -+ ++ ++ ++
CdP -/+ -+ -+ + ++ ++
CdD -/+ -+ -+ + +++ +++

*A quantidade de sinais é proporcional & intensidade de reagdo imunohistoquimica: (-) auséncia de reacéo, (+)
fraca, (-/+) positiva intermitente, (++) moderada, (+++) intensa. (Si) segmento inicial; (C¢) cabega; (Co) corpo;
(CdP) cauda proximal; (CdD) cauda distal; (CP) células peritubulares; (CV) células endoteliais dos canais
vasculares; (P) células principais do epididimo.

A AQP9 pode ser imunolocalizada nos estereocilios das células epiteliais do ducto
epididimério (Tabela 2), sendo que a intensidade de reacgdo € forte nos estereocilios das
células epiteliais do segmento inicial dos animais do grupo CON (Figura 7A) e fraca nos
estereocilios do referido segmento dos animais do grupo CAF (Figura 7B). Nos demais
segmentos do ducto, ndo foram observadas diferencas significativas de intensidade de

expressao da AQP9 entre os animais dos grupos experimentais (ndo mostrado).
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Figura 7 — Fotomicrografias de imunolocalizagdo da AQP9 no segmento inicial do epididimo de ratos Wistar,
apos 24 semanas de tratamento com ragao padréo (Figura 7A) e dieta de cafeteria (Figura 7B). Sé&o indicados:
limen (L), célula principal (P), célula halo (h), intersticio (IT), estereocilios (E) e a imunolocalizagdo positiva para
AQP9 ( ). Escala: 50 pm.
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Discusséao

No presente estudo, assim como em outros relatos utilizando dietas hipercaléricas (1,
13, 14, 15), pode-se constatar que a dieta de cafeteria € eficiente em produzir aumento da
massa corporea (33,41%). Ratos alimentados com dieta hiperlipidica por um periodo
relativamente longo (180 dias) tiveram aumento de 26% de massa corpérea e apresentaram
perfil metabdlico e funcdo do eixo hipofisario-testicular alterados, indicando que a dieta
hiperlipidica per se pode alterar a funcdo reprodutiva em animais com obesidade induzida
experimentalmente (16). Similarmente, acredita-se que as alteragbes que ocorrem nos
animais alimentados com dieta de cafeteria devem ser consequéncia da dieta e do tempo de
tratamento e, possivelmente, alteram o eixo hipotalamico-hipofisario-testicular, como
estabelecido na literatura (16).

A obesidade causa alteracdes metabolicas, hemodindmicas e hormonais que podem
resultar em efeitos adversos complexos. Anormalidades reprodutivas sdo comuns em
individuos obesos e foi demonstrado que a obesidade altera o eixo reprodutivo em animais
experimentais e humanos (17, 18). Olivares et al. (2010) analisaram os efeitos da obesidade
e relataram alteracbes metabolicas (hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e
dislipidemia) além de diminui¢cdo das concentracdes séricas de testosterona total e LH que
resultaram em hipogonadismo hipogonadotréfico nos animais obesos

O aumento de tecido adiposo resulta em deposi¢do excessiva de gordura no escroto
(gordura perigonadal), coxas e abdome entre outras regides do corpo; distribuicdo que pode
aumentar a temperatura dos testiculos e epididimos (19). O aumento da gordura
perigonadal dos animais CAF (43,79%) é um resultado significativo que deve influenciar a
temperatura do epididimo com possiveis consequéncias no transito ao longo do ducto e no
armazenamento dos espermatozoides. A temperatura € um fator importante para o transito e
manutenc¢do dos espermatozoides no epididimo; Bedford (20, 21) sugeriu que a forga motriz
principal para a formagdo do escroto, evolutivamente, foi a necessidade de localizagéo da
cauda do epididimo em um compartimento de temperatura menor do que a do corpo.
Também foi relatado que o aumento da temperatura do escroto resultou em elevacdo da
frequéncia e da propagacdo da atividade elétrica das células musculares peritubulares,
resultando em aumento significativo da velocidade de transporte ao longo do epididimo e em
efeitos deletérios potenciais sobre a maturacdo e fertilidade dos espermatozoides (22).
Fernandez et al. (23) relataram que os espermatozoides de ratos com obesidade induzida

por dieta hiperlipidica eram de baixa qualidade e com concentragdo alterada,
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provavelmente, devido ao aumento do tempo de transito dos espermatozoides ao longo do
ducto epididimario (23). Por tratar-se de modelo de obesidade induzida por dieta, acredita-se
que a provavel alteracdo, no presente estudo, seja 0 aumento do tempo de transito dos
espermatozoides.

O ducto epididimario é constituido de maneira que seu epitélio pseudoestratificado
propicia microambientes apropriados a maturacdo dos espermatozoides; além das demais
funcdes de protecdo, manutencdo, armazenamento e transporte de espermatozoides (6,
22). Avaliacdes histologicas do epididimo devem ser realizadas para identificar alteracbes
epiteliais e lesdes tais como infiltracéo leucocitica (inflamac&o), tipos celulares aberrantes no
[imen ou auséncia de células claras na cauda epididimaria (26). Os resultados das andlises
morfoldgicas sugerem que a dieta de cafeteria ndo tem efeitos deletérios severos sobre a
morfologia do epitélio epididiméario, uma vez que as alteragbes observadas sao restritas a
algumas regibes do epididimo e podem ser consideradas como sutis, a exemplo do que
Trasler et al. (8) relataram no epitélio epididimario de ratos tratados com ciclofosfamida.
Porém alteragbes marcantes foram observadas no intersticio dos animais do grupo CAF,
caracterizadas pela presenca de grandes infiltrados de leucocitos. Smithwick and Young
(27) relataram presenca de agregados de leucdcitos, adjacentes ao epitélio, e espalhados
no intersticio do epididimo de chimpanzé adulto privado de andrégeno e sugeriram que esta
€ uma evidéncia de resposta inflamatéria aguda. Infiltracao linfocitica focal foi associada
com ativagdo do sistema imune, devido a diminuigdo de testosterona no envelhecimento, e
caracterizada por aumento expressivo do numero de células halo no epididimo de rato
Brown Norway (7). Nesse estudo, Serre e Robaire (7) observaram grupos de células
imunes, dispostas como “trilhas”, saindo dos vasos sanguineos para alcangar o epitélio,
indicativo de migracao ativa de células halo; por isso estes autores sugeriram que as células
halo sdo mondcitos e que uma parte delas, no epididimo, € ativada em macréfagos devido a
diminuicdo de testosterona.

Trasler et al. (8) relataram, pela primeira vez, os efeitos de um tratamento
experimental, utilizando a avaliacdo quantitativa das células epiteliais epididimarias para
andlise morfologica. Estes autores relataram que a contribuicdo relativa das células halo
aumentou na cabeca do epididimo dos animais tratados, diferentemente da observacao feita
no presente estudo, no qual a contribuicéo relativa desta célula aumenta significantemente
no segmento inicial, corpo e cauda do epididimo dos animais do grupo CAF. O relato
supracitado, bem como os resultados obtidos no presente estudo, indicam que a célula halo
€ um parametro confidvel para estudar alteracBes epiteliais do epididimo em diferentes

tratamentos ou condigBes experimentais.
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As células basais podem: atuar como células imunes devido a sua capacidade de
responder a presenca de autoantigenos esperméaticos no lumen (28); fazer endocitose de
fatores derivados do sangue ou das células principais; regular o transporte de eletrélitos e
agua pelas células principais (22, 28). O tratamento com dieta de cafeteria diminui o nUmero
de células basais no corpo do epididimo. Este resultado e as func¢des atribuidas a este tipo
celular suportam a hip6tese que sua diminuicdo pode alterar a fisiologia do epididimo e a
qualidade do contetudo luminal; no entanto, estudos ultraestruturais para analisar as
organelas citoplasmaticas sdo necessarios para confirmar se ha alteracdo das mesmas.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a dieta de cafeteria influencia
a expressdo de IL6 somente no segmento inicial do epididimo, com maior expressdo nos
animais do grupo CAF. N&o foram encontradas, na literatura consultada, referéncias
especificas a expressédo de IL6, nas células do epitélio epididimario, correlacionando a
expressdo desta interleucina e tratamentos experimentais, tais como com dietas
hipercaldricas. Considerando que a obesidade é uma condigdo inflamatoria cronica de baixa
intensidade (4), esperava-se obter resultados mais marcantes de alteracdes da expressao
da IL6 no epididimo dos ratos do grupo CAF. Diferentemente do que ocorre para o testiculo,
hé& relativamente poucos estudos sobre a sinalizacao inflamatéria no epididimo ou os efeitos
da inflamacéo sistémica sobre as fungbes epididimarias. Atribui-se ao epididimo um
privilégio imunoldgico que tem sido pouco estudado; no entanto, evidéncias experimentais
indicam que o epididimo pode ser muito mais susceptivel a inflamacdo com posterior
infiltracdo de leucdcitos do que o testiculo (29). Os resultados de expressédo de IL6 e de
infiltragcdo de leucdcitos, no intersticio, indicam que novos estudos devem ser realizados
para elucidar a relacdo entre sinalizacao inflamatéria e a presenca de elementos celulares
do sistema imune no epididimo, na obesidade.

Os resultados obtidos mostram que o tratamento com dieta de cafeteria altera a
expressao das AQPs 1 e 9. Os resultados da expressado de AQP1, no endotélio dos canais
vasculares e nas células peritubulares do epididimo, sdo concordantes com os relatos da
literatura para o rato e céo (30, 31, 32) e condizentes com a fun¢é@o de remocéao da agua do
intersticio para os vasos, ap0s ser absorvida do limen (30, 31, 32). No entanto, a maior
reatividade desta AQP no epididimo dos animais do grupo CAF deve ser destacada.
Condicdes experimentais como ingestdo de &lcool por ratos UChA e UChB (bebedores
voluntérios de etanol) resultaram em alteracdo da expressdo de AQPs com maior
reatividade de AQP1 (33). Oliveira et al. (34) relataram que castracao, ligacdo ou tratamento
com antiestrogenos, em ratos, induziu aumento da expressdo de AQP1 no tecido peritubular

do segmento inicial do epididimo. Enquanto ndo houve alteracdo da expressao de AQP1 no
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epididimo de ratos submetidos a subnutricdo (35). Nao é possivel inferir como o tratamento
com dieta de cafeteria influencia a expressdo de AQP1 no epididimo de ratos. Sabe-se que
expressao desta AQP nao é regulada por androgenos ou estrogenos no trato reprodutivo
masculino mas parece ser constitutivamente expressa (32, 34). Dessa forma outros estudos
sd80 necessarios para esclarecer a alteracao da expressdo da AQP1 em ratos tratados com
dieta de cafeteria.

A expressdo da AQP9 no epitélio do epididimo, no presente estudo, € concordante
com relatos para ratos (30, 37), cdo (31), morcego (36) e equino (38). O tratamento com
dieta de cafeteria altera a expressao da AQP9, apenas no segmento inicial, com diminui¢ao
de sua expressao. A expressdo de AQP9 diminuiu, acentuadamente, no corpo e cauda do
epididimo de ratos subnutridos (35) e, também, no corpo do epididimo de ratos UChB e
cauda epididimaria de ratos UChA e UChB (33). Embora a regulacdo da expressdo da
AQP9 seja complexa (34), acredita-se que a diminuicdo de sua expressdo, no segmento
inicial, possa estar relacionada com o periodo de ingestdo da dieta de cafeteria, 0
consequente aumento de massa corporea (33,41%) e concomitante alteragdo das
concentracdes de androgenos. Obesidade induzida por dieta hiperlipidica, em ratos Wistar,
provocou alteracdo do perfil metabdlico e da funcdo do eixo hipofisario-testicular com
consequéncias diretas sobre as concentra¢gdes de testosterona (18).

A regulacdo da expressdo da AQP9 é complexa porque em diferentes condicbes
experimentais, tais como orquidectomia, ligacdo dos ductos eferentes e reposicdo com
diidrotestosterona, houve alteracdo da sua expressdo sugerindo que sua regulacdo, no
segmento inicial, pode ser feita por testosterona e fatores luminais (30), diidrotestosterona
(33) ou envolver maior complexidade (36) do que previamente relatada (30, 34). Ndo nos
parece improvavel que os resultados obtidos no presente estudo, sdo em parte
consequéncia da alteragdo hormonal resultante da dieta de cafeteria. No entanto, em face
da diversidade de relatos sobre a regulagédo da expressao da AQP9, novos estudos devem
ser desenvolvidos.

Os resultados mostram que o aumento de massa corpérea, induzido por dieta de
cafeteria, provoca as seguintes modificacdes segmento-especificas no ducto epididimario: i)
alteracdo da distribuicdo de células basais e halo; ii) infiltracdo de leucdcitos no intersticio;
iii) alteracdo das expressbes de IL6 e AQPs1 e 9. Tais alteracdes devem influenciar o
ambiente luminal e interferir nas funcdes de receber, transportar, maturar, manter, proteger
e armazenar os espermatozoides; assim, sugere-se que a obesidade prejudica 0s processos
reprodutivos mais por aumentar a predisposicdo para problemas de fertilidade do que por

causar infertilidade. Desta maneira, novos estudos sao necessarios para investigar a relacédo
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das alteracbes resultantes da obesidade causada por dieta de cafeteria e a
fertilidade/infertilidade masculina.
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