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RESUMO  

 
Distúrbios no ambiente intrauterino afetam o metabolismo fetal e a vida subsequente da prole. 

Estudos mostram que dietas ricas em gordura podem ter impacto negativo sobre os parâmetros 

reprodutivos masculinos, enquanto que o consumo da curcumina, que é um polifenol com potencial 

indutor de mudanças epigenéticas e múltiplas atividades funcionais, pode ter um impacto positivo na 

saúde. Assim, este estudo avaliou se o consumo materno de dieta rica em banha leva a alterações 

reprodutivas e metabólicas na prole masculina de ratas e se a curcumina interfere nessa programação 

do desenvolvimento. Foram utilizados ratos machos Wistar (12 semanas de idade) divididos, segundo 

o regime e suplementação alimentar das mães, nos grupos: C (controle) – dieta padrão para roedores; 

L - dieta rica em banha de porco (31% de banha); O - dieta padrão e suplementação com óleo de milho 

(0,1ml/100 g de peso corporal – veículo de diluição); Cm - dieta padrão e suplementação com óleo de 

milho contendo 100mg/kg de curcumina; LCm - dieta rica em banha e suplementação com óleo de 

milho/curcumina. O regime alimentar das mães iniciou-se na 8ª semana de vida, prosseguiu até a 12ª, 

quando foram acasaladas com ratos machos alimentados com dieta padrão, e prosseguiu até o 

desmame dos filhotes (21 dias de idade). O óleo de milho contendo ou não a curcumina foi 

administrado via gavagem dia sim, dia não por todo esse período. Foram avaliados os parâmetros 

biométricos e metabólicos das mães, ao desmame, e da prole. Para a prole foram realizadas contagens 

espermáticas, análise da motilidade espermática e de marcadores de estresse oxidativo do testículo. Os 

dados obtidos permitem concluir que o excesso de lipídios saturados na dieta materna durante a 

gestação/lactação não altera a produção e reserva espermática, nem causa prejuízos metabólicos na 

prole, mas prejudica a motilidade espermática. A suplementação alimentar das mães com pequenas 

doses de óleo de milho, durante esse período, foi ainda mais prejudicial para a motilidade de 

espermatozoides da prole. A curcumina evita os prejuízos da motilidade espermática causados na prole 

pelo consumo de dieta rica em banha e pela suplementação com óleo de milho e este fato pode estar 

relacionado à preservação do metabolismo lipídico e da defesa antioxidante testicular. 

Adicionalmente, analisamos se houve alterações na glândula adrenal nos grupos C, L e O. O peso 

absoluto das adrenais foi maior no grupo em que as mães ingeriram a dieta rica em banha, do que em 

C e O. Houve aumento no comprimento de área das três zonas da adrenal no grupo L, quando 

comparados aos grupos C e O, enquanto que o grupo O teve aumento da zona glomerular e diminuição 

da zona reticular, em relação a C e L. Como não houve variação do nível sérico de corticosterona entre 

os grupos, serão necessárias novas análises para concluir sobre os efeitos da dieta materna rica em 

banha ou da suplementação com óleo de milho, durante a gestação e lactação, na adrenal da prole 

masculina. 

 

v 
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ABSTRACT 

 

Disturbances in the intrauterine environment affect fetal metabolism and subsequent 

offspring's life. Studies show that diets high in fat can have a negative impact on male 

reproductive parameters, while consumption of curcumin, which is a polyphenol with the 

potential to induce epigenetic changes and multiple functional activities, can have a positive 

impact on health. So, this study evaluated whether the maternal consumption of consumption of a 

lard enriched diet leads to reproductive and metabolic changes in male rat offspring and whether 

curcumin interferes with this developmental programming. Male Wistar rats (12 weeks of age) 

were divided according to the mothers’ diet and supplementation (gestation and lactation) in C — 

balanced diet for rodents (standard diet); L — lard enriched diet (31% of lard); O — standard diet 

supplemented with corn oil as dilution vehicle (0.1ml/100g body weight, every other day); Cm — 

standard diet supplemented with corn oil containing curcumin (100mg / kg body weight every 

other day); and LCm — lard-enriched diet supplemented with corn oil/curcumin. Mothers' diet 

began at week 8, continued until week 12, when they were mated with standard-fed male rats, and 

continued until weaning (21 days old). Corn oil containing or not curcumin was administered via 

gavage every other day. Biometric and metabolic parameters of mothers, at weaning, and of 

offspring were evaluated. For the offspring, in addition to the testicular and epididymal weight, 

sperm counts, analysis of sperm motility and testicular oxidative stress markers were performed. 

Data obtained led us to conclude that excessive saturated lipids in the maternal diet during 

gestation/lactation does not alter sperm production and reserve, nor cause metabolic damage to the 

offspring, yet impair sperm motility. Dietary supplementation of mothers with small doses of corn 

oil, during this period, was even more detrimental to the sperm motility of the offspring. 

Curcumin prevents damage to sperm motility caused on offspring by maternal intake of a lard 

enriched diet and supplementation with corn oil and this fact may be related to the preservation of 

lipid metabolism and testicular antioxidant defense. Additionally, we analyzed whether there 

were changes in the adrenal gland in groups C, L and O. The absolute weight of the adrenals 

was higher in the group in which the mothers were subjected to the high fat diet, than in C and O 

groups. There was an increase in the length of area of the three adrenal zones in group L when 

compared to C and O groups, while O group had increased glomerular zone and decreased 

reticular zone, in relation to C and L. As there was no variation in the serum level of 

corticosterone among groups, new analyzes will be necessary to conclude on the effects of the 

maternal lard enriched diet or the supplementation with corn oil, during pregnancy and 

lactation, on the adrenal of the male offspring. 

 

v 
v 

v 
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I. INTRODUÇÃO 

Espermatogênese e programação do desenvolvimento   

O desenvolvimento testicular requer a proliferação e a diferenciação das células de 

Sertoli, das células de Leydig e das células germinativas (Orth, 1982; Boulogne et al., 1999; 

Mendi-Handagama e Ariyaratne, 2001). As células de Sertoli estão localizadas no interior dos 

túbulos seminíferos e apresentam estrutura complexa, onde há uma íntima associação entre 

seu citoplasma e os diversos tipos de células germinativas do epitélio seminífero (Russel, 

1993). Esta associação entre célula germinativa-célula de Sertoli constitui o que 

denominamos de ciclo do epitélio seminífero, que possui divisão em estádios, cuja quantidade 

varia entre as espécies e são definidos pelas características morfológicas das espermátides 

presente em cada um (Leblond e Clermont, 1952). O ciclo do epitélio seminífero do 

camundongo possui 12 estádios, o do rato 14 e o do humano 6 (Russel et al., 1990). As 

células de Sertoli maduras são terminalmente diferenciadas e perdem a capacidade 

proliferativa (Solari e Fritz, 1978; Sharpe et al., 2003). Na maioria das espécies, essas células 

passam por duas etapas de proliferação, uma no período fetal ou neonatal e outra na 

puberdade, mas em roedores estes períodos se sobrepõem, e assim toda a proliferação ocorre 

no período fetal e neonatal (Sharpe et al., 2003). O número de células germinativas que cada 

célula de Sertoli suporta é fixo para a espécie, assim, a quantidade de células de Sertoli no 

testículo determinará o número de espermatozoides produzidos na vida adulta (Orth et al., 

1988; Russell et al., 1990; Sharpe et al., 2003). As células de Leydig estão envolvidas na 

secreção de androgênios, principalmente a testosterona, e se encontram localizadas no tecido 

intersticial, que também contém vasos sanguíneos e linfáticos, essenciais para o transporte de 

hormônios e nutrientes dentro e fora do testículo (Christensen, 1975). Sabe-se que a 

diferenciação da população de células de Leydig adulta inicia-se durante o período pré-

puberal, sendo regulada por diversos fatores ao longo do seu desenvolvimento, os quais são 

susceptíveis às perturbações no eixo hipotálamo-hipófise-gônada e na sinalização parácrina 

(Mendis-Handagama e Ariyaratne, 2001; Haider, 2004; Wu et al., 2007). 

 A espermatogênese é um processo complexo e bem organizado de diferenciação 

celular responsável pela formação dos espermatozoides a partir de células germinativas 

primordiais, as espermatogônias, que permanecem quiescentes nos túbulos seminíferos até a 

puberdade (Guraya, 1987). A diferenciação testicular e eventos como a proliferação das 
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células de Sertoli e proliferação e diferenciação das células germinativas fetais ocorrem 

durante o período fetal e são de suma importância para que haja sucesso na espermatogênese, 

a qual se inicia a partir da puberdade (Sharpe et al., 2010). Perturbações, como o impacto 

ambiental e os fatores do estilo de vida materno, durante o período fetal, podem afetar a 

qualidade da espermatogênese na vida adulta da prole (Fig. 1) (Sharpe et al., 2010).  

 

Fig 1. Fases do desenvolvimento e função dos testículos nos quais fatores ambientais / estilo 

de vida podem causar um impacto negativo na espermatogênese e na contagem de 

espermatozoides em homens. Figura retirada e modificada de Sharpe et al. (2010). 

 

Existem evidências crescentes de que distúrbios no metabolismo materno e no 

ambiente intrauterino afetam o metabolismo fetal e a vida subsequente da prole. Vários 

estudos indicam que os efeitos epigenéticos induzidos durante o período perinatal produzem 

adaptações persistentes na estrutura, fisiologia e metabolismo de diversos órgãos (Armitage et 

al., 2005; Symonds, 2007; White et al., 2009). Esse processo, segundo o qual um estímulo 

agudo ou crônico durante a gestação ou no período perinatal estabelece uma resposta 

permanente que pode prejudicar o funcionamento de certos sistemas, é conhecido como 

programação do desenvolvimento (Symonds e Budge, 2009).  
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Um aspecto importante que atinge a programação do desenvolvimento é o estado 

nutricional da mãe e engloba fatores como o consumo alimentar materno, o fluxo sanguíneo 

para a placenta e útero, assim como a expressão dos genes fetais (Kwon e Kim, 2017). Para 

entender os mecanismos subjacentes à programação do desenvolvimento, vários modelos 

animais em que o ambiente hormonal e metabólico pré ou peri-natal é alterado por meio de 

mudanças no estado nutricional materno vêm sendo utilizados (Armitage et al., 2005; 

Férézou-Viala et al., 2007; Tamashiro et al., 2009; White et al., 2009). Estudos clínicos 

também sugerem que a obesidade materna e o diabetes gestacional podem predispor o feto a 

desenvolver síndrome metabólica ao longo da vida (Ramsay et al., 2002; Gluckman e Hanson, 

2004). As evidências acumuladas até o momento indicam que os hormônios perinatais, 

particularmente insulina e leptina, representam sinais chaves que programam o 

desenvolvimento e a função do hipotálamo e exercem efeitos duradouros sobre a regulação do 

peso corporal e da homeostase da glicose (Bouret, 2009). A exposição fetal aos níveis de 

ácidos graxos livres da mãe pode induzir estresse no retículo endoplasmático e inflamação, 

com um aumento subsequente das citocinas locais no hipotálamo (Mighiu et al., 2012; Thaler 

et al., 2012; Milanski et al., 2012).  

Dieta rica em lipídios e seus efeitos 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, cerca de 39% dos adultos de todo o 

mundo (maiores de 18 anos) estavam acima do peso e 18% das crianças e adolescentes (de 5 a 

19 anos) estavam com sobrepeso ou obesas em 2016 (WHO, 2019). Além de a obesidade 

estar intimamente ligada a doenças como diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares e certos 

tipos de câncer (Guh, 2009), também há vários relatos sobre seus efeitos negativos na função 

reprodutiva (Hajer et al., 2008; Hammoud et al., 2008; Kasturi et al., 2008). Os níveis 

lipídicos maternos podem influenciar no desenvolvimento do tecido adiposo (Amri et al., 

1994; Taylor e Poston, 2007). Em um estudo com humanos, verificou-se que mães com 

sobrepeso e obesidade e mães com níveis de ácidos graxos livres pronunciados durante o 

início da gravidez foram mais propensas a ter filhos com excesso de peso ou obesidade na 

idade de 5-6 anos (Gademan, 2014). Assim, as perturbações na diferenciação dos adipócitos 

podem ter consequências ao longo da vida sobre a adiposidade da prole e sobre alguns órgãos. 

A obesidade masculina em humanos na idade adulta pode causar alterações nos 

parâmetros seminais, especialmente na concentração e na contagem total de espermatozoides, 

na morfologia espermática e na fragmentação do DNA (Kort et al., 2006; MacDonald et al., 

2010), e pode levar ao aumento nas taxas de infertilidade (Guzick et al., 2001; Kort et al., 
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2006). Tais efeitos adversos são direcionados por vários mecanismos, mas geralmente 

envolvem alterações do eixo hipotálamo-hipófise-gônada (Pasquali et al., 2007; Hammoud et 

al., 2008; Kasturi et al., 2008). Homens obesos apresentam um perfil hormonal específico 

caracterizado por hipogonadotrofia, hipotestosteronemia e hiperestrogenemia, devido à 

diminuição dos níveis de gonadotrofinas, das proteínas de ligação dos hormônios sexuais 

(SHBG- “sexual hormone binding globulins”) e consequente redução da síntese e secreção de 

testosterona, além do aumento dos níveis de estrógeno (Stellato et al., 2000). Um estudo 

baseado em um modelo experimental com indução de obesidade por dieta hiperlipídica 

mostrou que esse distúrbio pode afetar a qualidade dos espermatozoides de ratos machos, 

reduzindo a motilidade dos mesmos, sem afetar outros parâmetros (Fernandez et al., 2011). 

Nesse caso, a baixa qualidade dos espermatozoides causou uma pequena redução no potencial 

de fertilidade, mostrando que a obesidade pode levar à diminuição na fertilidade masculina 

(Fernandez et al., 2011). Em outro trabalho com ratos machos induzidos à obesidade por 

glutamato no período neonatal houve diminuição da produção de espermatozoides e da 

reserva espermática na idade adulta, além de ter causado uma aceleração do tempo de trânsito 

dos espermatozoides, o que pode ter implicações para a qualidade do sêmen (Fernandes et al., 

2012). Reame et al (2014) constataram a redução do número de espermátides por testículo, da 

produção diária de espermatozoides (DSP) e da reserva espermática em ratos adultos, filhos 

de mães obesas que foram alimentadas com dieta rica em lipídios insaturados, durante a 

gestação e a lactação, além de reduzir o nível sérico de testosterona e aumentar o nível sérico 

de leptina nos mesmos. 

Curcumina e suas propriedades 

Os componentes da dieta também podem ter um impacto positivo na saúde, como é o 

caso de alimentos implicados na redução dos níveis de colesterol. Um desses produtos 

alimentares cujas propriedades terapêuticas vêm sendo crescentemente investigadas é a 

curcumina, um tempero indiano usado como conservante, corante alimentar e em fitoterapia 

(Maheshwari et al., 2006). A curcumina é obtida a partir do rizoma da Curcuma longa, 

também conhecido como açafrão-da-Índia (Ammon e Wahl, 1991). A curcumina tem 

atividade antioxidante e anti-inflamatória, melhora a cicatrização de feridas, modula a 

angiogênese, tem efeitos anti-câncer (Maheshwari et al., 2006) e ação hipocolesterolêmica 

(Maithilikarpagaselvi et al., 2016a).  A curcumina pode atuar como um inibidor das ciclo-

oxigenases e lipoxigenases (Huang et al., 1997; Joe e Lokesh, 1997). As enzimas 

lipoxigenases catalisam a adição de oxigênio molecular aos ácidos graxos polinsaturados 
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(Axelrod et al., 1981) e a produção de leucotrienos e lipoxinas, que medeiam respostas 

alérgicas e inflamatórias (Samuelsson et al., 1987). Há indícios de que a curcumina, ou um 

produto de degradação da própria, pode ligar-se à cavidade central do sítio ativo de 

lipoxigenases, atuando como um inibidor competitivo (Began et al., 1998) ou como um 

substrato (Skrzypczak- Jankun et al., 2000), porém os mecanismos moleculares para a sua 

inibição não são bem compreendidos.  

O tratamento com curcumina em ratos Wistar com hiperlipidemia e esteatose hepática, 

induzidas por dieta rica em frutose, melhorou o metabolismo lipídico e reduziu a esteatose 

hepática e a obesidade, devido à redução da expressão de enzimas lipogênicas ATP citrato-

liase (ACLY), acetil-CoA carboxilase (ACC) e ácido graxo sintase (FAS) e da modulação de 

fatores de transcrição do receptor x do fígado tipo α (LXR-α) e proteína 1C ligadora do 

elemento regulatório de esterol (SREBP-1c) (Maithilikarpagaselvi et al., 2016a). Estes 

mesmos autores, utilizando esse mesmo modelo experimental, verificaram que a curcumina 

atenua a intolerância à glicose e a resistência à insulina, devido aos seus efeitos antioxidantes 

e anti-inflamatórios (Maithilikarpagaselvi et al., 2016b). Ainda como exemplos de atividade 

antioxidante, foi verificado em ratos Wistar que a ingestão de kolaviron (um biflavonoide das 

sementes de Garcinia kola) e curcumina protegem contra danos oxidativos testiculares 

induzidos pelo di-n-butil ftalato (Farombi et al., 2007). A curcumina atenuou os danos 

teciduais, a morte apoptótica de células germinativas e o estresse oxidativo causado no 

testículo de ratos pelo diabetes induzido por estreptozotocina (Kanter et al., 2013). 

Embora dados da literatura indiquem um papel positivo da curcumina, ainda existem 

muitas discrepâncias na indicação do seu uso com relação a dose e efeitos (Glombik et al., 

2014), pois é uma substância pleiotrópica, com a capacidade de interagir com vários alvos e 

exercer seus efeitos através de vários mecanismos de ação (Segovia et al., 2014). A curcumina 

tem pouca biodisponibilidade (Segovia et al., 2014) e uma das dosagens comumente 

utilizadas em estudos é de 100mg/kg do peso corporal (Sharma e Singh, 2010; Kanter et al., 

2013; Lonare et al., 2015). Devido à sua natureza lipofílica, geralmente é administrada em 

veículos oleosos (Segovia et al., 2014). Um dos principais veículos diluidores de substâncias 

lipofílicas a serem administradas em modelos animais é o óleo de milho (Lonare et al., 2015; 

Negrin et al., 2018). Contudo, os componentes desses veículos também podem interferir nos 

tratamentos utilizados (Negrin et al., 2018), assim, essa interferência no metabolismo/ação da 

curcumina também merece ser investigada,. 
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II. OBJETIVO 

 

O presente estudo avaliou se o consumo materno de dieta rica em banha leva a 

alterações reprodutivas e metabólicas na prole masculina de ratas e se a curcumina interfere 

nessa programação do desenvolvimento.  

 

III. RESULTADOS  

 

 Os resultados do presente trabalho originaram um manuscrito que foi submetido à 

revista “Nutrition” e futuramente iremos elaborar outro manuscrito baseado nos achados sobre 

a glândula adrenal. 
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RESUMO  

 

Distúrbios no ambiente intrauterino afetam o metabolismo fetal e a vida subsequente da prole. 

Dados recentes mostraram que a obesidade associada ao excesso de lipídios insaturados na 

dieta materna durante a gestação e lactação reduz a produção espermática da prole de ratos na 

idade adulta, sendo assim se torna relevante investigar a ação de lipídios saturados na dieta 

materna durante os mesmos períodos. A curcumina é um polifenol com reconhecido potencial 

indutor de mudanças epigenéticas e múltiplas atividades funcionais, incluindo a modulação do 

metabolismo lipídico. Este estudo avaliou se o consumo materno de dieta rica em banha leva 

a alterações reprodutivas e metabólicas na prole masculina de ratas e se a curcumina interfere 

nessa programação do desenvolvimento. Foram utilizados ratos machos Wistar (12 semanas 

de idade) divididos, segundo o regime e suplementação alimentar das mães (gestação e 

lactação), nos grupos: C – alimentadas com dieta padrão para roedores; L - alimentadas com 

dieta rica em banha de porco  (31% de banha de porco);  O - alimentadas com dieta padrão e 

suplementadas com óleo de milho via gavagem (0,1ml/100 g de peso corporal);  Cm - 

alimentadas com dieta padrão e suplementadas com óleo de milho contendo 100mg/kg de 

curcumina; LCm  - alimentadas com dieta rica em banha e suplementadas com óleo de 

milho/curcumina. Os dados obtidos permitem concluir que o excesso de lipídios saturados na 

dieta materna durante a gestação/lactação não altera a produção e reserva espermática, nem 

causa prejuízos metabólicos na prole, mas prejudica a motilidade espermática. A 

suplementação alimentar das mães com óleo de milho, foi ainda mais prejudicial para o 

testículo e para a motilidade de espermatozoides da prole do que o consumo materno de 

banha. A curcumina evita os prejuízos da motilidade espermática causados na prole pelo 

consumo de dieta rica em banha e pela suplementação com óleo de milho e esta melhora está 

relacionada à preservação do metabolismo lipídico e da defesa antioxidante testicular.  
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INTRODUÇÃO 

 

A nutrição materna pode produzir adaptações persistentes na estrutura, fisiologia e 

metabolismo de diversos órgãos, um processo conhecido como programação do 

desenvolvimento [1–3]. A dieta materna rica em gordura durante a gestação pode levar a 

mudanças estruturais do hipotálamo, prejudicar a sinalização de insulina e leptina [4] e levar à 

obesidade e prejuízos na homeostase de glicose [5]. A obesidade materna e o diabetes 

gestacional também podem predispor o feto a síndrome metabólica e obesidade ao longo da 

vida [6–9]. Além disso, a exposição fetal a altos níveis de ácidos graxos livres da mãe pode 

induzir estresse no retículo endoplasmático e inflamação, com um aumento subsequente das 

citocinas locais no hipotálamo [10–12]. Portanto, existe um interesse crescente na 

“developmental origins of health and disease” e os mecanismos epigenéticos pelos quais a 

nutrição materna as propicia, em especial no que se refere à programação da adiposidade e do 

metabolismo lipídico [13–15]. Em contraste, as informações sobre os efeitos da dieta materna 

sobre a programação dos órgãos reprodutivos da prole são mais restritas.  

O consumo de lipídios é responsável em grande parte pelo aumento da obesidade e de 

outros distúrbios metabólicos existentes no mundo. De acordo com a Organização Mundial da 

Saúde, cerca de 39% dos adultos de todo o mundo (maiores de 18 anos) estavam acima do 

peso e 18% das crianças e adolescentes (de 5 a 19 anos) estavam com sobrepeso ou obesas em 

2016 [16]. Vários estudos indicam os efeitos negativos da obesidade sobre a função 

reprodutiva masculina [17–21]. Os estudos epidemiológicos com humanos são limitados 

quanto à capacidade de avaliar a contribuição da obesidade materna para o fenótipo da prole, 

pois é difícil separar os efeitos da exposição pré-natal daqueles resultantes do período pós-

natal onde são compartilhados os fatores ambientais e genéticos. Além disso, conforme 

destacado por Drake et al. [22] é difícil, em estudos clínicos diferenciar quais efeitos são 

consequência da obesidade materna e quais são da super-nutrição materna ou dos 

componentes lipídicos específicos.   

Recentemente, temos focado nos efeitos da obesidade materna, associada ao consumo 

de dieta rica em lipídios insaturados, em diferentes fases do desenvolvimento sobre a função 

testicular de ratos Wistar [23,24]. Os dados indicaram que o prejuízo para a produção 

espermática é mais grave quanto maior o grau de comprometimento metabólico secundário à 

obesidade e quanto menor a síntese de testosterona [23,24].  Assim, observou-se uma redução 

de ~30% na produção espermática quando a exposição ocorre desde a gestação até a vida 
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adulta. Notadamente, esses dados mostraram que a exposição durante a gestação e lactação 

reduz em ~17% a produção espermática desses roedores, indicando que a obesidade materna e 

o excesso de lipídios na gestação/lactação são tão prejudiciais para a eficiência espermática na 

idade adulta quanto a exposição ao ambiente nutricional lipídico por períodos prolongados, 

em fases posteriores do desenvolvimento. O desenvolvimento testicular durante o período 

fetal e perinatal é fundamental para o estabelecimento das bases da espermatogênese e da 

fertilidade na idade adulta, visto que é nessa fase que ocorre a proliferação das células de 

Sertoli e a diferenciação das células germinativas masculinas [25]. Neste sentido, também 

verificamos que o ambiente nutricional lipídico altera diferencialmente o ambiente parácrino 

testicular dependendo da fase de exposição, podendo alterar a dinâmica de reestruturação da 

barreira hematotesticular e junções entre células de Sertoli e células germinativas devido a 

alterações na expressão de citocinas, fator de crescimento de fibroblasto tipo 2 e da conexina 

43[26]. Neste contexto se torna relevante avaliar se os lipídios saturados de origem animal, 

como os da banha de porco, resultariam em prejuízos semelhantes para a função testicular.  

Todavia, a alimentação também pode ter efeitos benéficos, como é o caso da 

curcumina (diferuloylmethane [1,7-bis(4-hydroxy 3-methoxy phenyl)-1,6- heptadiene-3,5-

dione] ) que é o principal pigmento polifenólico extraído da cúrcuma [27–29]. Esse composto 

tem um amplo espectro funcional, pois age em múltiplos alvos moleculares que modulam a 

atividade proliferativa, anticancerígena, morte celular, mecanismos anti-inflamatórios e o 

estresse oxidativo [30–32]. Também tem comprovada ação benéfica sobre o metabolismo 

lipídico [31]. O tratamento de ratos Wistar portadores de hiperlipidemia e esteatose hepática 

induzidas por uma dieta rica em frutose com curcumina melhorou o metabolismo lipídico, a 

esteatose hepática e a obesidade, devido à redução da expressão de enzimas lipogênicas 

ACLY (ATP citrato-liase), ACC (acetil-CoA carboxilase) e FAS (ácido graxo sintase) e da 

modulação de fatores de transcrição no fígado LXR-α (receptor x do fígado α) e SREBP-1c 

(proteína 1C ligadora do elemento regulatório de esterol) [33]. Este mesmo autor, utilizando 

esse mesmo modelo experimental, verificou que a curcumina atenua a intolerância à glicose e 

a resistência à insulina, devido aos seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios [34]. 

Sabendo da ação antioxidante, anti-inflamatória e anticolesterolêmica da curcumina é 

importante avaliar sua interferência na metabolização de lipídios saturados consumidos pela 

mãe, durante a gestação e lactação, bem como os efeitos por si só na prole. Também vale 

ressaltar que devido ao seu amplo espectro funcional a curcumina pode ser considerada um 

modulador epigenético e várias evidências desta ação já foram comprovadas [13,35].  
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Nesse estudo nós investigamos se o consumo materno de dieta rica em banha leva a 

alterações reprodutivas e metabólicas na prole masculina de ratas e se a curcumina interfere 

nessa programação do desenvolvimento. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Animais e delineamento experimental  

 

Ratos Wistar (25 machos e 25 fêmeas), com seis semanas de idade, foram obtidos da 

empresa Anilab - Animais de Laboratório e Comércio em Paulínia (SP) e mantidos no 

biotério do Centro de Microscopia e Microanálise do Instituto de Biociências, Letras e 

Ciências Exatas da UNESP, São José do Rio Preto (SP). Todos os procedimentos de 

manuseio e experimentação animal foram efetuados de acordo com a Diretriz Brasileira para 

o Cuidado e a Utilização de Animais para fins Científicos e Didáticos (BDCA) – CONCEA e 

aprovados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal da UNESP (CEUA Protocolo 

no. 140/2016). Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em caixas de 

polietileno, com substrato de maravalha em condições controladas de luminosidade e 

temperatura média de 23C.  

Os machos foram alimentados com ração padrão para roedores “ad libitum”, enquanto 

as fêmeas receberam dieta padrão até 8 semanas de idade e a partir de então foram divididas 

aleatoriamente para formar os cinco diferentes grupos. Os casais foram colocados para 

acasalar com 12 semanas de idade. O dia zero da gestação foi determinado a partir de 

esfregaço vaginal para constatação da presença de espermatozoides, realizado na manhã 

seguinte ao acasalamento. Durante a gestação e amamentação as fêmeas foram mantidas em 

caixas individuais e o regime alimentar e/ou suplementação com óleo/curcumina continuou na 

gestação e persistiu até o desmame dos filhotes (21 dias de idade). No dia do nascimento, o 

tamanho da ninhada foi reduzido para seis filhotes em todas as famílias, sendo utilizados de 2 

a 3 filhotes de cada família. Portanto, neste estudo foram utilizados os filhos adultos (n=12 

por grupo) cujas mães foram submetidas no período gestacional e lactacional a: C - dieta 

balanceada para roedores; L- dieta enriquecida com banha de porco, O- dieta balanceada e 

suplementação com veículo de diluição da curcumina, o óleo de milho (0,1ml/100g de peso 

corporal em dias alternados, via gavagem); Cm - dieta balanceada  e suplementação com óleo 
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de milho contendo curcumina (100mg/kg de peso corporal, em dias alternados, via gavagem)  

e LCm - dieta enriquecida com banha de porco e suplementação com óleo de 

milho/curcumina.   

A dieta padrão utilizada foi a AIN 93 (Instituto Americano de Nutrição) e a dieta 

hiperlipídica foi enriquecida com 31% de banha de porco (Prag Soluções Biociências, Jaú-SP) 

(Tab. 1). Esta última foi confeccionada com base na dieta AIN 93 e padronizada por Reeves  

[36]e vem sendo utilizada em outros estudos [37,38]. O óleo de milho (Copyright © Bunge, 

São Paulo –SP, Brasil) foi administrado via gavagem, dia sim dia não, na proporção de 

0,1ml/100g do peso corporal do animal e sua composição encontra-se na Tabela 2. A 

curcumina (#C1386, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, São Paulo-SP) foi administrada diluída na 

concentração 100mg/kg de peso corporal em 0,1ml de óleo de milho, dia sim dia não, à fim de 

não estressar os animais, no mesmo horário, às 12h.    

Ao final do período experimental, os animais foram eutanasiados por supra-dosagem 

de anestésico/analgésico (ketamina 180mg/kg e xilazina 25 mg/kg, em solução fisiológica via 

intra-peritoneal), seguida de decapitação para coleta de sangue e, então, submetidos à 

dissecação para retirada dos depósitos de gorduras, testículos e epidídimos. 

 

Tabela 1. Composição das dietas padrão e hiperlipídica utilizadas. Valores referentes a 1 Kg 

de ração. 

 

Ingredientes Dieta Padrão (g) Dieta Hiperlipídica (g) 

Caseína 202 200 

Sacarose 100 100 

Amido de milho 397 115,5 

Amido de milho 

dextrinizado 
130,5 132 

Banha de porco - 312 

Óleo de soja 70  40 

Fibras 50 50 

Mix de minerais AIN-93 35 35 

Mix de vitaminas AIN-93 10 10 

L-Cistina 3 3 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 
AIN, Instituto Americano de Nutrição.  
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Tabela 2. Tabela contendo a composição do óleo de milho utilizado no delineamento 

experimental. 

 

    Componentes      Porção 13 ml  VD*(%) 

Carboidratos 0g 0 

Proteínas 0g 0 

Gorduras Totais 12g 22 

Gorduras Saturadas 1,8g 8 

GordurasTrans Não contém ** 

Gorduras Monoinsaturadas 4,4g ** 

Gorduras Poliinsaturadas 5,8g ** 

Ômega 6 (ácido linoleico) 5,7g ** 

Colesterol 0g ** 

Fibra Alimentar 0g 0 

Sódio 0mg 0 

Vitamina E 4,3g 43 

Valor Energético 108 kcal = 454kJ 5 
Observação: * % Valores Diários (VD) de referências com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8.400 

kJ. ** VD não estabelecidos. 

 

 

2. Parâmetros biométricos e metabólicos  

 

Nesse estudo as ratas, mães, foram pesadas com 8 semanas de idade (início do 

tratamento) e periodicamente até o dia do desmame, no qual foram eutanasiadas.  No dia da 

eutanásia, além do peso corporal, foi medida a circunferência abdominal, para a verificação 

da inferência de deposição de gordura no abdômen. A dosagem da glicemia foi realizada de 

manhã e em jejum pelo sistema de fitas (monitor digital) “Accu-Chek Active” (Roche 

Diagnostics), a partir de gotas de sangue retiradas da região cervical. Para o cálculo do índice 

de adiposidade as gorduras retroperitoneal e visceral foram isoladas e pesadas de acordo com 

os procedimentos usados para o camundongo [39] e o rato [40]. Assim, o índice de 

adiposidade foi expresso em porcentagem e estimado a partir da fórmula: [(soma do peso das 

gorduras retroperitoneal e visceral) / peso corporal x 100]. O perfil lipídico foi dosado a partir 

de amostras de soro sanguíneo para avaliação dos níveis de colesterol total, HDL, não-HDL e 

triglicerídeos através de testes enzimáticos (In vitro Diagnóstica Ltda, Itabira, MG, Brasil), no 

qual foram utilizadas ao menos quatro ratas de cada grupo e cada amostra foi analisada em 

triplicata em Espectro Thermo Scientific Evolution 300. Com isso, a razão 
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triglicérides/HDLcolesterol (TC/HDL colesterol) foi calculada como prenunciador da 

resistência à insulina [41]. 

Os ratos machos tiveram seu peso corporal e circunferência abdominal verificados ao 

desmame e no dia da eutanásia, com 12 semanas de vida. O peso úmido do testículo e do 

epidídimo foram determinados após a dissecção dos mesmos. A glicemia foi dosada pela 

manhã em jejum, do mesmo modo como descrito para as fêmeas. O índice de adiposidade 

também foi verificado para os machos, através da soma das pesagens isoladas das gorduras 

retroperitoneal, visceral e epididimal dividido pelo peso corporal x 100, para expressão em 

porcentagem [39, 40]. Além disso, o índice gonadossomático (IGS) foi calculado com base na 

massa corporal e testicular, a partir da seguinte fórmula: IGS = [(Peso testicular /Peso 

corporal) x 100]. Para a dosagem hormonal amostras de sangue, coletadas no momento da 

decapitação, foram centrifugadas e estocadas a -80°C para posterior análise. Os níveis 

sorológicos de testosterona foram quantificados por ELISA (R&D Systems – #KGE010 

Minneapolis, MN, EUA) onde cada amostra foi analisada em duplicata e as leituras foram 

realizadas em leitor Epoch Microplate Spectrophotometer (Biotek Instruments, Inc.). As 

dosagens séricas de estradiol foram realizadas pelo método de quimioluminescência no 

Laboratório CIAPAV (Centro de Análises e Patologia Veterinária) de São José do Rio Preto-

SP, sob a responsabilidade do médico veterinário Me. Rodrigo Storti Pereira. O perfil lipídico 

dos ratos também foi analisado como descrito para as fêmeas, sendo utilizado 10 animais de 

cada grupo.  

 

3. Processamento dos testículos  

 

Ratos foram anestesiados com Ketamina (800µl/kg) e Xilasina (200µl/kg), os 

testículos e os epidídimos direitos foram removidos e congelados. Em seguida, os testículos 

esquerdos foram removidos e fixados por imersão em fixador Bouin [42] durante 12 horas, 

fragmentados e lavados por vários dias em álcool 70% para remoção do excesso de ácido 

pícrico. Foram, então, processados para inclusão em Paraplast (Merck, Darmstadt, Alemanha) 

em processador TP1020 (Leica Microsystems Brasil, Shanghai, China). Os cortes histológicos 

em parafina (4μm de espessura) foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para estudos 

morfológicos gerais. 
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4.   Avaliação histológica 

 

O descolamento de células do epitélio seminífero (n=6 por grupo) foi analisado em um 

corte histológico de testículo para cada animal. A seção histológica inteira foi examinada e o 

número de túbulos seminíferos contendo despreendimentos de células em seu lúmen foram 

contados e expressos como porcentagem do número total de túbulos seminíferos da seção. As 

lâminas histológicas foram analisadas em câmera BX61VS (Olympus Corporation, Tóquio, 

Japão) acoplada ao scanner de lâminas V5110-SH5, do mesmo fabricante, e as imagens foram 

obtidas em fotomicroscópio Zeiss-Jenaval, acoplado com câmara digital CCD e Sistema de 

aquisição e de Imagens. 

Através de métodos morfométricos (n=4 por grupo) foram examinados os diâmetros 

dos túbulos seminíferos dos testículos de rato. Para isso, foram medidos 20 túbulos em corte 

transversal por animal utilizando-se o aumento de 100x. As lâminas histológicas foram 

analisadas em câmera BX61VS (Olympus Corporation, Tóquio, Japão) acoplada ao scanner 

de lâminas V5110-SH5, do mesmo fabricante, e as imagens foram obtidas por meio do 

software Olyvia 2.4.  

 

 

5.   Parâmetros espermáticos 

a) Produção diária de espermatozoides e tempo de trânsito no epidídimo 

Foram feitas estimativas da produção testicular diária de espermatozoides, da 

eficiência espermática e do tempo de trânsito dos espermatozoides nas regiões da 

cabeça/corpo e da cauda do epidídimo. Para as contagens espermáticas no testículo e no 

epidídimo, as espermátides testiculares resistentes à homogeneização e os espermatozoides da 

cabeça/corpo e da cauda do epidídimo foram quantificados como descrito anteriormente [43], 

com as adaptações de Kempinas e cols. [44]. Assim, o testículo direito sem a túnica albugínea 

foi pesado logo após a coleta e congelado. Posteriormente, foi homogeneizado em 5mL de 

NaCl 0,9% contendo TritonX100 0,5%, seguido por sonicação por 30 s. As amostras obtidas 

foram diluídas 10 vezes e transferidas para câmaras de Neubauer. Foram contadas as 

espermátides maduras no estádio 19 da espermiogênese, e as análises foram realizadas em 

quadruplicata, por animal. A produção testicular diária de espermatozoide (DSP) foi 

determinada pela divisão do número total de espermátides por testículo pelo número de dias 
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do ciclo do epitélio seminífero do rato em que as mesmas estão presentes (6,1 dias). Para 

determinar a eficiência do processo foi calculada a DSP por grama de testículo [45,46]. 

O epidídimo direito dos animais foi dividido em dois fragmentos um contendo a 

cabeça e o corpo e o outro a cauda. Esses fragmentos foram homogeneizados, diluídos 20 

vezes e a contagem de espermatozoides realizada conforme descrito para o testículo. O tempo 

de trânsito dos espermatozoides através da cabeça/corpo ou da cauda do epidídimo foi 

calculado pela divisão do número total de espermatozoides em cada região pela DSP. 

b) Motilidade dos espermatozoides  

 Os efeitos sobre a motilidade dos espermatozoides foram avaliados segundo 

procedimentos de Fernandez e cols. [40]. Imediatamente após a morte dos animais, ainda 

durante o sacrifício, as caudas dos epidídimos esquerdos dos animais foram coletadas. Os 

espermatozoides foram obtidos através de perfurações feitas com o auxílio de uma agulha em 

1,0mL de Fluido Tubal Humano (IrvineScientific) a 34°C. Desse material uma pequena 

alíquota de solução espermática (10μL) foi depositada em uma câmara de Makler (Sefi-

Medical, Haifa, Israel) aquecida a 34°C. Assim, a motilidade foi avaliada por estimativa 

visual, 100 espermatozoides por animal, em duplicata, em Microscópio de Contraste de Fase 

(Olympus BX60), em aumento de 200x. Os espermatozoides foram assim classificados: 

imóveis, móveis sem progressão do movimento e móveis com progressão do movimento.  

 

6.  Estresse Oxidativo 

A atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superóxido 

dismutase (SOD) foi determinada em amostras do testículo. Para isso, fragmentos testiculares 

foram pesados e armazenados em -80oC. Posteriormente, foram homogeneizados em 1:4 

peso/volume de tampão TRIS-HCl (0,2mM, pH 7,5) contendo EDTA 1mM, DTT 1mM, 

sacarose 0,5M e KCl 0,15M, e centrifugados a 10.000 g por 20 minutos a 3oC. O 

sobrenadante foi então centrifugado a 50.000 g por mais 60 minutos à 1oC. A nova fração 

sobrenadante foi coletada e usada para a mensuração da atividade enzimática.  

A atividade da CAT foi quantificada a 240 nm pela decomposição de H2O2, de acordo 

com o método de Beutler [47]. A atividade de GPx foi avaliada pela oxidação de NADPH, 

associada com a redução de glutationa dissulfeto (GSSG) pelo excesso de glutationa redutase, 

a 340 nm, como descrito por Sies et al. [48]. A constante de extinção molar (ε) foi usada para 

calcular os níveis de atividade de enzimas em U/mg de proteína (ε = 0,071 para CAT and ε = 
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9,6 para GPx). A atividade de SOD foi mensurada a 450 nm pelo kit da Sigma-Aldrich (No. 

19160, MO, USA) de acordo com as instruções do fabricante. O conteúdo total de proteínas 

nas amostras foi determinado pelo método de Bradford [49]. 

Como marcador de oxidação, em amostras de plasma sanguíneo e em fragmentos de 

testículos, foram mensurados os níveis de adutos coloridos produzidos pela reação de 

biomoléculas oxidadas com ácido tiobarbitúrico (TBA) [50]. 

Amostras de plasma foram obtidas após centrifugação do hemolisado (850 g, 10 min). 

Os fragmentos testiculares foram pesados e homogeneizados em tampão TRIS-HCL (0,1M; 

pH8) (volume 1:3).  Em seguida, 300μL de 0,2M HCL contendo 0,4% de solução de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) foi adicionada às amostras homogeneizadas e estas foram incubadas por 

40 minutos em 90 ºC. Após esse tempo foram incubadas no gelo para interromper a reação. 

Sequencialmente, o produto colorido originado da ligação MDA-TBA foi extraído com 

600uL de n-butanol, seguida por centrifugação a 2500 g à 20oC por 5 minutos e quantificação 

a 532 nm. O sobrenadante foi coletado e utilizado para determinação de biomoléculas 

oxidadas. Os produtos foram detectados por espectrofotometria (leitor de microplaca 

SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, CA, EUA), de acordo com Uchiyama e Mihara 

[51]. Os dados foram expressos em concentração de pmol TBARs/g de tecido e pmol 

TBARs/mL de plasma. 

 

7.   Análises estatísticas 

Os dados foram testados considerando os pressupostos de normalidade e 

homogeneidade das variâncias, de acordo com os testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, 

respectivamente, no software GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Os 

grupos que assumiram esses pressupostos (dados paramétricos) foram comparados aplicando 

one-way ANOVA seguido de Tukey (post hoc). Os dados que não se enquadraram nesses 

pressupostos (dados não paramétricos) foram comparados aplicando o teste de Kruskal-Wallis 

seguidos pelo teste de Dunn (post hoc). Os dados foram expressos em média ± erro padrão e p 

< 0,05 foi considerado estatisticamente significante.  
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RESULTADOS  

 

1.   Efeitos metabólicos sobre as mães  

 

O consumo da dieta rica em banha de porco (grupo L) não afetou o peso corporal, 

circunferência abdominal ou depósitos de gordura das mães (Fig.1), mas aumentou o índice 

de adiposidade em 80%, a glicemia em cerca de 93% e os níveis séricos de triglicerídeos em 

aproximadamente 49% em comparação a C (Fig. 2). A suplementação alimentar com o óleo 

de milho contendo curcumina (Cm) apresentou um aumento do peso corporal em relação a L 

e O, e dos depósitos de gordura retroperitoneal em relação a todos os outros grupos (Fig. 1C). 

A suplementação com óleo de milho/Curcumina, quando acompanhada da dieta rica em banha 

de porco (LCm), aumentou o índice de adiposidade (~118%), mas evitou o aumento da 

glicemia e dos triglicerídeos ocasionado pela dieta rica em banha de porco (Fig. 1A, Fig. 2 A 

e C).  

 

2. Efeitos metabólicos sobre a prole  

O consumo materno de dieta rica em banha (grupo L) não afetou os parâmetros 

biométricos, metabólicos e o perfil lipídico da prole adulta (Fig. 3 e Fig. 4). Por outro lado, a 

suplementação com óleo de milho/curcumina, seja com a dieta normal (Cm) ou com a dieta 

rica em banha (LCm) levou ao aumento do peso corporal da prole, quando comparado a C 

(Fig. 3A). Para o grupo LCm, tal alteração foi acompanhada de aumento no peso dos 

depósitos de gordura visceral e epididimal e do índice de adiposidade (Fig. 3B e D).  O grupo 

LCm também apresentou aumento (~94%) nos níveis séricos de triglicerídeos e redução 

(~20%) nos de colesterol total em comparação com C (Fig. 4C). A suplementação materna 

apenas com óleo de milho (O) não levou a alterações nos parâmetros biométricos, porém 

levou a um aumento (~83%) nos níveis séricos de triglicerídeos comparado com C (Fig. 4C).   

 

3.  Efeitos reprodutivos  

O peso testicular foi menor no grupo O em comparação a todos os outros grupos, 

enquanto que em LCm foi maior do que em C (Fig. 5A). O peso epididimal não sofreu 

alteração em nenhum grupo quando comparado ao controle, apenas houve uma diminuição 

em O, em relação a L, Cm e LCm (Fig. 5C).  

Os níveis séricos de testosterona e de estradiol, a contagem espermática testicular ou 

DSP e a reserva espermática não foram alterados em nenhum grupo aqui estudado (Tab. 3). O 
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número total de espermatozoides na cabeça/corpo do epidídimo foi maior (~41%) no grupo 

em que houve suplementação materna com curcumina (Cm) do que em C, mas esse aumento 

não se manteve quando essa quantidade foi expressa por grama do órgão (Tab. 3). Enquanto 

que o grupo com suplementação materna apenas com óleo de milho (O) apresentou menor 

quantidade de número de espermatozoides por grama da cauda do epidídimo em comparação 

com C (~58%), Cm (~59%) e LCm (~56%), e ainda, menor número de reserva espermática 

em relação a Cm (~59%) e LCm (~51%) (Tab. 3), destacando a melhora no número de 

espermatozoides nesse órgão pela curcumina.  

O consumo materno de dieta rica em banha prejudicou a motilidade dos 

espermatozoides, pois reduziu a taxa de espermatozoides com movimento progressivo (~23%) 

e aumentou a dos com movimento não progressivo (~67%), em relação a C (Fig. 6). Esse 

prejuízo foi ainda maior para o grupo da suplementação materna com óleo de milho (O: ~43% 

e ~118%, respectivamente), que além disso, teve aumento da taxa de espermatozoides 

imóveis (~32%) (Fig. 6). Entretanto, o acréscimo da curcumina tanto na suplementação das 

mães que consumiram dieta controle (Cm), quanto das mães que consumiram dieta rica em 

banha (LCm) manteve a taxa de espermatozoides com movimento progressivo normal, 

indicando o efeito positivo da curcumina na motilidade dos espermatozoides (Fig. 6).  

A análise histológica do testículo apresentou o descolamento precoce das células 

germinativas em direção ao lúmen do túbulo seminífero, porém não houve diferença 

estatística entre os grupos (Fig.7B-G). Além disso, constatou-se um discreto aumento do 

diâmetro dos túbulos seminíferos do testículo no grupo LCm, em relação a todos os outros 

grupos (Fig. 7A).  

A análise dos marcadores de estresse oxidativo no testículo apontou aumento da 

atividade enzimática da SOD no grupo LCm em comparação a C e L e da GPx nos grupos O e 

LCm em relação aos grupos C e L (Fig 8B e C). Os níveis de peroxidação lipídica, estimado 

pelo método de formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), não foram 

afetados no testículo (Fig. 8D), nem no plasma sanguíneo (não mostrado). 

 

DISCUSSÃO 

 

Considerando relatos anteriores em nosso laboratório nos quais o consumo materno de 

dietas hiperlipídicas durante a gestação e lactação, levou à programação do desenvolvimento 

dos órgãos reprodutivos masculinos da prole e prejudicou os parâmetros espermáticos 
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[23,24,52], nos propusemos a investigar se isso se aplicaria também às dietas ricas em lipídios 

saturados da banha de porco e se essa resposta poderia ser influenciada pela curcumina, 

conhecidamente um modulador do metabolismo lipídico. Sendo assim, nossos dados mostram 

que o consumo materno de dieta rica em banha não afeta os parâmetros metabólicos da prole 

de ratos Wistar na idade adulta, nem vários parâmetros reprodutivos, tais como a produção e a 

reserva espermática e os níveis de esteroides sexuais, mas prejudica a motilidade espermática.  

Supreendentemente, também constatamos que o óleo de milho, o veículo usado para diluição 

da curcumina e amplamente usado na literatura [53,54], também afeta negativamente a 

motilidade espermática. A suplementação alimentar com curcumina/óleo de milho ameniza o 

prejuízo para a motilidade espermática causado pelo consumo materno de banha ou pela 

suplementação apenas com o óleo de milho, pois preserva as taxas de espermatozoides com 

movimento progressivo. Ao que sabemos, esse é o primeiro relato indicando que 

biocompostos como a curcumina podem interferir nos efeitos negativos causados pelo excesso 

de lipídios da dieta materna sobre a motilidade espermática da prole.    

 

1.   Efeitos metabólicos  

Inúmeras evidências indicam que os mecanismos de controle do metabolismo são 

programados no início da vida [1,55,56], mas pouco se sabe sobre a ação de diferentes 

componentes lipídicos da dieta.  Aqui constatamos que o consumo de dieta materna contendo 

31% de banha de porco teve ação obesogênica nas mães, que exibiram no desmame um 

aumento do índice de adiposidade em relação ao controle, o que foi acompanhado de um 

aumento nos níveis de triglicerídeos e de glicemia. Os ácidos graxos da circulação materna 

passam para a circulação fetal pela placenta e podem ser capturados pelo fígado do feto, 

esterificados e liberados como triglicerídeos na circulação [57]. Entretanto, apesar do 

consumo de banha ter acarretado distúrbios metabólicos nas mães e os filhos provavelmente 

terem sido expostos a um ambiente hiperglicêmico e com altas taxas de triglicerídeos na 

gestação e lactação, não foram observadas alterações nos parâmetros metabólicos da prole 

masculina aqui investigados. Em estudos anteriores investigamos as consequências 

metabólicas e reprodutivas para a prole de ratos Wistar, do consumo materno por 15 semanas 

de dieta hiperlipídica, um modelo de indução de obesidade visando estabelecer correlações 

com as alterações nos parâmetros espermáticos [23], síntese de esteroides sexuais [24] e 

histofisiologia prostática [52]. Naqueles estudos, quando comparamos o impacto à exposição 

em diferentes períodos da vida, verificamos que o grupo exposto na gestação/lactação 

apresentou aumento do peso corporal sem alteração no índice de adiposidade e na glicemia 
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[23,52]. Em recente artigo de revisão, Ribaroff e colaboradores [56] analisaram 82 estudos 

sobre os efeitos da ingestão de dieta materna rica em lipídios na homeostase da glicose na 

prole masculina e, concluíram que não houve efeito significativo no índice glicêmico. 

Adicionalmente, estudo recente mostrou que o consumo materno de dieta de cafeteria 

(composta por guloseimas como gomas, bolachas maisena, biscoito wafer de chocolate, bolo 

de chocolate, marshmallow, salame, linguiça defumada, presunto, pão, coca-cola)  na 

gestação e lactação acarretou aumento no peso corporal e na glicemia, bem como nos níveis 

de triglicérides e de colesterol [58]. Sendo assim, nossos dados indicam que para o rato, o 

consumo materno de uma dieta rica em banha de porco é menos agressivo em relação ao 

perfil metabólico da prole, quando comparado ao consumo materno rico em dieta de cafeteria. 

Um dos achados desse estudo que merece ser destacado é que o óleo de milho no 

período que incluiu a gestação/lactação não afetou parâmetros metabólicos das mães, mas 

afetou o metabolismo lipídico da prole adulta, aumentando os níveis séricos de triglicerídeos. 

O óleo de milho contém mais de 80% de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) (52% ácido 

linoleico, 31% ácido oleico e 1% ácido linolênico), além de 16% de ácidos graxos saturados 

(13% ácido palmítico e 3% ácido esteárico) [59]. Esse óleo vegetal exerce papel na regulação 

dos níveis séricos de colesterol [60]. Vários trabalhos com seres humanos mostraram que o 

consumo direto do óleo de milho pode ter efeito benéfico no perfil lipídico, diminuindo os 

níveis de triglicerídeos, colesterol total, LDL e HDL [61–63].  Aqui nós constatamos que por 

via materna durante a gestação/lactação o óleo de milho tem um efeito oposto ao descrito na 

literatura. Considerando que as mães foram tratadas em dias alternados com 100 ul de óleo de 

milho/100g de peso corporal, o que correspondeu em média cerca de 300 ul por animal, e 

ainda, que o volume de óleo administrado e a porcentagem de óleo na ração padrão (7% de 

óleo de soja), assumimos que os efeitos sobre o metabolismo lipídico não são resultantes de 

alterações na proporção de PUFAs ingeridos. Por outro lado, o óleo de milho é rico em 

fitoesteroides que correspondem a 0,77% do seu peso, sendo os mais abundantes o sitosterol 

(0,59% do peso) e o campestrol (0,15% do peso) [64]. Segundo as especificações dos 

produtores, o óleo aqui utilizado contém 0,83mg de fitoesteroides/100ul de óleo. Portanto, as 

fêmeas receberam cerca de 2,5 mg desses esteroides, dia sim, dia não. Sabe-se que os 

fitoesteroides diminuem os níveis séricos de colesterol, pois reduzem absorção desses lipídios 

[62,64], entretanto os efeitos de uma geração para outra são desconhecidos. Portanto, é 

possível que os fitoesteroides desse óleo possam ter levado à programação do metabolismo 

lipídico da prole, em particular no fígado. De fato, esse não é um achado ocasional, pois 

outros estudos do nosso laboratório mostraram que a suplementação diária de gerbilos do 8º 
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ao 23º dia gestacional com óleo de milho também afetou o metabolismo lipídico da prole 

[65]. Essa programação do desenvolvimento pelos fitoesteroides do óleo de milho pode ter 

ocorrido via modulação da expressão de receptores nucleares envolvidos com o metabolismo 

lipídico e que são ligantes de esteroides, como os LXRs [66]. Outra possibilidade é que esses 

fitoesteroides atuaram via modulação da expressão das enzimas hepáticas envolvidas com a 

síntese de triglicerídeos, como a estearoil CoA dessaturase ou fatores de transcrição que a 

regulam, como o “sterol regulatory element-binding protein” SREBP1c [67].  

No nosso experimento podemos verificar que o consumo direto da suplementação com 

curcumina/óleo de milho evitou o aumento na glicemia e nos níveis de triglicerídeos das mães 

induzidos pelo consumo de dieta rica em banha. Já na prole, o consumo via gestação/lactação 

de curcumina/óleo de milho evitou o aumento dos níveis de triglicerídeos induzidos pelo 

veículo diluidor, mas não quando somada ao consumo materno de dieta rica em banha. Assim, 

podemos concluir que as doses de curcumina aqui utilizadas protegem contra a dislipidemia 

causada pelo consumo de banha (nas mães) e causada pelo consumo de óleo de milho (na 

prole), entretanto, na prole não foi capaz de diminuir o nível de triglicerídeos no grupo em 

que as mães receberam a dieta rica em banha. Portanto, nossos dados corroboram estudos que 

demonstram a ação hipocolesterolêmica da curcumina [7,33,68–70].  

 

2. Efeitos reprodutivos 

Sabe-se que a função reprodutiva da prole pode ser modulada pelo ambiente 

nutricional materno e os lipídios assumem importante papel nesse cenário [23,24,52,71].  O 

presente estudo traz novos elementos para esse tema ao demonstrar que o consumo materno 

de ração rica em banha na gestação/lactação compromete a motilidade espermática mesmo 

sem afetar outros parâmetros reprodutivos como a produção e a reserva espermática e os 

níveis de esteroides sexuais circulantes. Anteriormente nós comparamos os efeitos testiculares 

do consumo materno de dieta rica em lipídios insaturados/obesidade em seis diferentes 

períodos da vida de ratos, a saber, gestação, gestação/lactação, do desmame à idade adulta, da 

lactação até a idade adulta, da gestação à maturidade sexual e após a maturação sexual [23].  

Verificamos redução nas contagens espermáticas no testículo e cabeça do epidídimo no grupo 

exposto na gestação/lactação, que também apresentou resistência à insulina e obesidade [23]. 

Verificamos, ainda, que o prejuízo para produção espermática e desregulação de esteroides 

sexuais foi mais grave quanto maior o comprometimento metabólico [23,24]. Portanto, é 

possível que a programação testicular pelos lipídios da dieta materna que resultem em 
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quantitativo para a produção espermática, requeira também outras programações metabólicas 

da prole, as quais o consumo de banha aqui usado não acarretou.  

Perturbações no estilo de vida materno, durante as fases iniciais do desenvolvimento, 

podem afetar a qualidade da espermatogênese na vida adulta da prole [71,72].  O prejuízo 

para a motilidade espermática da prole causado pelo consumo materno de dieta rica em banha 

não foi relacionado à desregulação nos esteroides sexuais ou a modificações no metabolismo 

lipídico, que não ocorreram para esse grupo. Entretanto, as mães desses animais, tratadas com 

a dieta rica em lipídios saturados, demonstraram um aumento do índice de adiposidade, do 

índice glicêmico e do nível sérico de triglicerídeos, os quais podem ter afetado a diferenciação 

testicular e epididimal no período fetal e em especial a expressão de genes chaves para a 

espermatogênese e maturação espermática. Embora também é possível que a função do 

epidídimo tenha sido afetada pelo consumo materno de banha e interferido na maturação 

espermática e consequentemente na motilidade.   

A suplementação materna com óleo de milho foi a que levou aos piores efeitos 

reprodutivos para prole, com prejuízos mais graves para a motilidade e parâmetros 

espermáticos. Assim, apesar de não afetar a DSP, o óleo de milho ingerido pela mãe reduziu o 

peso testicular e as contagens espermáticas na cauda do epidídimo. Sabe-se que o estado 

metabólico masculino e parâmetros como os níveis de ácidos graxos e colesterol, de glicose e 

a ação de insulina, estão intimamente associados com a funcionalidade do espermatozoide 

podendo elevar níveis de ROS (reactive oxygen species) e levar a danos no DNA, na 

morfologia e na motilidade dos espermatozoides [73]. Segundo Palmer e cols. [73] esses 

danos podem ser revertidos através de modulação da dieta e/ou exercício. A exposição ao 

aumento de níveis de colesterol e ácidos graxos livres em espermatozoides humanos e de 

outros animais reduz a motilidade e a capacitação de espermatozoides e a capacidade de 

fertilização [74,75]. Em particular, os níveis de colesterol no espermatozoide são muito 

importantes para a fluidez da membrana plasmática e seu aumento na bicamada lipídica tem 

efeito negativo na integridade da membrana do espermatozoide [76]. Em um estudo no qual 

camundongos receberam dieta hiperlipídica por 10 semanas e depois sofreram intervenção de 

dieta controlada e exercícios por 8 semanas, o colesterol circulante se mostrou correlacionado 

negativamente com a motilidade espermática, mas positivamente com danos no DNA dos 

espermatozoides, enquanto que os níveis de triglicérides se correlacionaram positivamente 

com a porcentagem de espermatozoides com morfologia anormal na cabeça [73]. Assim, 

alterações nos níveis de colesterol, triglicérides e abundância de ácidos graxos livres in vivo 

estão associadas com mudanças na dinâmica da membrana e alterações na motilidade e 
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morfologia espermática e suscetibilidade a danos no DNA dos espermatozoides [73]. 

Camundongos alimentados por nove semanas com dieta rica em lipídios apresentaram níveis 

mais elevados de colesterol e triglicérides, os quais poderiam estar relacionados ao aumento 

de danos no DNA dos espermatozoides e da sua capacidade de ligação ao ovócito, já que 

também apresentaram redução da motilidade espermática, sem alteração estatística dos níveis 

séricos de testosterona[77]. Portanto, os efeitos deletérios sobre a motilidade espermática da 

suplementação materna com óleo de milho aqui descritos podem ser resultado indireto da 

dislipidemia e aumento dos triglicerídeos circulantes, que podem ter prejudicado tanto a 

morfologia espermática ou outros mecanismos envolvidos com a motilidade destas células. 

Conforme citado anteriormente, o óleo de milho na dieta materna também alterou o 

metabolismo lipídico e reduziu a reserva espermática dos gerbilos da Mongólia e prejudicou a 

quantidade e a qualidade dos espermatozoides da prole adulta [65]. Então, os prejuízos 

reprodutivos da suplementação materna com óleo de milho na gestação/lactação parecem ser 

comuns aos roedores, embora no gerbilo reduzindo reserva espermática e no rato afetando a 

motilidade. Nossos dados também levantam duas hipóteses a serem testadas futuramente: 1) 

que os fitoesteroides possam ter levado a programação do desenvolvimento epididimal, 

afetando a expressão de genes relevantes para a motilidade espermática e 2) que possam ter 

funcionado como agonistas dos receptores de estrógeno e assim afetado enzimas, como a 

aromatase.  

Entre as análises de sêmen, a motilidade espermática pode ser considerada um dos 

principais parâmetros, pois é um indicador da viabilidade dos espermatozoides, diretamente 

correlacionado com a capacidade de fertilização para muitas espécies. Quando focamos nos 

efeitos da curcumina sobre a taxa de espermatozoides com movimentos progressivos, que são 

efetivamente os que possuem potencial de fertilização, podemos considerar que ela reduz os 

prejuízos causados pelo óleo de milho e também pelo consumo materno de banha. Os efeitos 

da curcumina sobre a motilidade espermática têm sido examinados em experimentos in vivo 

[78,79] e in vitro [78]. Um trabalho verificou que a curcumina melhorou a motilidade de 

espermatozoides de ratos Wistar que sofreram indução de danos testiculares por 

doxorrubicina [79]. Um outro estudo avaliou os efeitos da curcumina tanto in vivo, quanto in 

vitro e constatou que em baixas concentrações a curcumina tem um efeito protetor sobre a 

motilidade espermática de ratos contra os danos induzidos pelo di (2-etilhexil) ftalato, mas 

quando usada in vitro em altas concentrações ela diminuiu a motilidade e a viabilidade 

espermática [78]. Do melhor do nosso conhecimento, esse é o primeiro relato que esse 

curcuminoide via dieta materna pode melhorar a motilidade espermática da prole e proteger 
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contra os danos causados pelos lipídios da dieta. Os dados obtidos mostram que no grupo 

curcumina/óleo de milho (Cm) não houve aumento dos triglicerídeos séricos como verificado 

para o grupo O, o que reforça a relação causal desses lipídios e do metabolismo lipídico com 

o prejuízo na motilidade espermática.  

Outro achado a ser considerado diz respeito ao estresse oxidativo. Sabe-se que o 

estresse oxidativo regula a vitalidade e a funcionalidade dos espermatozoides mamíferos in 

vitro [80]. A membrana plasmática dos espermatozoides é altamente suscetível ao ataque das 

ROS e, consequentemente, à peroxidação das bicamadas lipídicas [81]. Os danos oxidativos 

levam a hidrólise de DNA, modificação de proteína e peroxidação de lipídios que podem 

afetar tanto a formação como a motilidade espermática [82,83]. Com relação a isso, foi 

observado que a atividade das enzimas antioxidantes testiculares, em especial a de SOD e de 

GPx foi mais elevada no grupo LCm, em comparação com o C ou com o grupo L. Desse 

modo, a preservação da motilidade espermática pela suplementação com curcumina frente a 

dieta rica em banha pode ser decorrente da melhora do sistema antioxidante do testículo. Isso 

é reforçado pelo fato que não observamos aumento dos níveis de peroxidação lipídica tanto no 

testículo quanto no plasma sanguíneo dos grupos avaliados. Frente a esses achados é possível 

que as dietas maternas e/ou suplementação com curcumina/óleo de milho tenham alterado a 

expressão destas enzimas antioxidantes nos testículos da prole, por mecanismos epigenéticos.  

CONCLUSÃO  

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o excesso de lipídios saturados na 

dieta materna durante a gestação/lactação não altera a produção e reserva espermática, nem 

causa prejuízos metabólicos na prole, mas prejudica a motilidade espermática. A 

suplementação alimentar das mães com pequenas doses de óleo de milho, durante a gestação e 

lactação, foi ainda mais prejudicial para o testículo e para a motilidade de espermatozoides da 

prole do que o consumo materno de banha. A curcumina evita os prejuízos na motilidade 

espermática da prole causados pelo consumo de dieta rica em banha e pela suplementação 

com óleo de milho e esta melhora está relacionada à preservação do metabolismo lipídico e da 

defesa antioxidante testicular.  
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TABELA 

 

Tabela 3. Parâmetros espermáticos dos grupos C, L, O, Cm e LCm.     

Values expressed as mean ± SEM. 

The superscripts a, b, c, d, e indicate statistical difference among the groups: a p<0.05 versus C; b p<0.05 versus L; c p<0.05 versus O; d p<0.05 versus Cm; e p<0.05 versus LCm. 
A Espermatogenic efficiency. 
B Value per cauda of the epididymis multiplied by 2.

n=10 Experimental groups 

 C L O Cm LCm 

Sperm number in the testis (x106) 109 ± 4,30 122,6 ± 9,38 103,6± 11,13 120,9 ± 8,11 137,1 ± 10,12 

Sperm number per gram of testis (106) 75,22 ± 3,64 80,21 ± 6,28 74,17± 9,67 77,72 ± 5,76 83,45 ± 6,03 

DSP (x106) 17,87 ± 0,70 20,11 ± 1,54 16,99 ± 1,82 19,81 ± 1,33 22,47 ± 1,66 

DSP per gram (x106)A 12,33 ± 0,60 13,15 ± 1,03 12,16 ± 1,59 12,74 ± 0,94 13,68 ± 1,00 

Sperm number in the caput/corpus of the epididymis (x106) 94,41 ± 5,85 112,8 ± 9,68c 68,94 ± 12,66b,d,e  133,4 ± 7,93a,c  117,4 ± 9,12c 

Sperm number per gram of caput/corpus of the epididymis (x106) 315 ± 21,67 323,8 ± 22,80 220,9 ± 23,63d,e 389,9 ± 24,04c 329,6 ± 24,07c 

Sperm number in the cauda of the epididymis (x106) 160,6 ± 17,50 135,5 ± 9,04 102,7 ± 24,22d,e 174,1 ± 10,21c 200,1 ± 16,62c 

Sperm number per gram of cauda of the epididymis (x106) 793,8 ± 90,40 667,3 ± 51,84 457,3 ± 94,08a,d,e 773,8 ± 52,22c 808,0 ± 61,10c 

Sperm reserve in the epididymis (x106)B 321,1 ± 35,00 271,1 ± 18,09 205,3 ± 48,45 348,1 ± 20,41 400,1 ± 33,25 

Sperm transit time in the epididymis (days)      

        Caput/corpus 5,30 ± 0,28 5,76 ± 0,48 4,57 ± 1,00 7,02 ± 0,66 5,41 ± 0,54 

        Cauda 9,16 ± 1,10 6,99 ± 0,56 6,24 ± 1,53 9,10 ± 0,79 9,24 ± 1,01 

        Total 15,50 ± 1,27 12,28 ± 0,91 11,61 ± 2,13 15,16 ± 1,05 15,85 ± 1,55 

Testosterone serum levels (ng/dl) 35,61 ± 5,53 34,78 ± 6,02 34,47 ± 4,7 26,49 ± 3,62 31,66 ± 2,98 

Estradiol serum levels (pg/ml) 5,29 ± 0,63 5,12 ± 0,87 6,01 ± 0,76 4,44 ± 0,49 5,77 ± 0,75 
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FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Perfil biométrico das mães (n=5) tratadas com dieta padrão (C), com dieta padrão e 

com óleo de milho (O), com dieta padrão e com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com 

banha de porco (L), com dieta enriquecida com banha de porco e com curcumina (LCm). A. 

Peso corporal das mães. B. Circunferência abdominal. C. Peso dos depósitos de gordura 

visceral e retroperitoneal. D. Índice de Adiposidade. Valores expressos como média ± erro 

padrão. * representa a diferença estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 

0,001; **** p < 0,0001). 
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Figura 2. Perfil Lipídico e Metabólico das mães tratadas, durante a gestação e lactação, com 

dieta padrão (C), com dieta padrão e óleo de milho (O), com dieta padrão e com curcumina 

(Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com dieta enriquecida com banha de 

porco e curcumina (LCm). A. Índice glicêmico. B. Razão TG/HDL colesterol. C. Perfil 

Lipídico. Valores expressos como média ± erro padrão. * representa a diferença estatística 

entre os grupos (* p ≤ 0,05). 
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Figura 3. Dados biométricos e metabólicos dos ratos adultos, filhos de mães tratadas, durante 

a gestação e lactação, com dieta padrão (C), com dieta padrão e com óleo de milho (O), com 

dieta padrão e com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com 

dieta enriquecida com banha de porco e com curcumina (LCm). A. Peso corporal ao desmame 

(3 semanas) e peso corporal ao final do experimento (12 semanas). B. Peso dos depósitos de 

gorduras visceral, retroperitoneal e epididimal. C. Circunferência abdominal. D. Índice de 

adiposidade. Valores expressos como média ± erro padrão. * representa a diferença estatística 

entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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Figura 4. Perfil Metabólico e Lipídico dos ratos adultos, filhos de mães tratadas, durante a 

gestação e lactação, com dieta padrão (C), com dieta padrão e óleo de milho (O), com dieta 

padrão e com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com dieta 

enriquecida com banha de porco e curcumina (LCm). A. Índice Glicêmico. B. Razão 

Triglicerídeos/HDL colesterol (Resistência à insulina). C. Perfil Lipídico. Valores expressos 

como média ± erro padrão. * representa a diferença estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** 

p < 0,01). 
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Figura 5. Dados dos órgãos reprodutivos dos ratos adultos, filhos de mães tratadas, durante a 

gestação e lactação, com dieta padrão (C), com dieta padrão e com óleo de milho (O), com 

dieta padrão e com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com 

dieta enriquecida com banha de porco e com curcumina (LCm). A. Peso testicular. B. Índice 

gonadossomático (GSI). C. Peso epididimal. Valores expressos como média ± erro padrão. * 

representa a diferença estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** 

p<0,0001).
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Figura 6. Motilidade dos espermatozoides de ratos adultos, filhos de mães tratadas, durante a gestação e lactação, com dieta padrão (C), com 

dieta padrão e com óleo de milho (O), com dieta padrão e com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com dieta 

enriquecida com banha de porco e com curcumina (LCm). Os espermatozoides foram avaliados de acordo com o tipo de movimento apresentado: 

móveis com progressão do movimento, móveis sem progressão do movimento e imóveis. Valores expressos como média ± erro padrão.  * 

representa a diferença estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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Figura 7. Gráficos que representam A. O diâmetro dos túbulos seminíferos dos testículos de 

ratos Wistar (µm). B. O descolamento de células germinativas do epitélio seminífero no 

lúmen tubular (%). Valores expressos como média ± erro padrão.  * representa a diferença 

estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001). C a G. Seções 

histológicas de testículos de ratos Wistar, filhos de mães tratadas, com dieta padrão (C), com 

dieta padrão e com óleo de milho (O), com dieta padrão e com curcumina (Cm), com dieta 

enriquecida com banha de porco (L), com dieta enriquecida com banha de porco e com 

curcumina (LCm). Aumento de 100x. In: intersticio; TI: tecido intersticial; L: lúmen; * 

lúmem de túbulos seminíferos com descolamento de células germinativas. Coloração: H&E. 
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Figura 8. Análise de estresse oxidativo no testículo de ratos adultos filhos de mães tratadas, 

durante a gestação e lactação, com dieta padrão (C), com dieta padrão e óleo de milho (O), 

com dieta padrão e com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com 

dieta enriquecida com banha de porco e curcumina (LCm). Atividade das enzimas 

antioxidantes A. Catalase (CAT); B. Superóxido dismutase (SOD); C. Glutationa peroxidase 

(GPx) e D. Determinação dos níveis de biomoléculas oxidadas pelo método de formação de 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs). Valores expressos como média ± erro 

padrão. * representa a diferença estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 

0,001). 
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III.2. OUTROS RESULTADOS 

 

III.2.1. INTRODUÇÃO 

 

As glândulas adrenais são endócrinas e possuem formato triangular e achatado, 

localizadas na região superior de cada rim (Kronenberg et al., 2016). Elas são recobertas por 

uma cápsula conjuntiva e divididas em duas seções principais: medula (porção central) e 

córtex (porção periférica), as quais possuem origem embrionária distintas, sendo a medula 

originada da crista neural (neuroectodérmica), enquanto o córtex tem origem mesodérmica 

(Junqueira e Carneiro, 2013). A células da medula secretam catecolaminas, como adrenalina e 

noradrenalina, enquanto as células do córtex secretam hormônios corticosteroides, 

mineralocorticoides e esteroides (Kronenberg et al., 2016). 

O córtex é subdivido em três zonas que são diferenciadas entre si pelo tipo de secreção e 

pela morfologia: Zona Glomerulosa, Zona Fasciculada e Zona Reticular. Quanto à secreção, a 

Zona Glomerulosa secreta mineralocorticoides, principalmente, aldosterona, que atua na 

reabsorção de sódio; enquanto a Zona Fasciculada secreta glicocorticoides como cortisol, 

cortisona e corticosterona, que são importantes no metabolismo de glicose e de ácidos graxos, na 

homeostase e na adaptação ao estresse crônico; e a Zona Reticular que secreta, principalmente, 

hormônios andrógenos: Dehidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de Dehidroepiandrosterona 

(SDHEA) e androstenediona, mas também pode secretar glicocorticoides (Gallo-payet e Battista, 

2014; Junqueira e Carneiro, 2013; Kronenberg et al., 2016). 

 

III.2.2. OBJETIVO 

 

O trabalho avaliou se o consumo materno de dieta rica em banha de porco ou de dieta 

padrão suplementada com óleo de milho alteraram a histologia da glândula adrenal. 

 

III.2.3. MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e delineamento experimental  

Ratos Wistar machos (n=10) e fêmeas (n=10), com seis semanas de idade, foram 

obtidos da empresa Anilab - Animais de Laboratório e Comércio em Paulínia (SP), 

totalizando 30 animais, sendo n=4 famílias para cada grupo. Durante o período experimental, 

os animais foram mantidos no biotério do Centro de Microscopia e Microanálise do Instituto 
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de Biociências, Letras e Ciências Exatas da UNESP, campus de São José do Rio Preto (SP), 

em caixas de polietileno, com substrato de maravalha, em condições controladas de 

luminosidade e temperatura média de 23C, alimentados com ração “ad libitum” e água 

filtrada. Todos os procedimentos de manuseio e experimentação animal foram efetuados de 

acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para fins 

Científicos e Didáticos (BDCA) – CONCEA, e esse projeto foi previamente aprovado pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal da UNESP (CEUA Protocolo no. 140/2016).  

Os machos foram alimentados com ração padrão para roedores até 12 semanas de 

idade. As fêmeas, ao atingirem 8 semanas de idade, foram subdivididas em três grupos 

segundo o regime alimentar e a suplementação com o óleo de milho. Esse regime e/ou a 

suplementação continuou por 4 semanas e, ao atingirem 12 semanas de idade, cada fêmea foi 

acasalada com ratos alimentados normalmente, seguindo o mesmo regime e/ou a 

suplementação durante a gestação (21 dias), até o desmame dos filhotes (21 dias de idade). O 

dia zero da gestação foi determinado a partir de esfregaço vaginal para constatação da 

presença de espermatozoides, realizado na manhã seguinte ao acasalamento. Durante a 

gestação e amamentação as fêmeas foram mantidas em caixas individuais. O tamanho da 

ninhada foi reduzido para oito filhotes em todas as famílias no dia do nascimento.  

Assim, nesse estudo foram utilizados os seguintes grupos de ratos machos adultos (12 

semanas de idade; n= 10 por grupo):  

1) C- Grupo Controle: filhos de mães tratadas com dieta balanceada para roedores;  

2) L- Grupo Lipídio: filhos de mães tratadas com dieta rica em lipídios saturados; 

3) O- Grupo Óleo de Milho: filhos de mães tratadas com dieta balanceada para roedores 

e suplementação com óleo de milho;  

A dieta rica em lipídios continha banha de porco, ou seja, era enriquecida com 31% 

de ácidos graxos saturados (Prag Soluções Biociências, Jaú-SP). Tal dieta (AIN, Instituto 

Americano de Nutrição) foi padronizada por Reeves (1997) e vem sendo utilizada em outros 

estudos (Pauli et al., 2008; Ropelle et al., 2009). O óleo de milho foi administrado na 

proporção de 0,1ml/100g do peso do animal, no grupo O.  

Ao final do período experimental, os animais foram eutanasiados por supra-dosagem 

de anestésico/analgésico (ketamina 180mg/kg e xilazina 25 mg/kg, em solução fisiológica via 

intra-peritoneal), seguido de decapitação para coleta de sangue e, então, submetidos à 

dissecação para retirada das glândulas adrenais. 

 

Parâmetros biométricos e metabólicos  
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O peso corporal dos animais foram obtidos após o desmame e no dia da eutanásia. O 

peso úmido das glândulas adrenais foi determinado após a dissecção das mesmas. Além disso, 

foi determinado o peso relativo das adrenais pela fórmula: (peso das adrenais/ peso corporal) x 

100. 

As amostras de sangue, coletadas no momento da decapitação, foram centrifugadas e 

estocadas a -80°C para posterior análise.  Os níveis sorológicos de corticosterona foram 

quantificados por ELISA (IBL – Corticosterone (Human, Rat, Mouse) ELISA- REF: RE 

52211). Cada amostra foi analisada em duplicata e as leituras foram realizadas em leitor 

Epoch Microplate Spectrophotometer (Biotek Instruments, Inc.).  

 

Processamento das adrenais e análises morfométricas 

As glândulas adrenais esquerda e direita foram removidas e fixadas por imersão em 

fixador Bouin (Sprando, 1977) durante 12 horas, então, foram lavadas por vários dias em 

álcool 70% para remoção do excesso de ácido pícrico. Os órgãos fixados passaram pelas 

etapas de desidratação em série alcóolica, clarificação em xilol e infiltração e emblocamento 

em parafina (Paraplast Sigma) no processador TP1020 (Leica Microsystems Brasil, 

Shanghai, China).  Foram realizados cortes seriados a 4μm de espessura e os cortes medianos 

foram submetidos às colorações pelo Tricômico de Gömori, para análise da morfologia geral 

e identificação das zonas corticais.  

As análises morfométricas foram realizadas por meio de imagens capturadas pelo 

sistema analisador de imagens e as medidas (200 medidas de cada uma das três zonas do 

córtex da adrenal/grupo – totalizando 600 medidas por grupo) foram analisadas e 

contabilizadas por meio do software Image-Pro Plus®. 

 

Análises estatísticas 

Os dados foram testados considerando os pressupostos de normalidade e 

homogeneidade das variâncias, de acordo com os testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, 

respectivamente, no software GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Os 

grupos que assumiram esses pressupostos (dados paramétricos) foram comparados aplicando 

one-way ANOVA seguido de Tukey (post hoc). Os dados que não se enquadraram nesses 

pressupostos (dados não paramétricos) foram comparados aplicando o teste de Kruskal-Wallis 

seguidos pelo teste de Dunn (post hoc). Os dados foram expressos em média ± erro padrão e p 

< 0.05 foi considerado estatisticamente significante.  
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III.2.4. RESULTADOS  

 

Efeitos nos parâmetros biométricos da glândula adrenal e na dosagem de corticosterona 

sérica 

O peso corporal de ratos adultos submetidos a dieta rica em banha de porco durante os 

períodos de gestação e lactação (L) aumentou quando comparado aos grupos C e O; enquanto 

que em ratos adultos submetidos a dieta padrão suplementada com óleo de milho, nos 

mesmos períodos (O) esse valor diminuiu em relação ao grupo C e L (Tab. 1).  

O peso absoluto das adrenais foi maior no grupo L em comparação com os grupos C e 

O, entretanto o peso relativo dessas glândulas não apresentou diferença significativa (Tab. 1). 

Os níveis séricos de corticosterona não variaram entre os grupos tratados (Fig. 1). 

 

Efeitos na morfometria do córtex da glândula adrenal 

  Nas figuras 2 e 3 nota-se as três zonas histológicas do córtex da adrenal de ratos 

adultos submetidos a dieta rica em banha de porco (L) ou submetidos a dieta padrão 

suplementada com óleo de milho (O) durante os períodos de gestação e lactação, comparadas 

ao grupo controle. De acordo com as figuras podemos notar uma hipertrofia da glândula 

adrenal no grupo L, observada pela maior quantidade de conteúdo lipídico na zona fascicular. 

Na análise morfométrica observou-se um aumento no comprimento de área das 3 

zonas (glomerulosa, fasciculada e reticulada) do córtex da adrenal no grupo L, quando 

comparado ao grupo C (Fig. 4). As adrenais do grupo L apresentaram, ainda, maior 

comprimento de área da zona fasciculada e reticulada, e menor zona glomerulosa do que o 

grupo O (Fig. 4).  

 Nos ratos adultos submetidos a dieta padrão suplementada com óleo de milho durante 

os períodos de gestação e lactação (O) a zona glomerulosa foi maior do que em C e em L; a 

zona fasciculada não diferenciou do controle, mas foi menor do que em L e a zona reticulada 

diminuiu em relação a C e L (Fig. 4).  

 A zona fasciculada em ratos mostrou-se maior do que as outras zonas do córtex da 

adrenal (Fig. 4). 
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III.2.5. DISCUSSÃO 

 

Até o momento podemos observar que a dieta materna rica em banha, nos períodos de 

gestação e lactação, pode causar uma hipertrofia da glândula adrenal da prole masculina, sem 

alterar os níveis séricos de corticosterona. A adrenal é um órgão que sintetiza esteroides e, 

consequentemente, acumula lipídios (Ajdžanović et al., 2016). Essa hipertrofia se deve ao 

aumento de conteúdo lipídico na zona fasciculada da adrenal, facilmente observada na análise 

morfológica e histológica e confirmado pelo aumento de peso do órgão. Um estudo 

demonstrou hiperplasia e hipertrofia das células da zona fasciculada do córtex da adrenal de 

camundongos tratados com dieta hiperlipídica, o que corrobora com nossos dados 

(Swierczynska1 et al., 2015). Neste mesmo estudo, o nível de corticosterona foi aumentado, o 

que não ocorreu em nosso trabalho, porém no primeiro os animais foram alimentados com a 

dieta hiperlipídica diretamente e no segundo foram as mães que receberam essa alimentação 

(Swierczynska1 et al., 2015). 

Para podermos concluir mais a respeito dos efeitos da dieta materna rica em banha ou 

suplementada com óleo de milho sobre a adrenal da prole masculina, novas análises precisam 

ser feitas, como a análise de proliferação celular, por exemplo. 
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TABELA 

 

Tabela 1. Parâmetros biométricos de peso corporal e da adrenal dos grupos C, L e O. 

 
 

 

Valores expressos em média ± SEM. 

Os sobrescritos a, b, c indicam a diferença estatística entre os grupos: a p<0.05 versus C; b p<0.05 versus L e c p<0.05 versus O. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

n=10                   Grupos experimentais 

  C              L               O 

Peso corporal (g) 293,3 ± 10,38 344,0 ± 10,93a,c      232,0 ± 10,82a,b 

Peso absoluto das adrenais (g)   0,0405 ± 0,0022                0,0523 ± 0,0044a,c  0,0355 ± 0,0020b 

Peso relativo das adrenais (%) 0,01376  ± 0,000402   0,1516 ± 0,01045  0,01530 ± 0,0004804 
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FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Dosagem hormonal dos níveis séricos de corticosterona dos ratos adultos, filhos de 

mães tratadas durante a gestação e lactação com dieta controle (C), com dieta rica em banha 

de porco (L) e com dieta controle e suplementação com o óleo de milho (O). Valores 

expressos como média ± EP. 
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Figura 2. Fotomicrografia do corte transversal da glândula adrenal de ratos adultos, filhos de 

mães tratadas durante a gestação e lactação com dieta controle (C), com dieta rica em banha 

de porco (L) ou com dieta controle e suplementação com o óleo de milho (O). Coloração: 

Tricômico de Gömori. Aumento de 10x. ZR: Zona Reticular; ZF: Zona Fasciculada; ZG: 

Zona Glomerulosa; M: Medula.   
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Figura 3. Fotomicrografia do córtex da adrenal, corada em Tricômico de Gömori, de ratos 

adultos, filhos de mães tratadas durante a gestação e lactação com dieta controle (C), com 

dieta rica em banha de porco (L) ou com dieta controle e suplementação com o óleo de milho 

(O). (A, C, E): Aumento de 40x; (B, D, F): Aumento de 100x referente à área demarcada por 

um retângulo em A, C, E, respectivamente. ZG: Zona Glomerulosa, ZF: Zona Fasciculada, 

ZR: Zona Reticulada, M: Medula da Adrenal. 
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Figura 4. Espessuras das zonas corticais da glândula adrenal de ratos adultos, filhos de mães 

tratadas durante a gestação e lactação com dieta controle (C), com dieta rica em banha de 

porco (L) ou com dieta controle e suplementação com o óleo de milho (O). Valores expressos 

como média ± erro padrão. * representa a diferença estatística entre os grupos (* p ≤ 0,05; *** 

p < 0,001; **** p < 0,0001). 
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