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RESUMO

Gorduras sao fontes de energia e dietas ricas em diferentes tipos de gorduras
podem provocar efeitos diferentes no organismo, principalmente no sistema
reprodutor, uma vez que este € um sistema horménio-dependente, cujos principais
hormonios tem sua fonte oriunda do colesterol. Assim, o objetivo do presente
estudo foi analisar e comparar os efeitos de dietas com diferentes formulacdes de
gordura sobre os 6rgaos reprodutivos de ratas Wistar, e para isso 96 ratas Wistar
adultas foram subdivididas em dois experimentos: experimento 01 - exposicao
durante 90 dias as diferentes dietas lipidicas e experimento 02 - exposicao durante
180 dias as diferentes dietas lipidicas. Dentro de cada experimento, ratas foram
divididas em grupos que ndo praticavam atividade fisica (grupo sedentario) e grupos
que praticavam atividade fisica (grupo exercicio). Cada grupo foi subdividido em
grupo ragao padrao, grupo racéo feita com concentracao de gordura 12% de
castanha de caju e grupo racao feita com banha de porco na concentracédo de 12%.
Foram avaliados: o peso absoluto e relativo dos érgaos reprodutores; analise da
ciclicidade estral das ratas expostas ao tratamento nos ultimos 15 dias; avaliacao
histologica de utero e ovario e peso final dos animais. Foram observadas diferencas
nos efeitos conforme as composicdes de gorduras nas dietas, afetando sutiimente o
ciclo estral, peso final e peso do utero e ovario dos diferentes grupos, entretanto ndo
houve diferenca sobre os parametros histolégicos. Assim, pode-se concluir que,
baseado no presente modelo experimental, as diferentes formulagdes de ragdes nao

afetaram o sistema reprodutor de fémeas, principalmente a morfologia das génadas.



ABSTRACT
Fats are sources of energy and diets rich in different types of fats can cause different
effects on the body, especially on the reproductive system, since this is a hormone-
dependent system, whose main hormones come from cholesterol. Therefore, the
objective of the present study was to analyze the effects of diets with different fat
formulations on the reproductive organs of Wistar rats. For this purpose, 96 adult
Wistar rats were subdivided into two experiments: experiment 01 - exposure for 90
days and experiment 02 - exposure for 180 days to different lipid diets. Within each
experiment, rats were divided into groups that did not practice physical activity
(sedentary group) and groups that practiced physical activity (exercise group). Each
group was subdivided into a standard feed group, a feed group made with a 12% fat
concentration of cashew nuts and a feed group made with lard at a concentration of
12%. The following were evaluated: the absolute and relative weight of the
reproductive organs; analysis of the estrous cyclicity of rats exposed to treatment in
the last 15 days; histological evaluation of the uterus and ovaries and final weight of
the animals. Differences in effects were observed depending on the composition of
fats in the diets, subtly affecting the estrous cycle, final weight and weight of the
uterus and ovaries of the different groups, however there was no difference in the
histological parameters. Thus, it can be concluded that, based on this experimental
model, the different feed formulations did not affect the reproductive system of

females, especially the morphology of the gonads.
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1. INTRODUGAO

A formulacdo de ragbes € um processo que converte as necessidades
nutricionais tedricas em requisitos alimentares concretos. A racdo representa a
quantidade de alimento fornecida a um animal durante um periodo de 24 horas, e é
essencial que essa quantidade seja cuidadosamente equilibrada para garantir a
nutricdo adequada. Dessa forma, a ingestdo alimentar é ajustada de modo a
satisfazer precisamente as necessidades nutricionais dos animais, assegurando a
manutencdo de suas funcdes fisioldgicas (CARDINAL et al., 2019).

Tanto a formulagdo adequada quanto a selecdo criteriosa dos alimentos
nutricionais fornecidos aos animais sdo de extrema importancia. De acordo com
Alves et al. (2016) e Dias (2021), a castanha de caju, assim como outras
oleaginosas, apresenta um perfil lipidico e antioxidante altamente benéfico,
contendo dezenove fontes distintas de gorduras, incluindo o acido oleico e o
linoleico, bem como fontes de proteinas, tocoferol e folato. Por outro lado, € crucial
ter em mente que o consumo excessivo de gorduras saturadas, como a banha de
porco e outras fontes similares, aumenta o risco de doencas cardiovasculares,
devido ao aumento dos niveis de LDL (lipoproteinas de baixa densidade), conhecido
como o "colesterol ruim" do organismo. Portanto, o consumo dessas gorduras
saturadas deve ser moderado, conforme destacado por Araujo (2023).

Vérios estudos demonstraram os beneficios da inclusdo de diferentes
gorduras na dieta, resultando em uma maior utilizacao desta e, consequentemente,
na preservacao do glicogénio. Isso é especialmente importante para evitar a
ocorréncia de hipoglicemia em individuos que se engajam em atividades fisicas
extenuantes e de longa duracdo, como atletas (ALVES et al., 2011). No entanto,
ainda ha divergéncias nos resultados e nas pesquisas relacionadas a resposta
metabdlica e a digestibilidade dos demais nutrientes nesse contexto. Isso ressalta a
necessidade de uma analise mais aprofundada dos efeitos de diferentes 6leos na
dieta.

Em dietas ricas em lipidios, a reducdo da atividade da lipase no tecido
adiposo tem como resultado um aumento na atividade muscular. Isso, por sua vez,
aumenta a demanda por estoques de glicogénio muscular por meio da via

glicolitica, o que desacelera a fadiga durante exercicios aerdbicos.



Simultaneamente, a



concentracdo de glicose no sangue pode ser mantida ou mesmo aumentada
durante a realizacdo de exercicios prolongados (ALVES et al., 2011).

Considerando as novas perspectivas e informagdes disponiveis, é possivel
fazer pequenos ajustes nas manipulagdes de dietas com o objetivo de promover o
aumento da producédo e da reproducdo (SARTORI; GUARDIEIRO, 2010). A ingestédo
e acumulo de gordura estd intimamente relacionado ao funcionamento adequado do
sistema reprodutivo feminino. De acordo com Alves (2014), é importante salientar
que o corpo feminino produz hormédnios cruciais para o crescimento e o
desenvolvimento do sistema reprodutivo. Tais horménios sdo dependentes das
reservas de colesterol nas células esteroidogénicas. Um exemplo notavel é o
estrogeno, que desempenha um papel essencial ao estimular os ovarios, utero,
além do desenvolvimento da genitdlia e dos seios.

Assim, o presente estudo visa investigar os possiveis efeitos de diferentes
dietas lipidicas sobre o sistema reprodutor feminino de ratas Wistar, na presenca ou
nao de atividade fisica. Para tanto, foram avaliados o peso absoluto e relativo dos
orgaos reprodutores; analisou-se a ciclicidade estral das ratas expostas ao

tratamento, assim como a histologia de utero e ovario.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Sistema reprodutor feminino

Os 6rgaos sexuais internos femininos sdo compostos por ovarios, tubas
uterinas, utero e vagina (MOURA, 2018). Os ovarios possuem uma atividade ciclica
controlada por horménios sexuais, desde a primeira ovulacdo, a menarca, até a

menopausa, caracterizada pela ultima ovulagcao (NICIURA et al,. 2008).

2.1.1. Ovarios

Os ovarios compdéem as gbnadas femininas e executam duas funcdes

importantes: gametogénese, responsavel pela producdo de odcitos, e
esteroidogénese, producdo dos horménios esterdides, sendo este o estradiol e a
progesterona. O hormoénio estradiol é sintetizado pelas células foliculares, e a
progesterona € produzida pelo corpo luteo (NICIURA et al, .2008). Este 6rgéo €
envolvido por um epitélio simples cubico ou simples pavimentoso denominado de
epitélio germinativo, o qual € composto de cortex e medula. No coértex, porcao
periférica, estdo os foliculos ovarianos, formando um tecido conjuntivo celularizado
especializado, enquanto que a medula, é centralizada e formada por tecido
conjuntivo frouxo, apresentando ainda vasos sanguineos, linfaticos e nervos
(MOURA, 2018).
Os foliculos ovarianos sdo compostos por um ovdcito e pelas células foliculares, e
sdo classificados a partir do estado de seu desenvolvimento. A partir do
nascimento, todos os foliculos ovarianos sdo denominados de foliculos primordiais,
constituidos de ovdcito primario com uma camada unica de células foliculares
pavimentosas (MOURA, 2018).

A cada ciclo menstrual nos primatas e estral nos demais mamiferos, um
grupo de foliculos primordiais irdo entrar em crescimento, que dardo origem aos
foliculos primarios, os quais sdo formados por um ovdcito primario envolto por uma
camada de células foliculares cubicas, com células do estroma de tecido conjuntivo
(MOURA, 2018)..

Ha ainda a presenca das células da teca interna e externa. As células da

teca interna sdo formadas por uma camada vascularizada de células secretoras



cubdides que auxiliam na producao de esterdides androgenos; e as células da teca



externa sdo formadas por uma camada de células musculares lisas e feixes de
fibras colageno. Estes foliculos secundarios sdo estimulados pelo Hormonio Foliculo
Estimulante (FSH) da adenohipodfise fazendo com que cresgam nesta fase folicular.
A producao do fluido folicular, que vai se acumulando entre as células da granulosa,
formam uma pequena cavidade denominada antro folicular, fazendo com que este
foliculo seja chamado de foliculo antral ou terciario, sabendo que os estagios
anteriores sdo chamados de foliculos pré-antrais (MOURA, 2018).

Os foliculos antrais ainda apresentam a coroa radiada, circundante ao
odcito, e o Cumulus Oophorus, ambos formados de células do estrato granuloso
(MOURA, 2018). A zona pelucida é a estrutura que reveste e protege o ovdcito,
situada ao redor do mesmo, se apresentando como uma camada de glicoproteinas
fundamentais para o reconhecimento espécie-especifico (ADONA et al,. 2013).

Apods a ovocitagao, ocorre a formacao do Corpo Luteo, também chamado
de corpo amarelo. Este é formado por células granulosas-luteinicas, sendo que os
hormonios progesterona e estrégeno sado secretados para manter o ovdcito até que
haja fecundacéo. Se nao houver fecundagao, o corpo luteo ira regredir, formando o
corpus albicans, uma cicatriz de tecido conjuntivo denso, sendo que persistira por
varios meses e sera substituido pelo estroma (FONSECA, 2017).

O autor Adona et al,. (2013) detalha que a ovulagdo ocorre com um pico do
horménio luteinizante (LH), seguido de um pico de FSH e de estrégeno, provocando
mudancas na comunicagdo do foliculo, fazendo com que o foliculo ovulatério se
rompa e o ovocito maturo seja “expulso” do ovario, € como consequéncia ocorre o

desenvolvimento do corpo luteo.

2.1.2 Ovogénese

A ovogénese corresponde ao desenvolvimento dos gametas femininos,
sendo caracterizada por trés fases, a multiplicacdo, crescimento e maturacdo dos
ovocitos. Ao iniciar, as células germinativas se multiplicam por sucessivas mitoses
para dar origem as ovogoénias (fase de multiplicacédo). Estas sao recrutadas para
iniciar a primeira divisdo da Meiose, na qual ocorre primeiro o crescimento celular e
duplicacdo do DNA (fase de crescimento) seguido do inicio da divisdo meidtica, que

sera interrompida na profase |, caracterizando os ovécitos | (inicio da fase de



maturacgéo). O final da primeira divisdo meidtica ocorre com a ovulagdo, dando



origem a duas células hapléides,denominadas ovécito Il e primeiro corpusculo polar
que sera degenerado. A segunda divisdo meidtica ocorre se 0 ovdcito secundario
for fertilizado, formando o 6vulo e o segundo corpusculo polar ( DE OLIVEIRA,
2009).

A ovogénese é controlada pelo Horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
— secretado pelo hipotadlamo, que age sobre a adenohipdfise estimulando a
secrecdo das gonadotrofinas FSH - (Horménio Foliculo Estimulante), responséavel
pelo desenvolvimento dos foliculos ovarianos, e o LH (Horménio Luteinizante)
responsavel pelo pico de ovulacdo (WELLERSON; SCARANO, 2015).

A producdo de estrogeno se inicia nas células da teca interna, estimuladas
pelo LH, com a producdo de androgénios (andronestediona), que sera convertido
em estrégeno nas células foliculares (aromatase) pelo estimulo do FSH. Quando
ocorre 0 aumento dos receptores de LH nas células foliculares com a maturacéo
folicular, forma-se o foliculo dominante e este, apds o pico de LH, havera ovulacao.
Com a formacao do corpo luteo, sendo estimulado tanto pelo LH quanto pelo FSH,
produz o hormdnio progesterona e estrdogeno, e caso haja fecundacdo, futuro
embrido por um periodo sera mantido pelo corpo luteo. Mas caso nao tenha
ocorrido a fertilizacdo, o corpo luteo ird regredir, formando o corpo albicans
(WELLERSON; SCARANO, 2015).

A atividade esteroidogénica durante a ovogénese ocorre e € diretamente
dependente da quantidade disponivel de colesterol, o precursor dos hormdnios
esterdides, o colesterol pode ser produzido pelas proprias células ou absorvido via
alimentacdo (principal fonte) é neste cenario, dietas ricas em lipidios podem

influenciar diretamente na sintese dos horménios sexuais (ALBERTS et al., 2017).

2.2 Utero

Utero é um érgdo onde o futuro embrido sera alojado e desenvolvido. Ele é
composto de cérvix, corpo uterino superior e a parte do colo do utero, esta é bem
estreita e se localiza na parte mais inferior do utero, se comunicando com a vagina
(FAVARO, 2023). O Utero apresenta mucosas e camadas especificas, o perimétrio,
miométrio e endométrio.

O perimétrio € a membrana serosa de tecido conjuntivo e mesotélio,



localizado na maior parte do utero e algumas na porcéao inferior (adventicia) com

tecido conjuntivo (FAVARO, 2023). O miométrio contém trés camadas de musculo



liso (FAVARO, 2023) sendo a intermediaria altamente vascularizada (MOURA, 2021).
O endométrio é caracterizado por uma mucosa composta por tecido epitelial de
revestimento simples cilindrico que apresenta glandulas exdcrinas e tecido
conjuntivo, sendo este dividido em 3 camadas: Camada compacta, esponjosa
funcional e camada basal (FAVARO, 2023).

O colo do Utero é dividido em uma porcdo exterior que se projeta na
vagina — ectocérvice, sendo revestido por epitélio estratificado pavimentoso; e uma
porcao interior - o endocérvice, revestido por epitélio simples colunar secretor de

muco (FAVARO, 2023).

2.3 Dietas lipidicas e atividade fisica.

No contexto de pesquisas sobre dietas e exercicios fisicos, € relevante
considerar o uso de diferentes fontes de lipidios. As dietas hipocaldricas
frequentemente sdo empregadas como estratégia para a perda de peso e reducao
da gordura corporal. No entanto, é importante ressaltar que essas dietas podem ter
o efeito colateral de provocar a perda de massa magra e diminuir as taxas
metabdlicas. Para minimizar esses impactos negativos, a pratica regular de
exercicios fisicos pode ser um aliado valioso no controle da alimentagdo e na
reducao da massa adiposa.

Estudos sugerem que exercicios anaerobicos podem estimular a perda de
lipidios corporais, mas também nao estdo isentos de potencialmente causar a perda
de massa magra (FRANCISCHI et al., 2001). No entanto, ainda ha muito a se
compreender sobre os efeitos de exercicios fisicos regulares em individuos.

Na literatura cientifica, encontramos diversas abordagens de dietas ricas em
lipidios associadas a atividades fisicas, com o intuito de avaliar seus efeitos, sejam
eles positivos ou negativos. Um estudo realizado por PAULI et al. (2009) examinou
diferentes grupos de ratos submetidos a dietas hiperlipidicas e exercicios fisicos. Os
resultados indicaram que a dieta hiperlipidica foi consumida em menor quantidade
em comparagdo com a dieta balanceada. Além disso, os animais que se
exercitaram, tanto de forma aerdbica quanto anaerdbica, apresentaram ganho de
peso inferior aos ratos sedentarios ( SILVA et al., 1999).

Os resultados desse estudo também demonstraram que a massa corporal



aumentou nos ratos alimentados com dietas ricas em gordura em comparagao com



os ratos do grupo controle que receberam uma dieta padréo. A insulina nao
apresentou diferencas significativas nos ratos obesos, exceto no grupo que recebeu

a dieta caldrica sem exercicios regulares, onde niveis séricos de insulina foram

afetados. Além disso, os ratos sedentarios apresentaram menor taxa de glicose em

comparacao ao grupo controle (PAULI et al., 2009). Isso indica que acidos graxos
insaturados e saturados podem influenciar a resisténcia a insulina, como observado
na banha de porco, que é rica em acidos graxos saturados (FONSECA,; et al., 1974).

Outro aspecto importante € o uso de dietas hiperlipidicas como um modelo
para induzir a obesidade em animais de laboratério, com o objetivo de estudar essa
condicdo. Essas dietas, administradas por um periodo prolongado, resultam em
balanco energético positivo e obesidade em animais de experimentacao, tornando-
se um modelo apropriado para estudos (CABECO et al., 2010).

Por fim, vale mencionar que a castanha de caju, devido ao seu perfil
nutricional caracterizado por gorduras insaturadas e compostos antioxidantes, foi
utilizada em experimentos de formulacdo de ragbes para ratos. Os resultados
indicaram melhorias na funcdo renal e hepdtica quando a castanha foi
suplementada em proporcdes de 10% e 20% da dieta dos ratos durante 28 dias,
embora a suplementacdo em 30% tenha causado aumento do colesterol total nos
animais (DIAS, 2021).

Em resumo, o estudo das dietas a base de diferentes fontes de lipidios
associadas a atividades fisicas desempenha um papel importante na compreensao

dos efeitos dessas intervengcdes no metabolismo e na saude dos individuos.

2.3 Importéncia da formulacéo da ragéo.

A formulacdo de ragcdes desempenha um papel fundamental ao transformar
as necessidades nutricionais tedricas em requisitos alimentares praticos para os
animais. Podemos entender isso como a quantidade de alimentos fornecida a um
animal ao longo de um periodo de vinte e quatro horas. E crucial que essa
quantidade seja equilibrada para garantir a adequada nutricdo do animal.

De acordo com o (NRC) National Research Council, (2000) e Cardinal et al.
(2019), a formulacdo de racdo envolve trés etapas principais: avaliar o estado

nutricional dos animais, calcular a quantidade de alimentos fornecida com base nos



valores nutricionais e desenvolver um modelo para atender as necessidades



nutricionais por meio da ragdo. A primeira etapa na formulagdo da racdo é a
caracterizacdo do animal, levando em consideracdo fatores como tipo e espécie,
idade, sexo, padrdao racial, tamanho e ambiente. Por exemplo, as exigéncias
nutricionais variam entre um macho bovino em fase de terminacdo e uma fémea. No
caso de aves de corte, que tém um periodo de abate de 42 dias, as exigéncias
nutricionais sdo ajustadas para cada fase de crescimento e ganho de peso, levando
em conta o tempo de permanéncia na granja (CARDINAL et al., 2019).

E importante garantir a uniformidade da racdo quanto aos micronutrientes,
incluindo vitaminas, minerais e aminoacidos. Esses componentes devem ser
misturados de maneira adequada, sem prejudicar o desempenho dos animais,
como destacado por Bellaver e Nones (2000).

A peletizacdo € uma técnica que envolve a mistura de ingredientes por meio
de processos mecanizados que incluem umidade, prensagem e aquecimento. Essa
técnica tem multiplos beneficios, como facilitar o manuseio, reduzir a formacéo de
particulas finas, melhorar a palatabilidade, diminuir a segregacdo dos ingredientes
pelos animais, aumentar a densidade da racido e reduzir os custos de transporte.
Além disso, a peletizacdo pode agregar valor nutricional aos alimentos gracas ao
uso de prensa e aquecimento (BELLAVER; NONES, 2000; FERREIRA et al., 2009).

Cardinal et al. (2019) também enfatiza a importancia da granulometria dos
ingredientes, que se refere ao tamanho das particulas. Diferentes métodos de
processamento, como tratamento térmico, pressao e modificagdes na composicao
de amido, proteina e gordura, podem afetar o tamanho das particulas. A
granulometria é fundamental para determinar a umidade, densidade, palatabilidade,
digestibilidade e a presenca de antinutrientes nos alimentos. Portanto, € um aspecto
que deve ser cuidadosamente avaliado, levando em consideragao as caracteristicas
dos animais, como tamanho, formato e comportamento alimentar, que variam entre
animais monogastricos e ruminantes. O manejo de racao e alimentacdo para esses
dois grupos de animais € distinto e requer consideracdes especificas (CARDINAL et
al., 2019).

Assim, a formulacdo de ragdes desempenha um papel critico na garantia da
nutricdo adequada dos animais, levando em consideracdo uma série de fatores,

desde as necessidades nutricionais especificas até a granulometria dos ingredientes



e os métodos de processamento.



2.4. DIETAS RICAS EM GORDURA E O SISTEMA REPRODUTOR

Os ovarios, assim como outros 6rgdos como as glandulas adrenais e
testiculos possuem células enddcrinas especializadas em secregcdo hormonal,
principalmente de horménios esterdides. Assim, os ovarios secretam estradiol
gracas a esta atividade esteroidogénica mediada pela reserva enddgena de
colesterol destas células (COLE et al., 2023).

Todo o processo de esteroidogénese € semelhante nas células
esteroidogénicas, especialmente nas etapas mitocondriais iniciais. Todo o processo
se inicia pelo transporte de colesterol mediado por proteinas (dominio START) para
as mitocéndrias e na sequéncia, sua conversdao em pregnenolona pela enzima P450
(BASSI et al., 2021). Esta enzima se localiza na membrana interna da mitocéndria,
as tornando organelas essenciais no processo de esteroidogénese (BASSI et al.,
2021).

Assim, sabe-se que a quantidade de estradiol disponivel estara relacionada
diretamente a quantidade de mitocéndrias ativas nas células esteroidogénicas e a
concentracdo de colesterol disponivel para a sintese desses horménios (MILLER et
al., 2011). Além disso, € importante frisar que o estrégeno além de minimizar o
colesterol total e o LDL, eleva os niveis de HDL, caracterizando um perfil com
lipideo pouco aterogénico (GELATTI et al,. 2021), além de participarem das
caracteristicas secundarias de fémeas, o que € benéfico ao organismo.

Portanto, o colesterol per se, € uma molécula importante no ser humano e
tanto o seu excesso como a sua deficiéncia causam inumeras doencas (SCHADE et
al., 2020). Neste sentido, uma dieta balanceada com fontes adequadas de
colesterol, deve ser empregada, levando em consideragcdo a necessidade de cada

organismo.



3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL:

Analisar e comparar os efeitos de diferentes formulacdes lipidicas
adicionadas nas dietas sobre os o6rgdos reprodutivos de ratas submetidas ao

treinamento fisico ou nao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o peso absoluto e relativo dos 6rgaos reprodutores;

. Avaliar a ciclicidade estral das ratas expostas ao tratamento e;

o Avaliar a histologia do utero e ovario;



4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 96 ratas, da linhagem Wistar com 6 semanas de idade, com
pesos entre 130g a 150g, criadas no Laboratério de Fisiologia e Neurologia
Experimental da FACS/UERN. As ratas foram acomodadas, individualmente, em
gaiolas de polipropileno com dimensdes de 49x34x16 cm, sob temperatura
controlada de aproximadamente 24 °C) e um ciclo claro-escuro de 12:12 h (luzes
acesas as 07:00 horas). Racédo e agua foram fornecidos ad libitum até o inicio do
experimento.

O ambiente de cada caixa foi enriquecido com canos PVC, de acordo com
Schaeffer, (2010) que ressalta que ambientes enriquecidos proporcionam aumento
da proliferacdo de células-tronco neurais, sobrevivéncia de novos neurdnios (VAN
PRAAG, KEMPEMANN E GAGE, 2000) e aumento do peso do cérebro (MOURA et
al, PERREIRA, ALMEIDA E SOARES, 2009; BENEFIEL, DONG, GREENOUGH,
2005;) promovendo, consequentemente, melhor desempenho de tarefas cognitivas,
dado que o aumento das variaveis em um ambiente é fator estimulante.

O experimento foi iniciado apds a aprovacdo pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal CEEA/UERN. Todos os procedimentos experimentais
seguiram estritamente as normas estabelecidas pela resolu¢cdo 1000/2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, e a National Research Council of the

National Academy.

4.2 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Estadual do Rio Grande do
Norte, na Faculdade de Ciéncias da Saude FACS, localizada na Rua Atirador Miguel

Antonio da Silva Neto, s/n, Aeroporto — Mossoro-RN.



4.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

O periodo de intervencao foi dividido em dois experimentos, o primeiro
experimento ocorreu durante 18 semanas (90 dias) e o segundo experimento
ocorreu durante 26 semanas (180 dias), durante o qual foi investigado se as dietas
e/ou atividade fisica afetaria positivamente ou negativamente o sistema reprodutor

feminino das ratas Wistar.

4.4 DELINEAMENTO DA AMOSTRA

As ratas foram distribuidas, aleatoriamente, em 06 grupos, na qual parte dos
animais seriam tratados apenas por 90 dias (experimento 01, n=8) e parte dos
animais tratados por 180 dias (experimento 02, n=8), da seguinte maneira:

- SDCNT: grupo com dieta a base de racdo padrao sem a realizagéo de
atividade fisica (n=16)

- EXCNT: grupo com dieta a base de ragao padrdo com a realizacao de
atividade fisica (n=16)

- SDBHP: grupo com dieta a base de banha de porco sem a realizacao de
atividade fisica (n=16)

- EXBHP: grupo com dieta a base de banha de porco com a realizagao de
atividade fisica (n=16)

- SDCSC: grupo com dieta a base de castanha de caju sem a realizacdo de
atividade fisica (n=16)

- EXCSC: grupo com dieta a base de castanha de caju com a realizagdo de

atividade fisica (n=16)

O numero de animais por grupo escolhido para o presente estudo foi de
acordo com o n descrito em experimentos semelhantes. Foram considerados um n
de 16 animais por grupo pela probabilidade de adversidades que podem ocorrer
durante o periodo de inducdo, de avaliacdo e do protocolo de treinamento. A
ingestdo alimentar foi monitorada duas vezes por semana, O peso corporal

semanalmente e o comprimento dos animais quinzenalmente, durante todo periodo



experimental (GOMES, 2021).



4.5 DIETA

Empregando o critério para classificacdo de uma dieta hipercalérica: foram
fornecidas trés tipos de racéo:racao padréo (CNT), racdo a base de banha de porco
(BHP) e racdo a base de castanha de caju (CSC).

Para avaliar a composicdo das racdes hiperlipidicas foram realizadas uma
avaliacdo bromatoldgica seguindo o método realizado no Laboratério de Nutricao
Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

A ragcdo controle fornecida aos animais foi comercializada pelo fabricante
Presence® - Racdo para ratos e camundongos, sendo que valores nutricionais
utilizados foram os fornecidos pelo rétulo do fabricante. Segundo Gomes, (2021) a
determinagdo dos carboidratos das dietas hipercaldrica foi realizada seguindo o
calculo De Medeiros e Marino (2015), os carboidratos como extrativo nao
nitrogenado (ENN), igual a massa seca total (MST) subtraido da somatdria dos
valores em porcentagem da proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra bruta (FB)

e cinzas (C2):

EQUACAO: ENN = 100% MS — (% PB + % EE + %FB + % C2).

4.6. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram fornecidos aos animais, duas vezes por semana, 100g da racéo
controle para os grupos EXCNT - Racéo controle com exercicios e SDCNT Ragao
controle com sedentarismo, 75g da racdo hiperlipidica de banha de porco para
EXBHP com exercicios e SDBHP com sedentarismo e 75g da racao hiperlipidica da
castanha de caju para EXCSC com exercicios € SDCSC com sedentarismo.

A racao foi pesada em uma balanca de precisdo (1510g x 0,01g) da marca
Mettler Toledo PB1501-S, as sobras das ragdes eram divididas pelos dias de

consumo para obter a quantidade de alimento ingerido por dia, em gramas.

4.7. RECRUTAMENTO DOS ANIMAIS



Para execucdo do exercicio foi utilizada uma esteira motorizada, composta
por trés baias fechadas com acrilico. O exercicio foi motivado por meio de um
estimulo elétrico com intensidade ajustavel (0 a 2mA) e inclinacao fixa. A area de
exercicio por rato possuia 57 cm (comprimento) x 13 cm (largura) x 15 cm (altura).

De acordo com estudos anteriores, os animais foram submetidos a um
processo de recrutamento, por meio de corrida em uma esteira, com ensaios de 15
minutos por dia e duracdo de 10 dias. Para a realizacdo do exercicio, a velocidade
foi aumentada gradativamente (8m a 10m durante 15min) porém se o animal
sofressem trés choques consecutivos, o exercicio seria interrompido e teria
continuidade no dia seguinte, no ultimo as ratas que nao conseguirem completar o
tempo estipulado de 15 minutos, seriam selecionadas para o grupo de animais
sedentarios (SD) e as demais para o grupo de exercicio (EX).

O protocolo de grupo de EX, as ratas correram por 30 minutos todos os dias,
no mesmo horario, 5 dias por semana, por 90 e 180 dias. A esteira ficou ajustada a
uma velocidade de 8m/min nos primeiros 5 min, 12 m/min nos 30 min seguintes
(consumo de oxigénio = 40 a 50%) e 8 m/min nos ultimos 5 min a 0° de inclinagéo

(HAN, et al. 2019).

4.8 PESO CORPORAL

As ratas foram pesadas semanalmente a partir da 1° semana de experimento
em balanca modelo PB1501-S Mettler Toledo, com precisdo minima de 5g e

maxima de 1,510g, até o final do experimento.

4.9. AVALIAGAO DO CICLO ESTRAL

Préximo ao término do protocolo de exercicios, durante os ultimos 15 dias do
protocolo, todas as fémeas foram avaliadas diariamente com relacdo a composicéo
celular presente no fluido vaginal coletado. Este procedimento determinou o periodo
de duracdo do ciclo estral, bem como a duracdo de cada uma de suas fases
(proestro, estro, metaestro e diestro) (Vilela et al., 2007). A fase de proestro é

caracterizada pela presenca de células epiteliais nucleadas; na fase de estro,



observam-se células epiteliais queratinizadas; durante o metaestro, observam-se



células epiteliais nucleadas e queratinizadas, além de leucécitos; na fase de diestro,

existe predominio de leucécitos (VILELA et al., 2007).

4.10. EUTANASIA E COLETA DE MATERIAIS

Ao término do ciclo estral, apés as 18 semanas (3 meses), metade dos
animais (n=8/grupo) foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de
ketamina e xilazina, ambos com uma dose quatro vezes maior do que a dose
recomendada mg/Kg, seguido de decapitacdo, sendo considerados como
experimento 01. Utilizou a ketamina que € um opidide necessario para potencializar
o efeito da analgesia adequada ao procedimento e a xilazina € um relaxante
muscular.. Com 26 semanas (180 dias), o restante dos animais (n=8/grupo) passou
pelo mesmo procedimento de eutanasia, sendo considerados experimento 02. As
eutanasias ocorreram no primeiro estro apds o periodo de experimentacdo. Em
seguida, os ovarios e utero foram removidos e pesados, e depois fixados para

analise histolégica (GOMES, 2021).

4.11. PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

Apbs a coleta dos ovarios e do utero, estes foram imersos em solucao
fixadora de formol 10% durante 24h. Na sequéncia foram processados
histologicamente e incluidos em Paraplast, sendo cortados na espessura de 5pm e
alocados em laminas histolégicas. Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina e destinados para analises histopatoldgicas (GOMES, 2021)

As laminas foram desparafinizadas e hidratadas, sendo colocadas em
hematoxilina por 3 minutos (dependendo do tempo de preparo e uso do corante) e
apos este periodo, foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, e coradas com
eosina por 7 minutos (depende do tempo de preparo e uso do corante). Na
sequéncia, foram desidratadas e clarificadas, seguida da montagem das laminas

(SANTOS, 2021).



4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrao. As avaliagdes
estatisticas dos experimentos, foram determinadas pela ANOVA one-way usada
para comparar as diferengas entre os varios grupos, e ANOVA two-way foram
usados para analisar os efeitos de diferentes dietas ricas em gordura, mudando de
uma dieta rica em gordura para ragdo com pouca gordura. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no software estatistico PRISMA, sendo considerado

estatistico todo valor de p<0,05 (GOMES, 2021).



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os animais foram avaliados na forma de dois experimentos distintos,
experimento 01 - fémeas tratadas durante 90 dias (3 meses) e experimento 02 -
fémeas tratadas durante 180 dias (6 meses). Os resultados foram expressos de

acordo com as analises realizadas.

5.1. Experimento 01 (3 meses)

5.1.1 Ciclo estral

O acompanhamento do ciclo estral ocorreu durante os ultimos 15 dias do
experimento (Figura 01), sendo que o grupo SDCNT e o grupo EXCSC apresentaram
diferencas estatisticas (p<0,05) quanto a fase de proestro, sendo que o
SDCNT(19,94+4,03) apresentou maior percentual quando comparado com 0 grupo
EXCSC (7,80+2,07). Entretanto, isso ndao impactou diretamente no tamanho e
numero de ciclos estrais quando comparados entre os grupos (p>0,05).

Em um experimento com ratas expostas a dietas ricas em carboidratos, os
esfregacos vaginais revelaram uma fase de proestro anormal, com presenca de
ciclos irregulares comparados ao grupo controle (NiNO, 2022). Sabendo que o
proestro é caracterizado pela predominancia de células epiteliais nucleadas e
pequena quantidade de leucécitos e muco, devido a atividade de producao de
estrogeno, pode ser um impacto da dieta de castanha de caju, que possivelmente

forneceu menos subsidio para sintese hormonal (colesterol).

5.1.2. Ganho de peso

Avaliacdo do ganho de peso das ratas durante o experimento (Figura 02)
mostrou que o grupo EXCNT e SDCNT tiveram maior ganho de massa corpérea
(p<0,05) quando comparados aos grupos EXBHP, SDBHP e SDCSC, € mesmo nao
sendo estatistico, também se mostrou reduzido quando comparado ao grupo

EXCSC.



Figura 01 - Monitoramento do ciclo estral durante 15 dias de ratas adultas
submetidas a diferentes formulacdes de dietas lipidicas durante 90 dias. Valores
expressos como Média + EPM. ANOVA seguido de teste de Dunnett. Letras

diferentes expressam diferenga estatistica (p<0,05).
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Figura 02 - Ganho de peso de ratas adultas submetidas a diferentes formulacdes de
dietas lipidicas durante 90 dias. Valores expressos como Média + EPM. ANOVA
seguido de teste de Dunnett. Letras diferentes expressam diferenca estatistica

(p<0,05).
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A palatabilidade hiperlipidica refere-se a caracteristica de uma dieta que é
rica em lipidios (gorduras) e que tem um sabor atraente para os animais, como aos
ratos. Essa dieta é frequentemente usada em estudos de pesquisa para investigar
os efeitos do consumo excessivo de gorduras na saude. Por outro lado, a racéao
convencional de ratos € uma dieta padrao usada em laboratérios para alimentar
roedores em experimentos, formulada para atender as necessidades nutricionais
basicas dos ratos de laboratério e geralmente contém uma quantidade equilibrada
de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais. Assim, esperava-se que 0s animais
que eram alimentados com dietas de diferentes fontes lipidicas se alimentassem em
maior quantidade e assim, ganharem mais peso, 0 que nao ocorreu no presente

estudo.



Neste cenario, os animais que se alimentavam das dietas de diferentes
fontes de lipidios se saciaram mais rapidamente, mostrando assim um menor
consumo de racdo e consecutivamente um menor ganho de peso quando
comparado ao grupo de racado padrao (controle). Tal fato pode ser comprovado no
presente estudo, uma vez que o consumo de ragdo apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos SDCSC (14,23+0,83), EXCSC (16,54+0,60),
SDBHP (13,69+0,47), EXBHP (16,56+0,58) quando comparado a ambos EXCNT
(22,15+0,41). e SDCNT (19,19+0,68).

Nos estudos que utilizaram dieta hiperlipidica em ratos, a correlagao foi
semelhante ao presente estudo, na qual o grupo controle mostrou maior consumo

de racdo em relacdo a dieta hiperlipidica (ALMEIDA, 2011; GRESSLER, 2013).

5.1.3. Peso dos 6rgaos reprodutores

O peso absoluto uterino e ovariano do grupo SDCSC foi significativamente
menor em comparagao ao grupo EXBHP (Figura 03). Por outro lado, o peso relativo
do utero e do ovario nao se alteraram (p>0,05).

Um estudo conduzido com dietas suplementadas com resveratrol, foi
observado que houve um maior numero de corpos luteos, que por consequéncia
aumentou o peso ovariano e uterino (CALDATO et al,. 2013) No presente trabalho,
podemos observar um maior nimero de corpos luteos, entretanto o mesmo nao foi
significativo, assim, é possivel que esta alteracao vista apenas nos pesos absolutos
tenham mais relacdo ao peso (tamanho) da rata do que a dieta, uma vez que os

pesos relativos ndo se diferiram.



Figura 03 - Peso absoluto e relativo dos érgaos reprodutores (ovario e utero) de ratas
adultas submetidas a diferentes formulagcdes de dietas lipidicas durante 90 dias.
Valores expressos como Média + EPM. ANOVA seguido de teste de Dunnett. Letras

diferentes expressam diferenca estatistica (p<0,05).
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5.1.4. Histologia

Nas analises histopatoldgicas dos ovarios ndo foram observadas alteragcoes
significativas (p<0.05). Todos os grupos (Figura 04), tanto sedentario quanto
submetidos ao protocolo de exercicio apresentavam a gbénada bem delimitada,
caracterizada por um coértex com a presenca de foliculos em varios graus de
desenvolvimento, principalmente corpos luteos, uma vez que as fémeas foram
eutanasiadas em estro. Com regido medular bem caracteristica, com a presencga de
vasos sanguineos. Foram ainda observados em menor frequéncia foliculos do tipo
primordial e primario, também padrao pela fase do desenvolvimento.

Foi observado na avaliagao histopatoldgica do utero (Figura 05), no grupo
sedentario, um aumento da presenca de infiltrados leucocitarios no grupo tratado
com castanha de caju, em comparagdo com o grupo que recebeu racao padrao. O

grupo exposto a banha de porco, por outro lado, ndo apresentou aumento da



frequéncia de infiltrados, entretanto, foi observado alteracdo no epitélio glandular
(apenas em 1 animal). No grupo exercicio, tanto no grupo controle quanto no grupo
tratado com castanha de caju apresentaram um aumento da presenca de infiltrados
leucocitarios no endométrio uterino (100% dos animais avaliados).

Isso se assemelha ao que Bitencourt, (2018) apresentou em seu trabalho, na
qual foi observado leucécitos no estroma endometrial, caracterizado por infiltrado
inflamatdrio nos grupos tratados, relacionados as respostas imunes no trato
reprodutor feminino e, por consequéncia, sao regulados pelos niveis plasmaticos
dos horménios esterdides estrogeno e progesterona. Assim, a presencga leucocitaria
no estroma seria dependente, evidentemente, de altas concentracbes de
progesterona.

No grupo tratado com banha de porco, houve observacao da presenca de
leucécitos, mas em menor frequéncia, quando comparado aos outros grupos. Vale
ressaltar que a banha de porco € uma gordura de origem animal com perfil de
acidos graxos menos nocivos, apresentando gordura saturada menor que a da
manteiga e da carne de gado, mas seu consumo deve ser regulado através da
pratica de exercicios fisicos e dieta balanceada. Alimentar-se da ragdo com banha
de porco pode nao trazer muitos maleficios a saude, a ndo ser que esse individuo

tenha uma vida sedentaria (GRAUCHAZH, 2023).



Figura 04: Fotomicrografia - cortes transversais de ovarios de ratas adultas na fase
de estro do ciclo estral, coloracdo em HE (Foliculos em crescimento): (A) grupo
SDCNT , (B) grupo EXCNT (C) grupo SDCSC, (D) grupo EXCSC (E) grupo SDBHP e
(F) grupo EXBHP. Aumento de 200X.




Figura 05: Fotomicrografia - cortes transversais de Utero de ratas adultas na fase do
estro, coloragdo em HE. (Utero com leucocitos): (A) grupo SDCNT , (B) grupo EXCNT
(C) grupo SDCSC, (D) grupo EXCSC (E) grupo SDBHP e (F) grupo EXBHP. Aumento
de 200X.




5.2. Experimento 02 (6 meses)

5.2.1. Ciclo estral

Os resultados do ciclo estral de 6 meses (Figura 06) mostraram diferencas
estatisticas (p<0,05) durante a fase de diestro, sendo que o grupo EXCSC
apresentou maior percentual quando comparado ao grupo SDBHP. Mas néao
impactou diretamente no tamanho e numero de ciclos estrais quando comparados
entre os grupos (p>0,05), assim como o experimento 01.

Sabendo que a fase do diestro apresenta predominancia de leucdcitos,
muito muco e regressado do corpo luteo, com duracdo de 57 horas, essa fase pode
indicar anestro ou uma reducdo na ciclicidade ou baixa hormonal, (VILELA et al,
2007), novamente fazendo entender que o aporte de colesterol no grupo castanha
pode ter sido um fator que influenciou este dado, prolongando exatamente esta fase

ao longo do tratamento (exposicao crénica).

5.2.2. Ganho de peso

Semelhante ao que foi observado nos grupos tratados durante 90 dias, o
ganho de peso nos grupos controle, tanto SDCNT quanto EXCNT foram
estatisticamente significantes (P<0,05) quando comparados aos grupos EXCSC,
SDCSC e SDBHP, além de ser também maior, mesmo nao estatistico quando

comparado ao grupo EXBHP (Figura 07).



Figura 06 - Monitoramento do ciclo estral durante 15 dias de ratas adultas

submetidas a diferentes formulacdes de dietas lipidicas durante 180 dias. Valores

expressos como Média + EPM. ANOVA seguido de teste de Dunnett. Letras

diferentes expressam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 07 - Ganho de peso de ratas adultas submetidas a diferentes formulacdes de
dietas lipidicas durante 180 dias. Valores expressos como Média + EPM. ANOVA
seguido de teste de Dunnett. Letras diferentes expressam diferenca estatistica

(p<0,05).
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Avaliando os dados de ganho de peso e do consumo de ragdo, um ponto a
ser discutido além da palatabilidade, € a saciedade dos animais, visto que dietas
com fontes diferentes de gordura ou hiperlipidicas podem provocar saciedade mais
rapido que dietas padrdes, fazendo assim com que o0s animais se alimentam menos,
acarretando, menor ganho de peso quando comparado a ragdo padrdao. Sendo que
0s animais comeram menos, podem ter tido uma quantidade menor de proteinas
ingeridas, durante o percurso do experimento, no entanto outros fatores podem ter
influenciado nos resultados alterados, como animais com outras patologias, como

problemas cardiovasculares, motores, ou respiratorios.

CAMBRAIA, (2004) relatou que dietas influenciam na secrecao de horménios
especificos, causando efeitos no comportamento, inclusive na ingestdo de
nutrientes. Desta forma, a saciedade é tratada como inibidora da alimentacéo,

sendo que trato gastrointestinal parece ter a maior participagdo na saciedade, que



resulta no cessar da refeicao e controle da duracéo da saciedade entre refeicdes até
a préoxima refeicdo. O consumo médio de diferentes dietas observado por
GRESSLER, (2013) mostrou que quanto maior o conteudo lipidico da dieta (7% x

35%) maior foi a saciedade dos animais, corroborando com o presente estudo.

5.2.3. Peso dos 6rgaos reprodutores

Os grupos dos 6 meses ndo mostraram diferencga estatistica entre os pesos
absolutos e relativos dos 6érgaos reprodutivos, tanto do utero quanto do ovario
(Figura 08). Além disso, estes achados reforcam os dados do experimento 01, na
qual a diferenca dos pesos absolutos ndo foram observados quando relativizados
com o peso corporal, destacando assim a influéncia do tamanho das ratas e ndo

devido ao tratamento em si.

Figura 08 - Peso absoluto e relativo dos érgéos reprodutores (ovario e utero) de
ratas adultas submetidas a diferentes formulagdes de dietas lipidicas durante 180
dias. Valores expressos como Média + EPM. ANOVA seguido de teste de Dunnett.

N&o houve letras diferentes que expressam diferenca estatistica (p<0,05).
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5.2.4. Histologia



Assim como no experimento 01, ndo foram encontradas alteracbes nas
analises histopatologicas dos ovarios das fémeas de 6 meses de exposicao (dados
nao mostrados). Todos os grupos, tanto sedentario quanto submetidos ao protocolo
de exercicio apresentavam as gbnadas bem delimitadas e caracteristicas,
caracterizada por um cértex com a presenca de glandulas e foliculos ovarianos em
varios graus de desenvolvimento, além de uma grande frequéncia de corpos luteos,
uma vez que as fémeas foram eutanasiadas em estro. A medula também foi bem
caracteristica, com a presenca de vasos sanguineos € nenhum tipo de infiltragao.
Foram ainda observados em menor frequéncia foliculos do tipo primordial e
primario, também padrdo pela fase do desenvolvimento, assim como observado
nos grupos de 3 meses.

Foi observado tanto nos grupos sedentarios quanto nos grupos submetidos
a exercicios, com relacado a histologia uterina, a presenca de infiltrados leucocitarios
em pelo menos metade dos animais de todos os grupos, incluindo o grupo tratado
com ragao padrao, tal como no experimento 01 (dados ndo mostrados). Por outro
lado, apenas no grupo exposto a banha de porco, tanto no grupo sedentario quanto
no grupo submetido ao exercicio, alteragcdo no epitélio glandular em pelo menos
20% dos animais.

Esse resultado € semelhante com o observado por Nifio (2022), na qual as
seccoes histoldgicas ovarianas de animais submetidos a dietas ricas em
carboidratos refinados, apresentaram foliculos ovarianos em todos os estagios
normais de desenvolvimento e continham corpos luteos, tal como no presente
estudo.

Assim como Nifo, (2022) os foliculos foram classificados como primordiais
se um odcito estivesse rodeado por uma camada parcial ou completa de células da
granulosas pavimentosas. Ja os foliculos primarios e foliculo em crescimento foram
classificados quando apresentavam uma unica camada de cubdides ou 2 ou mais
camadas de células cubdides, respectivamente. Por fim, os foliculos antrais foram
considerados os foliculos contendo trés ou mais camadas de células da granulosa e

um espaco antral evidenciado.



A atividade fisica revelou que nao ocorreu diferencas significativas entre os
grupos estudados, segundo Carvalho (2020), as caracteristicas de desenvolvimento
sexual em ratas Wistar avaliadas com dieta hipercaldrica, o exercicio fisico nao
causou nenhuma alteracdo nos grupos exercitados na comparacdo com seus
respectivos grupos sedentarios, nesse parametro também apresentado pelo

Gomes, (2012) com ratas obesas submetidas a exercicios moderado.



6. CONCLUSAO

Portanto, pode-se concluir, com base neste modelo experimental, que
ambas as dietas, ricas em gordura vegetal ou animal, ndo tém impacto direto no
sistema reprodutivo de ratas adultas, pelo menos ndo na morfologia gonadal. O que,
por um lado, abre novas perspectivas sobre a ingestdo de diferentes tipos de
gorduras nos estudos de saude e fertilidade e outro, sugere que novos estudos
devam ser conduzidos com a intencdo de validar a influéncia da atividade fisica

sobre o sistema reprodutor diretamente.
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