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RESUMO

A obesidade e o sobrepeso sdo distarbios multifatoriais relacionados ao aumento da
adiposidade, dislipidemia, estresse oxidativo e inflamagdo, que estdo associados a alta
morbimortalidade. Embora a infancia nao tenha sido alvo da prevencdo do sobrepeso/
obesidade, o periodo pds-natal precoce é altamente vulnerdvel e o ambiente neonatal
inadequado, tal como a superalimentacdo induzida pela reducdo do tamanho da ninhada,
pode causar modifica¢fes fisiologicas e metabolicas em longo prazo, e que sdo
evidenciadas somente na idade adulta. O sobrepeso/ obesidade podem acarretar alteracdes
dos niveis dos horménios sexuais, do processo espermatogénico e na maturacao
espermatica. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da supernutricdo neonatal sobre
a estrutura da cromatina e a fragmentacdo do DNA espermaético, e se possiveis alteracoes
do genoma paterno poderiam causar prejuizos na fertilidade e na capacidade reprodutiva
dos ratos na fase adulta. A supernutrigdo neonatal foi induzida pela redugéo do tamanho
da ninhada. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, divididos em dois grupos
experimentais (n=8), aos dois dias pos-parto (dpp): grupo ninhada padrdo (NP - 10
filhotes/ninhada) e grupo ninhada reduzida (NR - 4 filhotes/ninhada). Apds o desmame,
aos 21dpp, todos os filhotes receberam racdo comercial padréo. Aos 119 dpp, 0s ratos
foram acasalados com fémeas primiparas. No 20° dia de gestacdo, as ratas prenhes
(acasaladas com os animais dos grupos experimentais) foram submetidas a eutanésia, o
Utero e os ovarios foram removidos para registro do nimero de implantacGes, corpos
luteos, reabsorcdes e fetos (vivos/mortos), além de dados morfométricos fetais e
placentarios, para posterior determinacdo dos parametros relativos a fertilidade e a
capacidade reprodutiva. Apds os acasalamentos, 0s ratos machos experimentais foram
eutanasiados e os espermatozoides foram coletados da porcdo proximal da cauda
epididimaria para analise da compactacao da cromatina, pelo Teste de Azul de Toluidina,
e da fragmentacdo do DNA, por meio da técnica de Laranja de Acridina. Os animais
adultos, aos 119 dpp, com sobrepeso induzido por supernutricdo neonatal (grupo NR)
apresentaram aumento estatisticamente significante na proporcdo de espermatozdides
com fragmentacdo do DNA e reducdo na compactacdo da cromatina espermatica, em
comparagao com o grupo controle. Entretanto, ndo ocorreram alteraces dos parametros
relativos a fertilidade e a capacidade reprodutiva masculina. Os resultados sugerem que
a supernutricdo neonatal causou alteracbes no genoma paterno, na fase adulta,
caracterizadas por fragmentacdo do DNA e redugdo na protaminacdo da cromatina
espermatica, mas que ndo afetou a fertilidade e a capacidade reprodutiva masculina.
Estudos adicionais estdo sendo conduzidos para avaliacdo de possiveis efeitos sobre o
desenvolvimento embriofetal embrionario e na ocorréncia de malformacGes congénitas
na prole.

Palavras-chave: espermatozoide, sobrepeso, fertilidade masculina, DNA.

ABSTRACT

Obesity and overweight are multifactorial disorders related to increased adiposity,
dyslipidemia, oxidative stress, and inflammation, which are associated with high
morbidity and mortality. Although childhood has not been targeted for prevention of
overweight/ obesity, the early postnatal period is highly vulnerable and the inappropriate
neonatal environment, such as overfeeding induced by reduced litter size, can cause long-
term physiological and metabolic changes that are only evident in adulthood.
Overweight/obesity can lead to changes in sex hormone levels, spermatogenic process,
and sperm maturation. The objective of this study was to evaluate the effects of neonatal
overnutrition on chromatin structure and sperm DNA fragmentation, and whether
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possible alterations in the sperm genome could cause damage to fertility and reproductive
capacity in adult rats. Neonatal overnutrition was induced by reducing litter size. Wistar
rats were used and divided into two experimental groups (n=8) at two days postpartum
(dpp): standard litter group (NP - 10 pups/litter) and reduced litter group (NR - 4
pups/litter). After weaning, at 21dpp, all pups received standard commercial feed. At 119
dpp, the rats were mated with primiparous females. On the 20th day of gestation, the
pregnant rats (mated with animals from the experimental groups) were euthanized, the
uterus and ovaries were removed for recording the number of implantations, corpora
lutea, resorptions and fetuses (alive/dead), besides fetal and placental morphometric data,
for further determination of fertility and reproductive capacity parameters. After mating,
the experimental male rats were euthanized and spermatozoa were collected from the
proximal portion of the epididymal tail for analysis of chromatin compaction by the
Toluidine Blue test and DNA fragmentation by the Acridine Orange technique. Adult
animals, at 119 dpp, with overweight induced by neonatal overnutrition (NR group)
showed a statistically significant increase in the proportion of sperm with DNA
fragmentation and reduction in sperm chromatin compaction, compared to the control
group. However, there were no changes in fertility and male reproductive capacity
parameters. The results suggest that neonatal overnutrition caused changes in the adult
paternal genome characterized by DNA fragmentation and reduced sperm chromatin
protamination, but did not affect male fertility and reproductive capacity. Further studies
are being conducted to evaluate possible effects on embryofetal embryo development and
on the occurrence of congenital malformations in the offspring.

Keywords: sperm, overweight, male fertility, DNA

1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca metabdlica cronica causada por interacdes de varios
fatores genéticos e ambientais, sendo considerada um dos principais problemas de salde
publica atualmente. Embora a infancia ndo tenha sido alvo da prevencdo do sobrepeso/
obesidade, o periodo p6s-natal precoce € altamente vulneravel a alteragdes nutricionais,
0 que pode causar modificagdes fisioldgicas e metabolicas em longo prazo, e que sao
evidenciadas somente na idade adulta. Desta forma, o excesso de peso contribui para o
desenvolvimento de diabetes, doencas cardiovasculares, hipertensdo e doencas
respiratorias, diversos tipos de neoplasias e doencas cronicas, tais como: doencas
hepaticas e da vesicula biliar, apneia do sono, depressao e infertilidade (Must et al., 1999;
Carter & Watenpaugh, 2008; Al-Goblan et al., 2015; Hruby et al., 2016; Kachur et al.,
2017; Avgerinos etal., 2019; Polyzos et al., 2019). Ainda, a obesidade/ sobrepeso, quando
presente em idades criticas para a reproducdo, como o periodo neonatal, a peripuberdade
e a puberdade, pode afetar o potencial de fertilidade masculina (Paasch et al., 2010;
Palmer et al., 2012).
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Embora a literatura seja controversa quanto ao efeito que a obesidade masculina
tem sobre os pardmetros espermaéticos, incluindo motilidade e morfologia dos
espermatozoides, estudos clinicos e experimentais demonstraram que 0 sobrepeso e a
obesidade estdo associadas a oligozoospermia, danos a integridade do DNA e aumento
do estresse oxidativo, afetando a funcdo espermatica e interferindo no processo de
fertilizacdo e na qualidade do embrido (Spano et al., 2000; Qin et al., 2007; Hammoud et
al., 2008; Bakos et al., 2011; Teerdsetal., 2011; Tuncetal., 2011; Fariello et al., 2012;
Palmer et al., 2012; Chambers & Richard, 2015; Katib, 2015; Kiess et al., 2015;
Alshahrani et al., 2016; Jia et al., 2018; Sepidarkish et al., 2020). Por outro lado,
alteracOes na integridade, estrutura e compactacdo da cromatina e do DNA espermatico
também podem ocorrer independentemente da presenca de alteracfes de outros
parametros seminais qualitativos e quantitativos (Saleh et al., 2002) e ndo estar
necessariamente associada a uma diminuicdo nas taxas de fertilidade, mas pode
potencialmente acarretar alteracGes na qualidade do embrido (Coder et al., 2010). Desta
forma, a obesidade paterna pode impactar negativamente, tanto a reproducéo masculina,
como também a viabilidade das progénies, por meio de danos nas células germinativas
capazes de levar a alteracbes de expressdo génica nos embrides pré-implantacdo
provenientes de pais obesos (Bernhardt et al., 2021).

Nesse contexto, a associacdo entre qualidade do genoma paterno, a capacidade
reprodutiva e o desenvolvimento embriofetal e pds-natal da progénie € reconhecida. No
entanto, pesquisas que avaliem o impacto de danos espermaticos sobre o desenvolvimento
das progénies, independentemente de fatores maternos, sdo escassas. Considerando a
relevancia que a integridade do genoma paterno desempenha no estabelecimento, na
manutencdo e na viabilidade da gestacdo, estudos abordando esse tema sdo necessarios e
importantes (Sakkas & Alvarez, 2010).

2 OBJETIVO

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da supernutricdo neonatal
sobre a estrutura da cromatina e a fragmentagdo do DNA espermatico, e se possiveis
alteraces do genoma paterno poderiam causar prejuizos na fertilidade e na capacidade

reprodutiva dos ratos na fase adulta.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus).
Os animais foram obtidos através do acasalamento de ratos machos e fémeas,
provenientes da Universidade de Sdo Paulo e foram mantidos no Biotério do Centro
Universitario Sdo Camilo. Os ratos foram acondicionados em gaiolas de polipropileno
medindo 45x30x15 cm, com substrato de maravalha, sob condi¢fes controladas de
luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (23°C); 0s animais
tiveram livre acesso a agua filtrada e a ragdo balanceada. Os animais matrizes foram
colocados para acasalar ao escurecer (apds 19:00h), na propor¢do de um macho para duas
fémeas. No inicio da manha seguinte, até 8:00h, foram obtidos esfregacos de células do
epitélio vaginal para a detecgdo da presenca de espermatozéides. O dia em que o teste
apresentou-se positivo (presenca de espermatozdides no esfregaco) o dia de deteccao de
espermatozoides no esfregaco vaginal foi considerado o dia de gestacdo zero (DGO)
(Chahoud & Kwasigroch, 1977). A idade da prole foi estabelecida considerando-se o dia
do parto como dia zero (dia 0).

As ninhadas foram distribuidas em 2 grupos (n=8): sobrepeso (Ninhada Reduzida
— NR) e controle (Ninhada Padrdo — NP). O sobrepeso foi induzido pelo método de
reducdo de ninhada conforme descrito por Plagemann et al. (1999) e Habbout et al.
(2013), com adaptacdes. No segundo dia p6s-parto (2dpp), as ninhadas foram divididas
em:

- Grupo controle (Ninhada Padrdo — NP): o tamanho das ninhadas foi estabelecido
com 10 filhotes/mée até o desmame;

- Grupo obesidade (Ninhada Reduzida — NR): as ninhadas foram constituidas por
4 filhotes/mae até o desmame.

O desmame ocorreu no 21° dpp, quando os animais dos dois grupos experimentais
tiveram livre acesso a agua filtrada e a racdo comercial para ratos (Nuvilab CR-1
irradiada). Cada grupo foi constituido por filhotes machos, todos provenientes de
ninhadas diferentes obtidas do acasalamento de diferentes animais utilizados como
matrizes, de modo que ndo houve mais de um filhote oriundo da mesma matriz num
mesmo subgrupo, evitando-se a interferéncia do parametro consanguinidade na
composigdo da amostra e, por conseguinte, nos resultados obtidos.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA) e foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA)
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da Universidade Federal de S&o Paulo — UNIFESP/ EPM (CEUA n° 8958020819) e a
Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CEUA/SAO CAMILO - Protocolo 04/19.

Aos 119dpp, os ratos foram pareados com fémeas primiparas. Os animais foram
colocados para acasalar no final da tarde, na propor¢cdo de um macho para uma fémea.
No inicio da manha seguinte, foram obtidos esfregacos de células do epitélio vaginal para
a deteccdo da presenca de espermatozoides. O dia em que 0 teste se apresentar positivo
(presenca de espermatozoides) foi considerado o dia O de gestacdo (DGO0). As fémeas
prenhes foram separadas e tiveram a evolucdo da prenhez acompanhada.

No 20° dia de gestacdo, as ratas prenhes foram submetidas a eutanasia, por
superdosagem de anestésico (Tiopental sodico, 150mg/Kg, via intraperitoneal), para
registro do peso do Gtero com os fetos, do peso e analise morfométrica das placentas, do
namero de corpos luteos e de sitios de implantacéo, da presenca de reabsor¢des (precoces
ou tardias), do nimero de fetos vivos ou mortos, do peso e do comprimento cabeca-
nadegas de cada feto e a sexagem fetal para posterior determinacdo dos parametros
relativos a fertilidade, prenhez e sitios de implantacdo (Faqgi, 2010; Tyl & Marr, 2012):
a) Taxa de fertilidade = (n° de fémeas prenhes / n° de fémeas acasaladas) x 100;

b) Taxa de fecundidade/ gestacional = (n° de fémeas prenhes / n° de fémeas acasaladas,
confirmadas pelo esfregaco vaginal) x 100;

c) Taxa de implantagdo = (n° implantagdes / n° corpos luteos) x 100;

d) Taxa perdas pré-implantacdo = (n° corpos luteos - n° implanta¢des / n° corpos luteos)
x 100;

e) Taxa de perdas pos-implantacdo = (n° de implantacdes — n° de fetos vivos / n° de
implantac6es) x 100;

f) Taxa de reabsorcéo = (n° de reabsorcdes / n° de implantac6es) x 100;

g) Indice de perda pré-natal: (n° de fetos mortos + n° de reabsorcdes) X 100/ n° de
implantac6es

h) Taxa de viabilidade fetal: (n° de fetos vivos/ n° sitios de implantagdes) x 100

1) Raz&o sexual = (nimero de fetos machos/nimero de fetos fémeas);

j) Indice placentario = (média peso placentario / média peso fetal);

k) Indice ponderal = (comprimento cabeca-nadegas / média peso fetal);

I) Adequacdo do peso a idade da gestacional. Cada um dos fetos foi classificado em
(Soulimane-Mokhtari et al., 2005; Damasceno et al., 2013):
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- fetos com peso adequado para a idade gestacional — peso compreendido entre a média
de peso dos fetos mais ou menos 1,7 desvio padréo, calculados a partir dos dados do
grupo controle;

- fetos de baixo peso para a idade gestacional — peso corporal inferior a média de peso
dos fetos do grupo controle menos 1,7 desvio padrdo, calculados a partir dos dados do
grupo controle deste mesmo grupo;

- fetos acima do peso para a idade gestacional — peso corporal superior & média do peso
dos fetos do mais 1,7 desvio padrao, calculados a partir dos dados do grupo controle.

Apols os acasalamentos, os ratos machos foram submetidos a eutanasia por
superdosagem de anestésico (Tiopental Sddico, 150mg/Kg, via intraperitoneal). A porcao
da cauda proximal do epididimo esquerdo (n=8) foi removida e colocada em placa de
Petri, contendo 3mL de PBS 1X (pH 7,2); em sequéncia, foram realizadas incisdes
suficientes para a liberacao do fluido epididimario, que foi incubado durante 30 minutos,
a 37°C (NUNES et al., 2020).

Para a andlise de fragmentacdo de DNA espermatico, foi utilizado o método de
Laranja de Acridina (LA) de acordo com a metodologia descrita por Tejada et al. (1984),
com modificacbes. Foram obtidos esfregacos em laminas histoldgicas utilizando as
amostras de espermatozdides coletadas da cauda epididimaria, que foram fixados em
solugdo de Carnoy (Alcool metilico/Acido acético, 3:1), overnight a 4°C. Apds lavagem,
os esfregacos foram incubados em solucéo de laranja de acridina (solucéo de laranja de
acridina 1% + solucéo de fosfato de sodio dibasico 0,3M + soluc¢éo de acido citrico 0,1M),
por 15 minutos, em cémara escura. Foram avaliados 200 espermatozéides, em
microscopio de epifluorescéncia Nikon Eclipse Cl (Nikon), com filtro de excitagdo de
460nm.

A integridade da cromatina espermatica foi avaliada por meio do Teste de Azul
de Toluidina (Shamsi et al.,, 2011). Esfregacos obtidos a partir das amostras de
espermatozoides coletadas da cauda epididimaria, foram fixados em etanol/acetona (1:1),
a 4°C, por 30 minutos e, em seguida, submetidos a hidrolise acida (0,1N HCI), a 4°C, por
5 minutos. Os esfregagos foram entdo imersos em solucdo de azul de toluidina 0,05%,
durante 5 minutos. A anélise foi realizada em microscépio de luz e 200 espermatozoides
foram classificados de acordo com a coloragéo, sendo azul claro espermatozoides com
cromatina integra e aqueles com tons escuros de azul ou roxos, com cromatina ndo integra
(Rezakhaniha et al., 2018).
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A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism 8. Para a comparacao dos resultados, foi utilizado o teste paramétrico “t” de Student
para os dados que apresentaram distribui¢cdo normal ou o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney, para aqueles que ndo apresentaram distribui¢do normal. O teste exato de Fisher
foi utilizado para comparacdo de propor¢oes. As diferencas foram julgadas significantes

quando p < 0,05.

4 RESULTADOS

Os animais adultos, aos 119dpp, com sobrepeso induzido por supernutricdo neonatal
(grupo NR) apresentaram aumento estatisticamente significante na proporcdo de
espermatozoides com fragmentacdo do DNA (Figura 1).

Figura 1. Avaliacdo da fragmentacdo do DNA de espermatozoides coletados da cauda epididimaria
proximal de animais dos grupos controle — ninhada padrédo (NP) e sobrepeso — ninhada reduzida (NR).
Valores expressos em média + desvio padréo. Teste “t” de Student ndo-pareado; *p <0,05. n=8.

OGrupo Controle - NP B Grupo Sobrepeso - NR

100
90 A
80
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A1
10 A

0

Fragmentacio do DNA espermatico (%0)

Também ocorreu reducdo estatisticamente significante na proporcdo de
espermatozéides com a cromatina integra no subgrupo sobrepeso-NR, em relagdo ao

grupo controle (Figura 2).
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Figura 2. Integridade da cromatina de espermatozéides epididimarios pertencentes a ratos dos grupos
controle — ninhada padrdo (NP) e sobrepeso — ninhada reduzida (NR). Valores expressos em média +
desvio padréo. Teste “t” de Student ndo-pareado; *p <0,05. n=8.
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Entretanto, ndo ocorreram alteracdes dos pardmetros relativos a fertilidade e a

capacidade reprodutiva masculina. Ainda, ndo houveram diferencas significativas quanto

aos parametros morfomeétricos fetal e placentario, entre os grupos controle e sobrepeso,

com excecdo do didmetro maior da placenta (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo da capacidade reprodutiva de ratos machos pertencentes aos grupos controle — ninhada
padrdo (NP) e sobrepeso — ninhada reduzida (NR).

Ninhada Padrao — NP

Ninhada Reduzida — NR

(n=8) (n=8)

Namero de sitios de implanta¢éo® 127+14 127+14
NUmero de corpos luteos? 14,3+ 0,6 150+ 1,3
Taxa de implantagao® 92,9 (73,3-100) 86,7 (73,3-87,5)
Numero de reabsorgdes® 0 (0-2,0) 0 (0-1,0)
Taxa de reabsorcéo® 0 (0-13,6) 0(0-9,1)
Taxa de perdas pré-implantacéo® 7,1 (0-27,0) 13 (13,0-15,0)
Taxa de perdas pés-implantacao® 0 (0-27,0) 0 (0-9,0)
Numero de fetos vivos/ ninhada? 120+ 2,7 12,1+2.2
Peso fetal (g)? 42+0,6 46+ 0,2

% SPA°® 2,8 0,0

% APA° 94,4 97,6

% LPAC 2,8 24
Comprimento nasoanal (mm)? 372+19 38,4+0,8
indice ponderal® 0,11 +0,01 0,12+ 0,01
Peso da placenta (g)° 0,52 (0,44-0,55) 0,56 (0,55-0,57)
indice placentario? 0,13+ 0,04 0,12 +0,01
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Diadmetro maior (mm)?2 125+ 0,5 13,5+ 0,4*
Diametro menor (mm)? 10,7+0,8 115+0,4
Espessura (mm)? 35%0,1 35%0,3

2 Valores expressos em média + desvio padrdo. Teste “t” ndo pareado; *p <0,05.

bValores expressos em mediana e intervalo interquartil. Teste de Mann-Whitney.

¢ Valores expressos em porcentagem. Teste exato de Fischer. APA (adequate for pregnancy age): peso
adequado para a idade gestacional; SPA (small for pregnancy age): peso baixo para a idade gestacional;
LPA (large for pregnancy age): acima do peso para a idade gestacional.

5 DISCUSSAO

Os efeitos do sobrepeso e da obesidade nos 6rgdos reprodutivos ndo sao
completamente compreendidos, sd&o complexos e podem impactar negativamente a
fertilidade masculina, por diversos mecanismos, que incluem aumento do estresse
oxidativo, temperatura escrotal alterada relacionada a distribuicdo de tecido adiposo e
desequilibrio na relacdo testosterona/ estrogeno, culminando em alteracbes na
espermatogénese, espermiogénese e maturacdo espermatica e, portanto, na qualidade
espermatica (Martin, 2014; Kawwass et al. 2015; Jia et al., 2018; Pini et al., 2020). O
ambiente nutricional neonatal desempenha um papel importante na programacdo dos
mecanismos que determinam o ganho de peso corporal e o metabolismo ao longo da
vida. Estudos experimentais, em ratos, demonstraram que a supernutri¢cdo perinatal, por
meio da reducdo de ninhada, estd envolvida no ganho de peso acelerado durante a
lactacdo, e manutencdo de pesos corporais mais elevados na idade adulta (Heidel et al.,
1999; Stallings, 2002; Davidowa; Plagemann, 2001; Mozes et al., 2004; Xiao et al., 2007;
Patel et al., 2009; Plagemann, 2006; Spencer; Tilbrook, 2009; Liu et al., 2013).

No presente estudo, os espermatozOides de animais do grupo sobrepeso,
submetidos a reducdo de ninhada no periodo neonatal, apresentaram aumento na
fragmentacdo do DNA e reducdo na integridade da cromatina. A fragmentacdo do DNA
foi avaliada pelo Ensaio de Laranja de Acridina (AO — Acridine Orange), que € um
corante catiénico fluorescente seletivo para acido nucléico e permeéavel as células, o qual
se intercala a molécula de DNA ap0s desnaturacdo, emitindo fluorescéncia. Desta forma,
0 ensaio permite detectar, indiretamente, amostras de espermatozoides com alto grau de
fragmentacdo do DNA, por meio da suscetibilidade desta molécula a desnaturagdo in situ
e em pH extremamente baixo (Evenson et al., 1991). A reducdo da compactacdo da
cromatina dos espermatozoides de animais com sobrepeso foi confirmada por meio do
teste de azul de toluidina (AT), que fornece informac0es indiretas sobre a protaminagéo

e a estabilidade da cromatina, devido a afinidade do corante por residuos de grupamentos
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fosfatos livres ao DNA do espermatozoide que possui cromatina pouco compactada e
fragmentada; quando o AT se liga a regides de histonas, ricas em lisinas, resulta em uma
coloragéo intensa violeta-azulada (Shamsi et al., 2011).

No entanto, espermatozdides com DNA danificado, independentemente da
gravidade, tém a capacidade de fertilizar o odcito Il. Geralmente, uma pequena
porcentagem de espermatozéides possui algum tipo de dano ao DNA, porém ele é
geralmente reparado no citoplasma do odcito 1. No entanto, o odcito tem a capacidade
limitada de reparo e danos alem desse limite resultardo em reducdo da razdo de clivagem
do blastocisto, reducdo do potencial de formagdo do blastocisto, aumento de morte
embrionéria prematura e baixa taxa de desenvolvimento embrionario, indicando redugéo
na fertilidade masculina (Ahmadi & Ng, 1999).

O potencial de fertilidade quantifica, através da contagem dos sitios de
implantacdo no utero e de corpos lateos no ovario da fémea, a capacidade fértil do macho
que estd sendo avaliado. Quanto menor a taxa de perdas pré-implantagdo, maior o
potencial de fertilidade do macho. As taxas de perda pré e pos-implantacdo também
permitem identificar se um fator ambiental interfere em eventos ocorridos antes da
implantacdo ou causou alteracbes no pés-implante. Apds os testes de capacidade
reprodutiva e fertilidade, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os ratos
machos pertencentes aos grupos controles e sobrepeso.

Altos niveis de fragmentacdo do DNA esperméatico podem ndo estar
necessariamente associados a uma diminuicao nas taxas de fertilizacao (Janny & Menezo,
1994; Sakkas et al., 1996; Jones et al., 1998; Twigg et al., 1998; Larson et al., 2000; Miller
& Smith, 2001; Larson-Cook et al.,, 2003), mas podem potencialmente ocasionar
impactos adversos sobre o desenvolvimento da prole (Coder et al., 2010).

Vaérios fatores adversos podem alterar a protaminacdo da cromatina e integridade
do DNA, dentre eles o estado nutricional, o sobrepeso/obesidade e a exposicao paterna a
agentes quimicos diversos. Desta forma, o numero crescente de estudos que visam
entendimento do papel desempenhado pelo genoma paterno sobre o processo de
fertilizacdo, a viabilidade e o desenvolvimento embriofetal e pos-natal da prole (Marcho
et al., 2020), bem como na génese de doencas de inicio tardio na progénie, demonstram

a importéncia deste tema.
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6 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a supernutricdo neonatal causou alteracbes no genoma
paterno, na fase adulta, caracterizadas por fragmentacdo do DNA e reducdo na
protaminacao da cromatina espermatica, mas que ndo afetou a fertilidade e a capacidade
reprodutiva masculina. Futuros estudos estdo sendo conduzidos para avaliacdo de
possiveis efeitos do sobrepeso paterno sobre o desenvolvimento embriofetal e na

ocorréncia de malformacdes congénitas na prole.
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