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What is the big "why" of doing what we do? 

Love. Time. Death. These three abstractions 

connect all humans on Earth. All that we 

desire, all we fear not to possess is because, 

after all, we long for love, we long for more 

time, and we fear death. 

Movie Collateral Beauty 



 
 

PUNHAGUI, Ana Paula Franco. Efeitos da obesidade, hipotireoidismo e 
hipertireoidismo em testículos e epidídimos de camundongos C57BL/6 
adultos. 2018. 93 f. Dissertação (Mestrado em Patologia Experimental) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018. 

 
 

RESUMO 
 
 

Obesidade e desordens hormonais na tireoide são muito comuns na população 
e ambos são considerados um problema de saúde pública, visto que esses 
distúrbios metabólicos agravam o risco de infertilidade, por alteração no perfil 
hormonal e anormalidades nos parâmetros funcionais do trato genital 
masculino. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o impacto das desordens 
dos hormônios tireoidianos (hipotireoidismo e hipertireoidismo) em 
camundongos alimentados com dieta padrão ou dieta hiperlipídica sobre a 
morfologia e função de testículos e epidídimos. Para isso, camundongos 
C57BL/6 adultos machos foram distribuídos em 6 grupos experimentais 
alimentados com dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL) durante 12 semanas. 
Após ambos grupos foram tratados com salina (DP e DHL), PTU (droga 
antitireoidiana propiltiouracil – DP+PTU e DHL+PTU) ou T3 (hormônio tri-
iodotironina – DP+T3 e DHL+T3) durante mais 30 dias. Ao final os animais 
foram anestesiados e submetidos à eutanásia. O soro do sangue foi utilizado 
para dosagem de hormônio luteinizante (LH), folículo estimulante (FSH), 
testosterona e T4 livre. O testículo e epidídimo foram removidos para dosagem 

do perfil inflamatório de citocinas (TNFIL1 e IL10) e a quantidade de 
macrófagos (NAG) e de neutrófilos (MPO), além da contagem espermática, 
análise histopatológica, morfométrica, estereológica e de dinâmica 
espermatogênica, somado às análises de estresse oxidativo. Os 
espermatozoides do ducto deferente foram retirados para análise de morfologia 
espermática. O peso da próstata e do fígado aumentaram nos grupos obeso 
(DHL+salina) e hipotireoideo obeso (DHL+PTU). O peso da vesícula cheia 
diminuiu no grupo hipertireoideo obeso (DHL+T3) e da vesícula vazia 
aumentou no grupo DHL+PTU. A eficácia na indução do hipotireoidismo e 

hipertireoidismo foi confirmada pela expressão pituitária de mRNA TSH, na 
qual ficou aumentada na condição de hipotireoidismo e reduzida na condição 
de hipertireoidismo independente da dieta; enquanto que a eficácia na indução 
da obesidade foi confirmada com o aumento significativo do peso dos animais 
alimentados com DHL+salina e DHL+PTU. A dosagem de LH ficou aumentada 
no grupo hipertireoideo (DP+T3); enquanto, a dosagem de T4 livre diminuiu 
nos grupos hipo (DP+PTU e DHL+PTU) e hipertireoideo (DP+T3 e DHL+T3), 
independente da dieta. A contagem de espermátides e a produção diária de 
espermatozoides (PDE) no testículo aumentaram no grupo DHL+salina e 
diminuíram no grupo DP+T3 comparado aos demais grupos. A altura do 
epitélio germinativo aumentou nos grupos DHL+PTU e DHL+T3. A estereologia 
epididimária da cabeça teve aumento de epitélio no grupo DP+PTU e 
diminuição na região intersticial do grupo DHL+T3; na cauda teve aumento na 
região intersticial do grupo DP+T3. A dosagem das enzimas NAG (macrófago) 
e MPO (neutrófilo) não tiveram resultado significativo entre os grupos. A 

dosagem de IL1 no testículo aumentou no grupo DHL+T3 e diminuiu no grupo 



 
 

DHL+salina comparado ao controle (DP+salina), enquanto que as demais 

citocinas (TNF e IL10) não tiveram resultados significativos. A peroxidação 
lipídica aumentou no grupo DP+PTU comparado ao controle. Com isso, 
podemos concluir que tanto a dieta hiperlipídica como a desregulação dos 
hormônios tireoidianos impactaram o tecido testicular e epididimário, porém o 
hipertireoidismo e a obesidade associados ou isolados prejudicaram com maior 
intensidade os parâmetros espermáticos. 
 
Palavra-chave: Obesidade. Hipotireoidismo. Hipertireoidismo. Testículo. 

Epidídimo. 
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ABSTRACT 
 
 

Obesity and hormonal disorders in the thyroid are very common in the 
population and both are considered a public health problem, since these 
metabolic disorders aggravate the risk of infertility, altered hormonal profile and 
abnormalities in the functional parameters of the male genital tract. The 
objective of this study was to evaluate the impact of thyroid hormone disorders 
(hypothyroidism and hyperthyroidism) on mice fed a standard diet or a high-fat 
diet on the morphology and function of the testis and epididymis. For this, male 
C57BL/6 mice were distributed in 6 experimental groups fed standard diet (SD) 
or high-fat diet (HFD) for 12 weeks. After, both groups were treated with saline 
(SD+saline and HFD+saline), PTU (antithyroid drug propylthiouracil - SD+PTU 
and HFD+PTU) or T3 (hormone triiodothyronine - SD+T3 and HFD+T3) for 
another 30 days. At the end, the animals were anesthetized and submitted to 
euthanasia. Blood serum was used for dosage of luteinizing hormone (LH), 
follicle stimulating hormone (FSH), testosterone and free T4. The testis and 
epididymis were removed to quantify the inflammatory profile of cytokines 

(TNF, IL1 and IL10) and the number of macrophages (NAG) and neutrophils 
(MPO), as well as sperm count, histopathological, morphometric, stereological 
and spermatogenic dynamics, added to the analyzes of oxidative stress. The 
spermatozoa of the vas deferens were removed for analysis of spermatic 
morphology. The weight of the prostate increased in the obese (HFD+saline) 
and obese hypothyroid (HFD+PTU) groups. The weight of the full vesicle 
decreased in the obese hyperthyroid group (HFD+T3) and the empty vesicle 
increased in the HFD+PTU group. The efficacy in the induction of 
hypothyroidism and hyperthyroidism was confirmed by the pituitary expression 

of TSH mRNA, in which it was increased in the condition of hypothyroidism 
and reduced in the condition of diet-independent hyperthyroidism; while the 
efficacy in obesity induction was confirmed with a significant increase in the 
weight of the animals fed HFD+saline and HFD+PTU. The LH dosage was 
increased in the hyperthyroid group (SD+T3); while the free T4 levels 
decreased in the hypo (SD+PTU and HFD+ PTU) and hyperthyroid (SD+T3 and 
HFD+T3) groups, regardless of diet. The spermatid count and daily sperm 
production (PDE) in the testis increased in the HFD+saline group and 
decreased in the SD+T3 group compared to the other groups. The height of the 
germinal epithelium increased in the HFD+PTU and HFD+T3 groups. The 
epididymal stereology of the head had increased epithelium in the DP + PTU 
group and decreased in the interstitial region of the DHL + T3 group; in the tail 
had an increase in the interstitial region of the SD+T3 group. The dosages of 
the NAG (macrophage) and MPO (neutrophil) enzymes did not show significant 

results between the groups. The IL1 dosage in the testis increased in the 
HFD+T3 group and decreased in the HFD+saline group compared to the control 
(SD+saline), whereas the other cytokines (TNFα and IL10) did not have 



 
 

significant results. Lipid peroxidation increased in the SD+PTU group compared 
to the control group. With this, we can conclude that both the high-fat diet and 
the dysregulation of thyroid hormones had an impact on the testicular and 
epididymal tissue, but associated or isolated hyperthyroidism and obesity 
affected the sperm parameters more intensely. 
 
Keywords: Obesity. Hypothyroidism. Hyperthyroidism. Testis. Epididymis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 SISTEMA GENITAL MASCULINO 

O sistema genital masculino é composto por testículos, epidídimos, 

ductos deferentes, e glândulas sexuais acessórias, como próstata, glândula 

seminal (Figura 1), coaguladora, bulbouretral e prepucial. Todos esses órgãos 

dependem da ação dos hormônios testosterona e diidrotestosterona (DHT) para 

desenvolvimento e manutenção de sua morfologia e função (COSTANZO, 2005). 

 

Figura 1. Aspecto macroscópico do sistema genital masculino de roedores 

(adaptado de PEROBELLI, 2012). 

Os testículos possuem duas principais funções: espermatogênese e 

produção de testosterona. Ocupam o escroto do animal, fora da cavidade 

corpórea, e são mantidos em torno de 34ºC. Para manutenção correta da 

espermatogênese e esteroidogênese testicular, neste órgão ocorre circulação 

contracorrente das artérias e veias testiculares, facilitando a troca de calor 

(COSTANZO, 2005). 

Em humanos, a túnica albugínea é uma cápsula de tecido conjuntivo 

denso que envolve os testículos, sendo espessa na região posterior do órgão, 

formando o mediastino do qual partem septos fibrosos em sentido radial 

dividindo o parênquima testicular em lóbulos piramidais e lóbulos ocupados 

pelos túbulos seminíferos, cuja função é a produção de espermatozoides 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O parênquima testicular de ratos e 

camundongos é formado por um conjunto de 20 túbulos seminíferos, em média, 
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que apresenta pouco tecido conjuntivo e isento de lóbulos. Ao final de cada 

túbulo seminífero existe uma região de transição em que se conectam formando 

a rede testicular (Figura 2) (FOLEY, 2001). 

 

Figura 2. Esquema representativo do testículo e epidídimo. O testículo está 

representado com os túbulos seminíferos e a rede testicular. O epidídimo 

subdivide-se em 3 regiões caraterísticas (cabeça, corpo e cauda) e o ducto 

deferente (adaptado de ROBAIRE; HERMO, 1988). 

O epitélio germinativo dos túbulos seminíferos é formado por células 

de Sertoli e células germinativas (espermatogônias, espermatócitos e 

espermátides) apoiadas no tecido peritubular de revestimento (Figura 3) 

(CLERMONT, 1972). As células somáticas de Sertoli interagem quimicamente 

com células germinativas em desenvolvimento, garantindo a sustentação física 

e nutricional dessas células (FOLEY, 2001), além de secretar proteínas inibina, 

activina e de ligação a andrógenos (ABP), realizar fagocitose de restos celulares 

e do excesso de citoplasma das espermátides durante a espermiogênese, 

garantir uma barreira hemato-testicular (BHT), e secretar fluido testicular rico em 

íons e fatores de crescimento. Além disso, forma dois compartimentos nos 

túbulos seminíferos (basal e adluminal) através da BHT por junções oclusivas 

criando um microambiente favorável ao desenvolvimento das células 

germinativas, protegendo os tipos celulares em estágios mais diferenciados 
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(COSTANZO, 2005; GARCIA; FERNÁNDEZ, 2009; KIERSZENBAUM, 2008; 

PINEAU; DUPAIX; JÉGOU, 1999). 

 

Figura 3. Esquema do epitélio germinativo do túbulo seminífero e da área 

intersticial que circunda o túbulo. Os túbulos seminíferos estão apoiados pela 

lâmina basal com células mióides contráteis e achatadas. No interstício estão 

situados vasos sanguíneos e fibroblastos, além das células intersticiais de 

Leydig. O epitélio possui espermatogônias, espermatócitos (primário e 

secundário), espermátides iniciais e tardias que estão localizadas na porção 

apical às junções oclusivas das células de Sertoli, as quais se projetam da lâmina 

basal até o lúmen do túbulo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

O processo de espermatogênese (Figura 4) pode ser dividido em três 

fases distintas: proliferativa mitótica, meiótica e espermiogênica (CLERMONT, 

1972; RUSSELL et al., 1993). A fase mitótica é caracterizada pela proliferação 

das espermatogônias-tronco do tipo A isolada com a finalidade de aumentar a 

população espermatogonial, acarretando na origem de diferentes classes 

dessas células: tipo A proliferativa (pareada ou alinhada), tipo A diferenciada (A1, 

A2, A3, A4), tipo intermediário e tipo B. Parte das espermatogônias tipo B, que 

estão ligadas entre si por pontes citoplasmáticas, iniciam o processo de 

diferenciação formando os espermatócitos primários (RAFF; LEVITZKY, 2012; 

RUSSELL et al., 1993). Na fase meiótica os espermatócitos primários (diploides) 

realizam meiose I e originam os espermatócitos secundários (haploides), que por 

sua vez sofrem meiose II formando as espermátides iniciais (haploides) 
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(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Durante a fase espermiogênica, as 

espermátides iniciais passam por um processo de citodiferenciação no qual 

ocorre condensação do material genético, formação do acrossoma, 

reposicionamento das mitocôndrias, perda de citoplasma e formação do flagelo, 

resultando na formação dos espermatozoides (CLERMONT, 1972; RAFF; 

LEVITZKY, 2012; RUSSELL et al., 1993). A duração total da espermatogênese 

em mamíferos é de aproximadamente 30 a 75 dias, sendo baseada em 4,5 ciclos 

espermáticos (SHARPE, 1993) 

 

Figura 4. Ciclo da espermatogênese em camundongos. Mostra os diferentes 

tipos de células germinativas durante cada fase do ciclo. A fase I-VI consiste na 

fase de maturação da espermátide tardia (números 13-15), a fase de VII-VIII 

consiste na fase de espermiação, em que as espermátides tardias (número 16) 

se tornam espermatozoides no lúmen do túbulo seminífero e as espermátides 

imaturas (números 7 e 8) estão de diferenciando em novas espermátides tardias; 

a fase IX-XI é caracterizada pela continuidade da diferenciação das 

espermátides imaturas (números 9-11) e pela ausência de espermatozoide no 

lúmen; a fase XII é caracterizada pela divisão meiótica nas espermatogônias e 

nos espermatócitos para completar o epitélio germinativo (TERADA et al., 2010). 

Legenda: A = espermatogônia do tipo A; In = estágio intermediário das 

espermatogônias; B = espermatogônia do tipo B; PI = prófase I; L = leptóteno; Z 

= zigóteno; P = paquíteno; Di = diplóteno; M-I = meiose I; M-II = meiose II; 1-16 

= diferenciação das espermátides iniciais em tardias. 
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O tecido intersticial testicular é o compartimento que engloba a função 

endócrina do órgão, sendo composto pelas células de Leydig que fazem a 

biossíntese de testosterona, macrófagos residentes associados, endotélio e o 

espaço linfático testicular (WALKER, 2011). As citocinas e os mediadores 

inflamatórios secretados pelos macrófagos residentes são extremamente 

importantes para a homeostase fisiológica do interstício testicular, 

principalmente para o desenvolvimento e diferenciação das células de Leydig 

(HALES, 2002). Os produtos secretados pelos macrófagos testiculares 

estimulam a produção de testosterona pelas células de Leydig, com isso, esses 

macrófagos tem ação indireta sobre a espermatogênese (MOSSADEGH-

KELLER; SIEWEKE, 2018). 

A regulação da cascata de diferenciação espermatogênica ocorre 

através da síntese e secreção de hormônios produzidos pelo eixo hipotalâmico-

hipofisário-testicular (Figura 5). A liberação pela adenohipófise dos hormônios 

folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) é induzida pela liberação de 

hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotálamo. O FSH atua sobre 

as células de Leydig estimulando a formação de receptores de LH, além disso, 

atua sobre as espermatogônias produzindo uma onda de diferenciação ao longo 

do túbulo seminífero de estágios sucessivos da espermatogênese (GARCIA; 

FERNÁNDEZ, 2009). O FSH exerce suas funções biológicas sobre a 

espermatogênese através do acoplado à proteína-G da membrana plasmática 

das células de Sertoli. O LH, por sua vez, atua sobre as células de Leydig para 

sintetizar testosterona que exerce seus efeitos biológicos através de receptores 

androgênicos (AR) presentes também nas células de Sertoli (RUWANPURA; 

MCLACHLAN; MEACHEM, 2010).A testosterona tem efeitos parácrinos, 

sustentando a espermatogênese através das células de Sertoli e reforçando a 

ação espermatogênica do FSH, além disso, possui efeitos endócrinos em outros 

órgãos como próstata e músculo esquelético (COSTANZO, 2005). 
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Figura 5. Representação esquemática do eixo hipotálamo-hipófise-testículo e a 

ação hormonal em feedback. O FSH atua sobre as células de Sertoli, presente 

nos túbulos seminíferos, e o LH atua sobre as células de Leydig estimulando a 

liberação de testosterona que atua também sobre as células de Sertoli (adaptado 

de SHARMA; AGARWAL, 2013) 

Após a formação dos espermatozoides maduros, estes sofrem o 

processo espermiação no lúmen testicular onde são transportados através de 

ductos eferentes ao epidídimo, onde ocorre o processo de maturação 

espermática funcional (COSTANZO, 2005). O comprimento do ducto 

epididimário varia de acordo com a espécie, sendo aproximadamente de 6 

metros no humano adulto, 3 metros no rato adulto e 1 metro no camundongo 

adulto. Diversos estudos na literatura tem provado que ocorre uma grande 

semelhança entre as regiões e tipos celulares entre mamíferos, incluindo o rato, 

camundongo e humano (ROBAIRE; HINTON, 2015). 

Nos roedores, o epidídimo é dividido em segmento inicial, cabeça, 

corpo e cauda (ROBAIRE; HINTON, 2015), como mostrado na figura 2. Essas 

porções são histologicamente divididas de acordo com a altura do epitélio, e com 

a distribuição e quantidade entre os tipos celulares (REID; CLELAND, 1957), 

dentre eles existem as células basais, principais, estreitas, halo, claras e apicais 

(Figura 6) (HERMO; ROBAIRE, 2002). 
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Figura 6. Organização esquemática da maioria dos tipos celulares do epidídimo 

observadas em microscópio de luz. Os três compartimentos epididimários 

possuem distribuição relativa de cada tipo celular ilustrada. As funções principais 

de cada tipo celular está especificado logo abaixo do nome da célula (adaptado 

de ROBAIRE; HINTON, 2015). 

Os espermatozoides, ao deixarem o lúmen testicular, possuem sua 

morfologia completa, porém ainda não apresentam motilidade e são incapazes 

de fecundar o ovócito II (DACHEUX; DACHEUX, 2014). A função principal de 

todos os compartimentos do epidídimo é o transporte dos espermatozoides, 

porém, além disso, a região da cabeça possui função sobre a maturação 

espermática, regulando o desenvolvimento da motilidade, a aquisição da 

capacidade de sofrer reação acrossômica e de reconhecer sítios importantes de 

modificações na membrana plasmática dos espermatozoides. Somando a isso, 

o epidídimo protege os espermatozoides de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) através da barreira hemato-epididimária (BHE) e faz a estocagem dos 

gametas maduros na região da cauda (COSENTINO; COCKETT, 1986; 

HERMO; ROBAIRE, 2002; GREGORY; CYR, 2014; ROBAIRE; HINTON, 2015) 

A maturação dos espermatozoides no epidídimo ocorre através da 

forte interação entre a lâmina própria do ducto epididimário, as células epiteliais, 

o fluido luminal e os espermatozoides (BEDFORD, 1975; ORGEBIN-CHRIST; 

DANZO; DAVIES, 1975; KEMPINAS; KLINEFELTER, 2010). O processo de 
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maturação consiste em determinar a qualidade espermática (ROBERTS, 2010), 

sendo dependente dos hormônios andrógenos (EZER; ROBAIRE, 2002), 

ocorrendo através do remodelamento na membrana do gameta, em que a 

degradação de componentes testiculares e integração com componentes 

secretados pelo epitélio epididimário e do próprio espermatozoide são cruciais 

para garantir essa qualidade (GATTI et al., 2004); dessa forma o gameta pode 

adquirir capacidade funcional (BARRIOS et al., 2005). O microambiente 

intraluminal possui um rigoroso controle de atividade secretora e absortiva das 

células epiteliais (ROBAIRE; HINTON, 2015). 

Os gametas permanecem no interior do epidídimo, principalmente 

estocados na cauda, em estado quiescente até a ejaculação. Um dos motivos 

se deve ao fato do pH ser ácido no ambiente luminal que impede a degradação 

das estruturas do espermatozoide (BRETON et al., 1999; PIETREMENT et al., 

2006; ROBAIRE; HINTON, 2015). O fluído luminal do epidídimo contém uma 

ampla composição proteica incluindo enzimas, fatores de crescimento, proteínas 

de ligação de ferro, proteínas de proteção ao espermatozoide e outras proteínas, 

como as lipocalinas e lactoferrina. A composição iônica do fluído epididimário 

auxilia no desenvolvimento da motilidade e na manutenção do estado quiescente 

dos espermatozoides, sendo composta por concentrações menores de sódio, 

cloreto, cálcio e magnésio na região da cabeça, e maiores de fósforo e potássio 

quando comparada à composição da cauda (ROBAIRE; HINTON, 2015). 

Assim como no testículo, no epidídimo a BHE protege os gametas do 

sistema imunológico, agentes xenobióticos, EROs, e restringe a passagem de 

íons, solutos e macromoléculas, dessa forma garante um microambiente 

apropriado para a maturação dos gametas. Os mecanismos de defesa incluem 

restrição de compostos, síntese e secreção de proteínas específicas como as 

defensinas e antioxidantes, além de células imunes residentes, como 

macrófagos, mastócitos e lifócitos (ROBAIRE; HINTON, 2015). 

O ducto deferente conecta a porção final da cauda epididimária à 

uretra prostática, sendo um tubo muscular revestido internamente por epitélio 

pseudoestratificado com células principais, basais, claras e estreitas. Essas 

células secretam glicoproteínas e possuem funções de proteção dos 

espermatozoides, reabsorvendo fluidos e acidificando o ambiente luminal, sendo 
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este o término do processo de maturação espermática (KOMÁREK et al., 2000). 

O ducto ejaculatório é o segmento do ducto que entra na próstata, possuindo 

mucosa semelhante ao ducto deferente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

As glândulas sexuais acessórias, como a glândula seminal, próstata, 

glândula coaguladora, bulbouretral e prepucial (HASCHEK; ROUSSEAUX, 

1998), tem por função produzir secreções de nutrição e suporte pós-ejaculação 

aos espermatozoides. São dependentes da ação de andrógenos, portanto 

refletem qualquer mudança do estado endócrino ou da função testicular (MANN, 

1972; CLEGG; PERREAULT; KLINEFELTER, 2001). A secreção da glândula 

seminal compõe a maior parte do ejaculado, sendo rica em frutose e 

prostaglandinas, e participa do processo de coagulação do ejaculado e 

imunoproteção dos espermatozoides (ROBERTS, 2010). A próstata possui uma 

secreção líquida alcalina de natureza proteica, sendo rica em zinco, ácido nítrico 

e colina, além de conter fosfatase ácida, antígeno prostático específico (APE), 

amilase e fibrinolisina (KIERSZENBAUM, 2008; ROBERTS, 2010). O fluido da 

glândula bulbouretral neutraliza os vestígios de urina e lubrifica a uretra, sendo 

também uma fonte energética para os gametas masculinos (CHUGHTAI et al., 

2005). Por fim, as glândulas prepuciais são glândulas sebáceas modificadas 

ricas em óleo que lubrificam a glande e apresentam ação antibacteriana e 

antiviral (HASCHEK; ROUSSEAUX, 1998). 

 

1.2 OBESIDADE 

A obesidade, de maneira simplificada, é uma condição de acúmulo 

anormal ou excessivo de gordura no organismo, onde o excesso de gordura, sua 

distribuição e associação trazem consequências negativas para a saúde (WHO, 

2000a). Um levantamento feito pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

mostra que a prevalência da obesidade no mundo dobrou, sendo 11% em 

homens e 15% em mulheres. O fato da pessoa ter obesidade aumenta a 

probabilidade de possuir outras doenças associadas como diabetes, 

hipertensão, infarto, câncer, apneia e osteoartrite, bem como afeta 

negativamente a performance reprodutiva do indivíduo (WHO, 2014). 
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No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saúde realizada pelo 

IBGE em 2013, cerca de 37,3% dos brasileiros acima de 18 anos consomem 

hortaliças diariamente, sendo maior entre as mulheres, porém cerca de 23,4% 

dos brasileiros acima de 18 anos consomem refrigerantes e sucos artificiais em 

pelo menos 5 dias da semana, sendo mais frequente entre os homens (SAÚDE; 

CRUZ, 2014). No levantamento de 2012 do ministério da saúde feito pela Vigitel 

(Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito 

Telefônico) mostrou que 51% da população brasileira acima de 18 anos está 

acima do peso, sendo predominante em homens (BRASIL, 2014). 

Na história da humanidade, o fato de ganhar peso e estocar gordura 

eram vistos como sinal de saúde e prosperidade, pois antigamente era 

necessário caçar e buscar alimentos para sobreviver. No entanto, atualmente, a 

oferta de alimentos ricos em gorduras e o aumento do ganho de peso estão 

representando um problema crescente de saúde pública (WHO, 2000a). O 

excesso de alimentos ricos em calorias combinado com atividades corpóreas 

pouco dispendiosas como assistir televisão, jogos de computador e internet, 

contribuem para a obesidade infanto-juvenil (WHO, 2014). 

A etiologia da obesidade tem como principal causa o desbalanço entre 

a energia ingerida na alimentação frente a quantidade de energia gasta (NAMMI 

et al., 2004). O excesso de energia permanece estocado nos adipócitos, que 

aumentam de tamanho, causando a lesão patológica da obesidade que são a 

hiperplasia e a hipertrofia celular (BRAY, 2014). O controle entre a ingestão e o 

gasto de energia mantém o peso corpóreo dentro dos valores proporcionais 

normais, porém, um leve aumento na ingestão diária de comida ou uma redução 

no gasto de energia a longo prazo leva a um aumento do peso corporal (VIANNA; 

COPPARI, 2011). 

O tipo de distribuição da gordura afeta os riscos associados à 

obesidade e o tipo de doença à qual o indivíduo estará sujeito. O acúmulo de 

gordura abdominal, dita obesidade androide, é um fator de risco maior para o 

desenvolvimento de doenças do que o excesso de gordura, dita obesidade 

ginoide, em que a gordura está distribuída de maneira mais uniforme (WHO, 

2000a). Dito isso, podemos observar que a obesidade não provém de uma única 

causa ou de um único desarranjo, mas de um grupo heterogêneo de condições 
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com múltiplas causas que culminam no fenótipo de obesidade. A obesidade 

envolve complexas e diversas relações etiológicas entre os quadros genéticos, 

metabólicos e neurais, bem como o comportamento, hábitos alimentares, 

atividade física e fatores socioculturais (NAMMI et al., 2004). 

A síndrome metabólica é um conjunto complexo de fatores de risco 

cardiovascular relacionados ao acúmulo de gordura abdominal e resistência à 

insulina (SABOYA et al., 2016), conferindo aumento no risco de desenvolvimento 

de diabetes mellitus tipo 2 e de doença cardiovascular (KAUR, 2014). O 

diagnóstico de síndrome metabólica é um desafio clínico e de saúde pública 

crescente no mundo todo (KAUR, 2014), pesquisadores realizam medidas de 

obesidade, hipertensão, hiperglicemia, dislipidemia e resistência à insulina para 

ter um panorama completo da saúde do indivíduo (FORD, 2004). Pessoas que 

apresentam tal síndrome possuem risco aumentado de mortalidade por doença 

cardiovascular, doença cardíaca coronária, acidente vascular cerebral e 

disfunção vascular (SRIKANTHAN et al., 2016). 

O tecido adiposo é preenchido de lipídios nos adipócitos, sendo 

composto também por: células endoteliais que garantem a vascularização, 

pericitos que são potenciais adipócitos, fibroblastos que fazem o suporte 

estrutural, mastócitos que influenciam na angiogênese e no remodelamento 

tecidual, e células imunes como células T e macrófagos residentes, entre outros 

componentes (LEE; WU; FRIED, 2010; LEMOINE; LEDOUX; LARGER, 2013). 

Cada uma dessas células contribuem para criar um microambiente específico 

para a síntese e remodelamento da matriz extracelular, dessa forma garante uma 

anatomia única para depósito de gordura (LEE; WU; FRIED, 2010; DODSON et 

al., 2011). 

A principal função do tecido adiposo é de armazenar triacilglicerol, 

porém existem outras funções como a secreção de hormônios, de fatores 

angiogênicos, fatores de crescimento, citocinas, entre outras moléculas 

(DODSON et al., 2011; LEMOINE; LEDOUX; LARGER, 2013). O remodelamento 

tecidual entre o tecido adiposo e o tecido não alterado desregula a secreção 

hormonal e de moléculas sinalizadoras como a insulina, podendo causar danos 

à viabilidade celular. Assim, a lipólise que ocorre na obesidade e o consequente 

fluxo de ácidos graxos livres do tecido adiposo expõe outros tecidos a uma 
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sobrecarga de ácidos graxos no meio extracelular. A patologia celular e a 

resistência à insulina presentes nos outros tecidos na condição de obesidade se 

deve ao fato desses outros tecidos poderem também acumular triglicerídeos no 

seu interior (ATTIE; SCHERER, 2009). 

 

1.3 OBESIDADE E SISTEMA GENITAL MASCULINO 

A obesidade é uma epidemia crescente em muitos países e a 

capacidade reprodutiva fica potencialmente reduzida (RAMLAU-HANSEN et al., 

2007). A obesidade androide é o fenótipo que está associado a vários distúrbios 

reprodutivos, incluindo a infertilidade (PASQUALI et al., 2003). A literatura coloca 

que existe uma ligação entre o estado energético e a função reprodutiva 

(SPICER, 2001), sendo controlado por uma gama de sinais que atuam em 

diferentes níveis do eixo neuroendócrino (NOGUEIRAS et al., 2004). A 

obesidade é associada a diversas alterações no sistema endócrino, como 

concentrações anormais de hormônios no sangue devido a alterações no padrão 

de secreção ou metabolismo, e o transporte hormonal com sua ação no tecido-

alvo (PASQUALI, 2006). 

No aspecto reprodutivo, homens obesos possuem maior risco de 

disfunção erétil; além de um perfil hormonal alterado com diminuição da globulina 

transportadora de hormônio sexual (SHBG) e de testosterona, aumento dos 

níveis de estradiol e, em homens com obesidade mórbida, ocorre alterações na 

secreção de gonadotrofina. Recentemente, alguns estudos descrevem que o 

excesso de peso e a obesidade estão relacionados com os baixos níveis de 

inibina B, marcador da função das células de Sertoli e espermatogênese 

(CHAVARRO et al., 2010). Além disso, outros estudos mostram um aumento na 

anormalidade de parâmetros seminais em homens com sobrepeso e obesidade, 

bem como um aumento do risco de infertilidade entre casais em que o homem 

está acima do peso ou obeso (HOFNY et al., 2010). 

Em roedores, a exposição a dietas ricas em gorduras por períodos 

prolongados causa um balanço energético positivo, sendo considerado um 

modelo experimental de obesidade humana. Esta dieta com alto teor de gordura 

e carboidratos é similar à de fast food, com alimentos como mortadela, chips, 
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refrigerante e outros mais, levando a um ganho de peso e deposição de gordura 

corporal, sendo este um modelo de obesidade animal não genético (TAKASHIBA 

et al., 2011). 

Nos estudos de Vigueras-Villaseñor et al. (2011) com ratos machos 

Sprague-Dawley de 21 dias pós-natal (DPN) induzidos à obesidade por dieta 

hipercalórica, mostraram uma redução na razão testosterona-estradiol, 

indicando aumento significativo nos níveis de estradiol e redução significativa 

nos níveis de testosterona. Esses resultados corroboram outros estudos na 

literatura, tanto em humanos (CHAVARRO et al., 2010) como em ratos 

(FERNANDEZ et al., 2011). 

A conversão da testosterona em estradiol através da aromatização é 

a principal etapa na síntese de estrógenos, sendo esta reação catalisada pela 

enzima aromatase, com expressão aumentada em tecido adiposo periférico. 

Acredita-se que o aumento de estrógenos em homens obesos é devido a uma 

maior conversão de testosterona devido ao aumento da enzima catalisadora 

disponível no tecido adiposo. Esta conversão periférica pode gerar valores 

reduzidos de testosterona e aumentados de estradiol. Porém, este aumento de 

estradiol pode inibir a secreção de GnRH, LH e FSH (ERDEMIR et al., 2012), e 

prejudicar a espermatogênese. Animais com obesidade induzida por dieta 

mostraram uma redução na motilidade espermática e na taxa de fertilização 

(GHANAYEM et al., 2010; BAKOS et al., 2011), bem como um aumento no dano 

de DNA dos espermatozoides (BAKOS et al., 2011). 

O estresse oxidativo está intimamente ligado a um aumento na taxa 

de danos celulares induzidos pelo oxigênio e seus derivados oxidados (EROs). 

Os alvos dessas espécies reativas são lipídios de membrana que levam ao 

processo de peroxidação lipídica. Isto posto, o tecido testicular bem como os 

espermatozoides ficam mais vulneráveis ao estresse oxidativo devido à riqueza 

de ácidos graxos poliinsaturados nas membranas (ERDEMIR et al., 2012). 

Bakos et al. (2011) confirmam, em camundongos machos de 6 

semanas de idade induzidos à obesidade por dieta hiperlipídica, os resultados 

mostraram uma diminuição na motilidade espermática, na capacidade de 

fecundação e no número de espermatozoide por ovócito; além disso, houve um 
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aumento de EROs intracelular e danos de DNA espermático. Estes resultados 

fornecem evidências de que a obesidade pode induzir o estresse oxidativo no 

sistema genital masculino. 

 

1.4 DESREGULAÇÃO DA TIREOIDE: HIPOTIREOIDISMO E HIPERTIREOIDISMO 

Os hormônios tireoidianos (HTs) estão envolvidos em vários 

processos biológicos relacionados ao crescimento, desenvolvimento e 

metabolismo (RIBEIRO et al., 1995; IWASAKI et al., 2004). Os efeitos fisiológicos 

dos HTs envolvem a modulação do consumo de oxigênio, o metabolismo de 

lipídios, carboidratos e proteínas, também causam alterações entre a razão de 

síntese e degradação de grande parte dos fatores de crescimento e hormônios 

(NORMAN; LITWACK, 1997; BOELAERT; FRANKLYN, 2005). Pacientes com 

hipertireoidismo apresentam perda de peso, baixos níveis de colesterol, 

temperatura corporal elevada e taquicardia, enquanto que pacientes com 

hipotireoidismo apresentam perda de cabelo, hipertensão, hipercolesterolemia, 

mixedema e bradicardia (RIBEIRO et al., 1995). 

Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia 

(SBEM) em uma publicação de 2010, cerca de 10% das mulheres acima de 40 

anos e em torno de 20% das mulheres acima de 60 anos manifestam algum tipo 

de problema na tireoide. Algumas estatísticas demonstram que 1 em cada 5 

mulheres que fazem reposição estrogênica apresentam, na verdade, problemas 

tireoidianos (SBEM, 2010). De acordo com o Ministério da Saúde, o 

hipotireoidismo é o agravo mais comum da tireoide, atingindo cerca de 2% da 

população no geral, com prevalência de 15% em pessoas com mais de 60 anos, 

sendo 8 vezes mais frequente em mulheres que em homens (BRENTA et al., 

2013). Dados prospectivos sobre a epidemiologia das doenças tireoidianas, a 

incidência média em mulheres foi de 0,8 casos por mil/ano, sendo insignificante 

em homens; estudos de prevalência, com taxas semelhantes no Brasil, indicam 

que a presença de hipertireoidismo está em torno de 2 a 3% entre mulheres e 

0,2% em homens (SILVA et al., 2011b). 

As doenças que afetam a glândula da tireoide são desordens 

endócrinas mais prevalentes no mundo. O hipertireoidismo, sendo uma 
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hiperfunção da tireoide, acomete por volta de 2% da população mundial, 

enquanto que o hipotireoidismo, considerado uma menor função da tireoide, 

acomete cerca de 1%. O hipertireoidismo e o hipotireoidismo podem ocorrer 

devido a doenças da tireoide, ou por mal funcionamento da glândula pituitária ou 

do hipotálamo. Em regiões com deficiência dietética de iodo, a prevalência de 

desregulação de tireoide pode subir até 15% (WHO, 2000b). 

A glândula tireoide sintetiza e libera triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). 

O T4 é o principal produto da secreção da tireoide, enquanto que nos tecidos 

periféricos ocorre produção de T3 por desiodação local, sendo este o hormônio 

biologicamente ativo (BOELAERT; FRANKLYN, 2005; SMITH; WALKER, 2015). 

A secreção e síntese dos HTs são reguladas pelo hormônio 

estimulante da tireoide (TSH), que ao se ligar aos receptores de hormônios 

tireoidianos (TRs) presentes na membrana da tireoide, estimulam a liberação 

hormonal a partir da tireoglobulina. Além disso, o TSH regula a produção de T3 

nos tecidos periféricos (NORMAN; LITWACK, 1997). A síntese e liberação de 

TSH pela glândula pituitária ocorre em resposta ao hormônio liberador de 

tireotrofina (TRH) secretado pelo hipotálamo (YEN, 2001; BOELAERT; 

FRANKLYN, 2005). Os níveis circulantes de TRH e TSH são regulados por 

feedback negativo, em que as concentrações plasmáticas de T3 e T4 agem tanto 

no hipotálamo como na pituitária, inibindo a liberação hormonal no eixo 

hipotálamo-hipófise-tireoide (Figura 7). Com esse mecanismo, os níveis 

circulantes dos HTs ficam dentro de uma faixa normal de concentração 

(NORMAN; LITWACK, 1997; WHO, 2000b; BOELAERT; FRANKLYN, 2005). 
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Figura 7. Mecanismo esquemático de regulação dos hormônios tireoidianos no 

eixo hipotálamo-hipófise-tireoide. A glândula pituitária produz TSH que estimula 

a glândula tireoide a produzir T4. No tecido o T4 sofre desiodação e se 

transforma em T3. O feedback ocorre pela ação do T3 e T4 na glândula pituitária. 

A hiperfunção da tireoide suprime a produção de TSH, enquanto que a 

hipofunção estimula a produção de mais TSH (adaptado de WHO, 2000b). 

As ações dos HTs são iniciados pela interação com seus TRs, estes 

pertencentes a uma superfamília de receptores de hormônios esteroides 

(BOELAERT; FRANKLYN, 2005). Existem dois genes que são transcritos para 

a formação de duas isoformas TR e TR com diferentes padrões de expressão 

no desenvolvimento e nos tecidos adultos, codificados como THRA e THRB 

respectivamente. O TR tem dois produtos de ligação com o T3, sendo o TR1 

predominantemente expresso no cérebro, coração e músculo esquelético, 

enquanto que o TR2 e TR3 não possuem união com o T3. O TR possui três 

produtos principais de ligação ao T3, sendo que o TR1 é expresso amplamente 

pelos tecidos, TR2 principalmente no cérebro, retina e ouvido interno, e o TR3 

no rim, fígado e pulmão(BRENT, 2012; ORTIGA-CARVALHO; SIDHAYE; 

WONDISFORD, 2014). 

As ações dos hormônios tireoidianos estão diretamente relacionadas 

com a disponibilidade dos TRs, dos transportadores relacionados, dos 

correceptores e coativadores nucleares, bem como pela sequência e localização 

dos elementos de resposta. Todas as isoformas diferem em comprimento amino 
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e carboxilo terminais, sendo semelhantes nos domínios de DNA e ligante. Essas 

diferenças específicas garantem a interação específica aos TR e TR que irão 

gerar suas ações específicas (BRENT, 2012). 

As doenças relacionadas à tireoide são bastante graves, mas 

geralmente são curáveis e tratáveis. As condições clínicas são manifestadas de 

forma sutil e pode ser confundida com outras doenças, entre elas a insuficiência 

renal, doença hepática, infecções e doenças metabólicas, visto que essas 

doenças podem causar respostas adaptativas da tireoide (WHO, 2000b). Em 

níveis normais nos seres humanos, a concentração total de T3 está entre 80 e 

190 ng/dL de soro, enquanto que a concentração total de T4 está entre  5 e 12 

µg/dL de soro (SHIVARAJ et al., 2009). 

O diagnóstico da função tireoidiana fornece informações fisiológicas, 

patológicas e anatômicas somado com o histórico familiar e exame físico. Os 

principais exames sorológicos são tiroxina sérica total (T4), triiodotironina total 

(T3), tiroxina livre (T4 livre), triiodotironina livre (T3 livre), triiodotironina reversa 

(rT3), hormônio estimulante da tiroide (TSH), calcitonina de soro e tiroglobulina 

proteica (Tg); podem ser utilizados testes com anticorpos como antitireoglobulina 

(ATA) e antimicrosomáticos (AMA). O exame histológico invasivo é feito por 

citologia aspirativa por agulha fina (FNAC) e não invasivo é feito por 

ultrassonografia, ressonância magnética e tomografia. Um estudo molecular 

adicional fornece marcadores moleculares para detecção de câncer de tireoide. 

A realização desses testes fornecem sensibilidade e especificidade que 

aumentam a probabilidade de detecção precoce (SHIVARAJ et al., 2009). 

 

1.5 DESREGULAÇÃO DA TIREOIDE E SISTEMA GENITAL MASCULINO 

Os HTs agem sobre a morfologia e função testicular, sendo discutidos 

desde quando observaram que os testículos de animais adultos se mostraram 

sensíveis a estes hormônios (OPPENHEIMER; SCHWARTZ; SURKS, 1974). 

Além dessas alterações também foram observadas diminuição da fertilidade e 

na atividade sexual de homens (KRASSAS; PERROS, 2003). 

Nos órgãos genitais masculinos existem duas isoformas de 

receptores de T3: TR1 e TR1, na qual ambos estão expressos nas células de 
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Sertoli. O receptor TR1 é mais encontrado nas células de Leydig, células 

peritubulares e células germinativas durante o desenvolvimento pós-natal e 

adulto (KUMAR; SHEKHAR; DHOLE, 2014; SMITH; WALKER, 2015). Estudo 

com camundongos transgênicos revela que o hormônio T3 age 

predominantemente através do receptor TR1 para regular a proliferação e a 

maturação das células de Sertoli (HOLSBERGER; KIESEWETTER; COOKE, 

2005). A presença de TRs nas células germinativas tem função de sustentar 

essas diferentes populações de células no epitélio germinativo As células 

epiteliais dos diferentes segmentos do epidídimo de rato expressam TRs no 

citoplasma, tanto a isoforma TR1 quanto a isoforma TR1 (KUMAR; 

SHEKHAR; DHOLE, 2014). 

Diversas funções da célula de Sertoli são influenciadas pelos HTs, 

como o transporte de glicose, a produção de gama-glutamil transpeptidase, ABP 

e fator de crescimento semelhante à insulina-I, além do estímulo na captação de 

aminoácidos, hiperpolarização celular (MENEGAZ et al., 2006; SILVA et al., 

2001; VOLPATO et al., 2004), inibição da atividade da aromatase e efeitos no 

metabolismo da testosterona (SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002). Os HTs 

também regulam algumas funções no desenvolvimento e esteroidogênese nas 

células de Leydig, como na síntese de hormônios esteroides pelo colesterol 

(KUMAR; SHEKHAR; DHOLE, 2014). 

O funcionamento incorreto da tireoide afeta hormônios envolvidos na 

reprodução, como o LH através de modificações no padrão de 

neurotransmissores hipotalâmicos (MAIA et al., 1995), e ainda permanece 

controverso os efeitos sobre os hormônios de crescimento, FSH e testosterona 

(SMITH; WALKER, 2015). Diversos estudos comprovam que o hipotireoidismo 

neonatal transitório induzido pelo composto propiltiouracil (PTU) altera 

mecanismos fisiológicos diversos de ratos (CHIAO et al., 2000), camundongos 

(JOYCE; PORCELLI; COOKE, 1993) e aves domésticas (KIRBY et al., 1996). 

Enquanto que o hipertireoidismo neonatal transitório em ratos resulta no 

enceramento precoce da proliferação das células de Sertoli, levando a uma 

menor população dessas células no animal adulto (HOLSBERGER; COOKE, 

2005). 
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O PTU é uma droga anti-tireoidiana que age inibindo a síntese de 

hormônios tireoidianos na glândula tireoide e na conversão de T4 na sua forma 

ativa (T3) nos tecidos periféricos (CHIAO et al., 2000; YANG; GORDON, 1997). 

Além disso, o 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) reduz a circulação de T3 e T4 e 

aumenta os níveis de TSH, bem como inibe a ação de conversão de T4 em T3 

da enzima tireoperoxidase e da deiodinase tipo 1. Essa droga também altera a 

expressão hormônio-responsiva de genes, e essa alteração pode causar danos 

na estrutura de regiões do cérebro (ZOELLER; CROFTON, 2005). 

A produção metabólica de substâncias essenciais ao funcionamento 

celular utiliza oxigênio para obtenção de energia e gera radicais livres. Os HTs 

são importantes no balanço entre EROs e moléculas antioxidantes em diversos 

tecidos (KUMAR; SHEKHAR; DHOLE, 2014). No hipertireoidismo, em que 

ocorre um aumento da atividade hipermetabólica dos HTs, acontece aumento na 

produção desses radicais. Por consequência, ocorrem danos oxidativos nos 

tecidos-alvo (VENDITTI; DI MEO, 2006) podendo causar mudanças 

significativas nas defesas antioxidantes de diversos tecidos, incluindo fígado 

(HUH et al., 1998), coração (SHINOHARA et al., 2000), cérebro (DAS; CHAINY, 

2004) e testículo (CHOUDHURY; CHAINY; MISHRO, 2003). Em camundongos 

e ratos, o processo de diferenciação das células de Sertoli envolve a indução de 

um ciclo dependente de quinase pelo hormônio T3, dessa forma, os animais 

neonatais em estado de hipotireoidismo sofrem prejuízos no crescimento 

testicular, na maturação das células germinativas, na formação dos túbulos 

seminíferos e outros processos de diferenciação (SILVA et al., 2011a). 

 

1.6 OBESIDADE, HIPOTIREOIDISMO E HIPERTIREOIDISMO NO SISTEMA GENITAL 

MASCULINO 

Os HTs regulam o metabolismo basal, a termogênese e desenvolvem 

um papel essencial no metabolismo de lipídeos e glicose, na ingestão de 

alimentos e na oxidação de gordura (ROSENBAUM et al., 2000). A desregulação 

da tireoide está associada a alterações no peso, na composição e na 

temperatura corporal, bem como no gasto total de energia em repouso (REE) e 

independente da atividade física (BIONDI, 2010; SANYAL; RAYCHAUDHURI, 

2016). 
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A disfunção da tireoide pode ser o principal evento que induz 

alterações no gasto de energia com sucessivo aumento do índice de massa 

corpórea (IMC) e peso (BIONDI, 2010). O acúmulo de gordura tem sido 

associado a baixos níveis de T4 livre e altos níveis de TSH em indivíduos 

eutireoideos pouco acima do peso, resultando em uma correlação entre os níveis 

séricos de TSH e o aumento progressivo de peso em determinado período de 

tempo (REINEHR; DE SOUSA; ANDLER, 2006). Além disso, foi relatado uma 

relação entre a quantidade de T3 e T4 livre com a circunferência da cintura e o 

IMC em indivíduos obesos (CHOMARD et al., 1985). Contudo, as causas dessas 

alterações encontradas nas funções da tireoide ainda permanecem 

desconhecidas. Autores sugerem que uma maior atividade das deiodinase leva 

a uma alta taxa de conversão de T4 em T3. Sendo este um mecanismo de defesa 

encontrado em indivíduos obesos contra a acumulação de gordura ao aumentar 

o gasto de energia (LONGHI; RADETTI, 2013). Outro mecanismo provável é o 

aumento compensatório na secreção de TSH e T3 livre na tentativa de superar 

a redução na capacidade de resposta dos tecidos aos hormônios tireoidianos 

circulantes em indivíduos obesos; isso ocorre devido à baixa expressão de TSH 

e hormônios da tireoide em adipócitos (NANNIPIERI et al., 2009). Além disso, os 

elevados níveis de leptina encontrados em indivíduos obesos pode ser outra 

possível explicação uma vez que a principal ação da leptina é detectar o excesso 

de gordura e diminuir o apetite e a ingestão de alimentos. Uma explicação 

adicional está nas citocinas inflamatórias secretadas pelo tecido adiposo, como 

o fator de necrose tumoral alfa (TNF), a interleucina (IL)-1 e a IL-6, que inibem 

a expressão de mRNA do simporte de sódio e iodo e com isso a atividade de 

captação de iodeto (SANYAL; RAYCHAUDHURI, 2016). 

Células de gordura produzem leptina e são considerados um órgão 

endócrino ativo (FELDT-RASMUSSEN, 2007; REINEHR, 2010). Existe uma 

correlação entre a quantidade de TSH e o nível do IMC podendo ser mediada 

pela leptina produzida pelo tecido adiposo. A leptina rege fisiologicamente a 

homeostase energética informando ao sistema nervoso central sobre as 

reservas de tecido adiposo (REINEHR, 2010). Este hormônio modula e regula 

as respostas neuroendócrinas e comportamentais, como o eixo hipotálamo-

hipófise-tireoide e a ingestão alimentar (FELDT-RASMUSSEN, 2007; 
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MENENDEZ et al., 2003), por regulação da expressão gênica do TRH no núcleo 

paraventricular e o TSH, por sua vez, estimulará a secreção de leptina pelo 

tecido adiposo humano (MENENDEZ et al., 2003; OGE et al., 2005; SANTINI et 

al., 2010). A leptina também afeta atividades de deiodinase da tireoide com 

ativação da conversão de T4 para T3 (REINEHR, 2010; ZIMMERMANN-

BELSING et al., 2003). 

Em estudo clínico com 1944 pacientes adultos acompanhados por 11 

anos descobriram uma associação positiva estatisticamente significativa entre a 

concentração sérica de TSH e a mudança de peso (BJERGVED et al., 2014). 

Outro estudo com 4649 participantes evidenciou, além de uma relação positiva 

entre a concentração de TSH e o IMC dos indivíduos, uma relação com a 

quantidade de T4 livre, sendo influenciável em casos com hiper ou 

hipotireoidismo (KNUDSEN et al., 2005). 

 

1.7 INFLAMAÇÃO E DISTÚRBIOS METABÓLICOS NA OBESIDADE E ALTERAÇÕES 

TIREOIDIANAS 

O testículo consegue tolerar os auto-antígenos expressos pelas 

células germinativas devido à indução de um microambiente imunossupressor 

induzido pela presença de citocinas, dessa forma esse órgão é considerado 

imuno-privilegiado (HEDGER; MEINHARDT, 2003; GUAZZONE et al., 2009). O 

mecanismo envolvido na autoimunidade é a existência da BHT, uma estrutura 

que limita o acesso de antígenos e anticorpos nas células germinativas, além da 

presença de células T regulatórias (Treg) no interstício testicular, e a secreção 

de imunossupressores secretados por macrófagos, células de Sertoli e Leydig 

(TUNG; FUSI; TEUSCHER, 2002). 

Todas as funções epididimária são dependentes da composição 

luminal do epidídimo, que são criadas por produtos de secreção das células de 

Sertoli no testículo, pela secreção e absorção de íons e proteínas pelas células 

principais do epidídimo, e pela BHE que limita o transporte de moléculas. Essa 

BHE oferece proteção imunológica ao espermatozoide, uma vez que estes 

gametas são imunogênicos devido à quantidade de cromossomos ser diferente 
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das demais células do corpo, por meio das junções célula-célula constituídas por 

proteínas transmembrana em condições normais (GREGORY; CYR, 2014). 

As características histopatológicas da inflamação no tecido testicular 

e epididimário são caracterizados principalmente pela presença de infiltrado 

inflamatório no interstício de ambos os órgãos. O infiltrado é caracterizado pela 

presença de células inflamatórias como linfócitos, macrófagos e mastócitos. 

Quando essas células estão no lúmen de qualquer um dos órgãos citados, 

podem caracterizar o comprometimento da barreira imunológica presente no 

testículo e no epidídimo (GUAZZONE et al., 2009; GREGORY; CYR, 2014). 

A obesidade está intimamente relacionada com uma inflamação 

sistêmica crônica, caracterizada pela produção anormal de citocinas, aumento 

de mediadores da fase aguda da inflamação e ativação de vias pró-inflamatórias 

(HOTAMISLIGIL, 2006). As principais citocinas encontradas no tecido adiposo 

são o fator de necrose tumoral TNF- (FEINSTEIN et al., 1993; CASTOLDI et 

al., 2016) e a IL-6 (ROTTER; NAGAEV; SMITH, 2003). Essas citocinas atuam 

como moduladores imunes e regulam o processo de recrutamento leucocitário, 

sendo sintetizadas por diversas células do tecido testicular, como células 

peritubulares, Sertoli e Leydig (GUAZZONE et al., 2009), e outras células que 

estão sendo recrutadas e podem perturbar o processo inflamatório. A expansão 

de adipócitos e a morte de adipócitos produz sinais quimiotáticos levando ao 

recrutamento primeiramente de macrófagos e depois de outras células , como 

os neutrófilos (HOTAMISLIGIL, 2006; CASTOLDI et al., 2016). 

Os HTs afetam o recrutamento de várias células imunes, como os 

macrófagos, e a liberação de diversas citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1, 

IL-6 e TNF- (DE VITO et al., 2011). A quantidade de HTs circulante afeta 

diretamente a geração de EROs que estimulam o recrutamento dos neutrófilos 

e monócitos, que nos tecidos são diferenciados em macrófago (SPEK; FLIERS; 

BOELEN, 2017). O hipertireoidismo resulta no aumento de EROs e, 

consequentemente, maior recrutamento neutrofílico, enquanto no 

hipotireoidismo ocorre o contrário, limitando a geração de EROs e de neutrófilos 

(FERNÁNDEZ; VIDELA, 1995; VIDELA et al., 1993). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Tendo em vista as mudanças fisiológicas de peso corpóreo ocorridas 

com o desenvolvimento do hipotireoidismo e do hipertireoidismo, a obesidade 

em conjunto com desregulações nos hormônios tireoidianos pode deturpar a 

homeostase fisiológica. Contudo, a literatura permanece escassa e pouco 

esclarecida sobre a alteração morfofisiológica no sistema genital masculino em 

decorrência da obesidade e desregulação tireoidiana, além dos mecanismos 

pelos quais a fertilidade é prejudicada não estarem completamente elucidados.  

Dito isso, o presente estudo possui grande aplicabilidade biológica ao 

avaliar se a obesidade juntamente com a desregulação tireoidiana, na forma de 

hipertireoidismo ou hipotireoidismo, trará danos celulares, teciduais ou 

fisiológicos sobre o sistema genital masculino, especificamente nos testículos e 

epidídimos de camundongos C57BL/6 adultos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

O objetivo deste estudo foi avaliar se a obesidade juntamente com o 

hipotireoidismo ou hipertireoidismo traz prejuízos ao desenvolvimento testicular 

e epididimário de camundongos C57BL/6 adultos. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

- Entender a relação entre a obesidade, hipotireoidismo e 

hipertireoidismo sobre a morfofisiologia testicular e epididimária;  

- Avaliar aspectos histopatológicos, espermáticos e hormonais, assim 

como a resposta imunológica e oxidativa em animais obesos com ou sem 

distúrbios tireoidianos; 

- Analisar se o recrutamento de células e mediadores inflamatórios 

pode ser o mecanismo pelos quais a obesidade e distúrbios hormonais 

tireoidianos participam da morfofisiologia testicular e epididimária de animais 

obesos, com hipotireoidismo ou hipertireoidismo; 

 Analisar se o estresse oxidativo (perfil oxidativo e antioxidante) pode 

ser o mecanismo pelos quais a obesidade e distúrbios hormonais tireoidianos 

participam da morfofisiologia testicular e epididimária de animais obesos, com 

hipotireoidismo ou hipertireoidismo; 

- Verificar os efeitos e possíveis mecanismos de ação da obesidade e 

da desregulação tireoidiana sobre os testículos e epidídimos de camundongos 

C57BL/6 adultos. 
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Abstract 

Thyroid disorders and obesity are very common in the population, and both are 

considered public health problems, since they may aggravate and induce several 

diseases, including risk of infertility. We evaluated the impact of thyroid hormone 

disorders on the testis and epididymis function of mice fed with a standard or 

high-fat diet. Adult male C57BL/6 mice were distributed in 6 experimental groups 

and fed a standard diet (SD) or high-fat diet (HFD) for 12 weeks. Afterwards, both 

groups were treated with saline (SD and HFD+saline), propylthiouracil 

(PTU-antithyroid drug: SD+PTU and HFD+PTU) or T3 (SD+T3 and HFD+T3) for 

30 more days. At treatment end, the mice were anesthetized and euthanized by 

decapitation. Blood serum was used to determine testosterone, LH and FSH 

doses. Testis and epididymis were removed to determine inflammatory profile, 

oxidative stress, sperm count and histological analysis. Vas deferens was used 

to obtain spermatozoa for sperm morphology. LH dose was increased in the 

HFD+T3 group. Daily sperm production (DSP) and number of spermatids were 

higher in HFD+saline group and lower in HFD+T3 group. IL1 dose in testis 

increased in HFD+T3 group, whereas lipid peroxidation was lower in this group 

and higher in HFD+PTU group. Histological analysis showed increase in 

seminiferous epithelium height in HFD+PTU group. Epithelium compartment 

increased in HFD+saline group, whereas stromal compartment decreased in 

HFD+T3 group in epididymal caput, and increased in HFD+PTU group in 

epididymal cauda. In conclusion, hyperthyroid state had greater negative impact 

on testis than epididymis, whether associated with obesity in testis or not. 

 

Keywords: Obesity, Hypothyroidism, Hyperthyroidism, Testis, Epididymis. 
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1 Introduction 

The global prevalence of obesity has doubled, now 11% among men 

and 15% among women. Excessive accumulation of fat increases the likelihood 

of other associated diseases, including male infertility (WHO, 2014). Currently, 

there is a growing supply of high-fat foods combined with physical activities 

(WHO, 2000b). The main cause of obesity is the imbalance between the amount 

of energy ingested versus the amount of energy expended (Nammi et al., 2004), 

insofar as a slight increase in daily food intake or a reduction in energy 

expenditure in the long run leads to an increase in body weight (Vianna and 

Coppari, 2011). 

Thyroid hormones are involved in several biological processes related 

to growth, development and metabolism (Iwasaki et al., 2004). Diseases that 

affect the thyroid gland are among the most prevalent in the world, amounting to 

about 2% of hyperthyroid and 1% of hypothyroid cases. In regions with dietary 

iodine deficiency, the prevalence of thyroid dysregulation may rise by as much 

as 15% (WHO, 2000a). Circulating plasma levels of T3 and T4 regulate hormone 

release in the hypothalamic-pituitary-thyroid axis (Boelaert and Franklyn, 2005), 

and these hormones regulate the action of sex hormones in the hypothalamic-

pituitary-reproductive gonad axis (Drumond, Meistrich and Chiarini-Garcia, 

2011). 

In rodents, exposure to high-fat diets for prolonged periods causes a 

positive energy balance (Takashiba et al., 2011). Several studies with obese male 

rats from a high-fat diet show a reduction in the testosterone-estradiol ratio, 

occurring with reduced testosterone levels (Fernandez et al., 2011; Vigueras-

Villaseñor et al., 2011). In addition, other studies have found reductions in sperm 
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motility and fertilization rates in obese rats and mice, resulting from an increase 

in sperm DNA damage (Bakos et al., 2011). 

Improper thyroid function affects reproductive hormones, such as LH 

(Maia et al., 1995), whereas the effects on growth hormones, such as FSH, and 

testosterone remain controversial (Smith and Walker, 2015). Studies show that 

transient neonatal hypothyroidism induced by propylthiouracil (PTU) causes 

alterations in physiological mechanisms in rats (Chiao et al., 2000) and mice 

(Joyce, Porcelli and Cooke, 1993), such as a decrease in both the adrenocortical 

response to ACTH and the production of corticosterone. Transient neonatal 

hyperthyroidism in rats results in the early cessation of Sertoli cell proliferation, 

leading to a lower population of these cells in the adult animal (Holsberger and 

Cooke, 2005). 

Therefore, given the biological, clinical and social importance of this 

subject, in addition to the absence of studies associating these metabolic 

diseases to the male reproductive system, the aim of the research was to 

evaluate whether obesity in conjunction with hypothyroidism or hyperthyroidism 

causes damage to the testicular and epididymal development of C57BL/6 mice, 

and whether it depends on inflammation and/or oxidative stress. 

 

2 Material and Methods 

2.1 Animals 

Adult male C57BL/6 mice (n=20/group) aged 8 weeks were supplied 

by the animal facility of the University of São Paulo (USP) School of Medicine, 
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and kept under controlled temperature (±23°C) and lighting (12L, 12D 

photoperiod, lights switched off at 6:00 p.m.). All experimental procedures and 

protocols complied with the Ethical Principles of Animal Research, adopted by 

the Brazilian College of Animal Experimentation, and were approved by the 

Ethics Committee on Animal Use of the University of São Paulo (CEUA / USP no. 

106/2014). 

2.2 Experimental design 

The animals were randomly assigned to six groups, and fed either a 

standard diet (SD) or a high-fat diet (HFD) for 12 weeks. Afterwards, both groups 

were treated with saline as a vehicle (SD+saline and HFD+saline groups), or PTU 

(propylthiouracil antithyroid drug – SD+PTU and HFD+PTU groups), or else T3 

(triiodothyronine – SD+T3 and HFD+T3 groups) for over 30 days (Figure 1). Total 

calories of the SD were provided by 70% carbohydrates, 20% proteins and 10% 

fat, whereas those of the HFD were provided by 20% carbohydrates, 20% 

proteins and 60% fat, according to Belchior et al. (2015) (PragSoluções 

Biociências Ltda., Jaú, SP, Brazil). Hyperthyroidism was induced with a daily 

dose of 0.25 µg/g T3 (Losacco et al., 2018), and hypothyroidism, with a daily dose 

of 12.5 mg/Kg PTU (Ben Hamida et al., 2013; Mallela et al., 2014), both 

subcutaneously. After 16 weeks of treatment, the mice were anesthetized with 

isoflurane (Isoran®; BioChimico, Itatiaia, Brazil) and euthanized by decapitation. 

The body, testis, epididymis, vas deferens, prostate and seminal vesicle (full and 

empty) weights were measured. The blood serum was separated into 

testosterone, LH and FSH doses. The testis and epididymis were removed for 

sperm count, inflammatory profile and oxidative stress. The spermatozoa 
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removed from the vas deferens were used for sperm morphology analysis. 

Histological analyses were performed on the testis, including spermatogenic 

kinetics, tubule diameter and germinal epithelium height. The epididymis was 

also used for stereological analysis. Given that the mice used in this study were 

also used in another recently published study, the data confirming the condition 

of hypo- and hyperthyroidism, as well as obesity, can be checked in the article 

authored by Losacco et al. (2018). 

2.3 Testosterone, free T4, LH and FSH concentrations 

Blood serum was collected and used to determine the testosterone, 

free T4,  LH and FSH serum concentrations, as described by Ogo et al. (2017), 

with minor adaptations. The serum concentrations of LH, FSH, free T4 and 

testosterone were determined by radioimmunoassay (RIA), using the 

double-antibody method. Specific kits for LH and FSH were provided by the 

National Hormone and Peptide Program (Harbor-UCLA Medical Center). The 

primary antibody for LH and FSH were anti-rat LH-S10 and FSH-S11, 

respectively. The reference was LH-RP3 and FSH-RP2. The lower limit of assay 

detection was 0.04 ng/mL LH and 0.2 ng/mL FSH. The intra-assay coefficients of 

variance (CVs) for LH and FSH were 3.4% and 3.0%, respectively. Serum 

testosterone concentrations were determined using specific kits provided by MP 

Biomedicals (MP Biomedicals do Brasil, São Paulo, SP, Brazil). The lower limit 

of detection was 0.07 pg/mL testosterone, and the intra-assay CV was 4.0%. All 

the samples were measured in duplicate and included in the same assay to avoid 

inter-assay errors. 
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2.4 Sperm number, daily sperm production (DSP) per testis, and transit time in 

the epididymis caput 

The testis and the epididymis caput were weighed and homogenized, 

as described previously by Punhagui et al. (2016), with minor adaptations. After 

the homogenized material was diluted, a small sample was transferred to a 

Neubauer chamber (4 fields/animal) to count the resistant spermatids (stage 19 

of spermatogenesis) in the testis, and the spermatozoa in the epididymis. In 

calculating the DSP, the concentration of spermatids per testis was divided by 

4.84, which is the number of days in which mature spermatids are present in the 

seminiferous epithelium (Garcia et al., 2011). In calculating sperm transit time 

through the epididymis, the number of sperm in each portion was divided by the 

DSP. 

2.5 Inflammatory profile 

2.5.1 Myeloperoxidase activity 

Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme abundant in the azurophilic 

granules of neutrophils, and is used as a biochemical marker of neutrophil 

infiltration into various tissues. Thus, in the present study, an MPO colorimetric 

assay was used to assess neutrophil migration into the testis and epididymis, as 

described by Siervo et al. (2016). Frozen samples were homogenized and 

centrifuged (1400 rpm, 2min, 4°C). The resulting supernatant was assayed 

spectrophotometrically for MPO activity at 450 nm. Briefly, 5 µL supernatant was 

mixed with 200 µL of 50 mM phosphate buffer (pH 6.0), containing 0.167 mg/mL 

o-dianisidine dihydrochloride and 0.015% hydrogen peroxide (Valério et al., 
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2009). MPO activity is expressed as the number of neutrophils per mg of tissue, 

read off a standard curve constructed over a range of 196-400 000 neutrophils. 

2.5.2 N-Acetyl-b-D-glucosaminidase activity 

N-Acetyl-b-D-glucosaminidase (NAG) activity was determined using a 

colorimetric method adapted by Siervo et al. (2016). Briefly, 20 µL of supernatant 

(testis and epididymis), obtained as described above for determining MPO 

activity, was placed in a 96-well plate, to which 40 µL of 50 mM phosphate buffer 

(pH 6.0) was added. The reaction was initiated by the addition of 2.24 mM 4-

nitrophenyl N-acetyl--D-glucosaminide. The plate was incubated at 37°C for 10 

min, and the reaction was stopped by adding 50 µL of 0.2 M glycine buffer (pH 

10.6). Enzyme activity was determined spectrophotometrically at 400 nm 

(Multiskan GO Microplate Spectrophotometer; Thermo Scientific, Vantaa, 

Finland). NAG activity was expressed as the number of macrophages per mg of 

tissue, read off a standard curve constructed over a range of 196-400 000 

macrophages. 

2.5.3 Cytokine measurement 

Testicle and epididymal samples were homogenized in 350 μL of 

phosphate buffer saline for the testis sample and 300 μL for the epididymis 

sample. The samples were centrifuged (14000 rpm x 15 min x 4°C), and the 

supernatants were used to measure the TNFα, IL1, IL6 and IL-10 levels with an 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using eBioscience kits. The 

results were expressed as picograms (pg) of cytokine per mg of protein 

(Manchope et al., 2016). 
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2.6 Oxidative stress 

2.6.1 Quantification of superoxide anion 

Superoxide anion production was evaluated in tissue homogenates, 

as described by Ogo et al. (2017). Briefly, the homogenates (50 μL) were mixed 

with a nitro blue tetrazolium (NBT) solution (100 μL, 0.1% in ddH2O, 

weight/volume) and incubated in 96-well plates at 37°C for 1 hr. The aqueous 

mixture was removed from the wells carefully, and the formazan precipitate was 

solubilized by adding KOH (120 μL, 2M) and DMSO (120 μL) solutions in each 

well. The absorbance was measured at 600 nm (Multiskan GO Microplate 

Spectrophotometer, Thermo Scientific, Vantaa, Finland). The total protein of each 

sample was used for data normalization, and the results were expressed as NBT 

reduction (OD at 600 nm). 

2.6.2 Lipid peroxidation  

Lipid peroxidation in the testis and epididymis was assessed by 

determining the thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) levels. In brief, 

trichloroacetic acid (10%) was added to the homogenate to precipitate the 

proteins. This mixture was then centrifuged (1000 g, 3 min at 4°C). The protein-

free sample was extracted and thiobarbituric acid (0.67%) was added. The 

mixture was kept in a water bath at 100°C for 15 min. Malondialdehyde (MDA), 

an intermediate product of lipoperoxidation, was determined by calculating the 

difference between absorbances at 535 and 572 nm on a microplate 

spectrophotometer reader (Multiskan GO, Microplate Spectrophotometer, 

Thermo Scientific, Vantaa, Finland), and the results were expressed as TBARS 

(nmol of MDA per mg of tissue) (Staurengo-Ferrari et al., 2017). 
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2.6.3 Antioxidant activity – ABTS assay 

Testicle and epididymal samples were homogenized in 500 μL of 

1.15% potassium chloride (KCl) and centrifuged (15 min x 4000 rpm x 4°C). The 

supernatant (10 μL) was mixed with the ABTS reagent (7.0 mM ABTS solution in 

2.45 mM potassium persulfate) and 40 μL ultrapure water. The absorbance was 

determined at 730 nm in a microplate reader. The Trolox curve (0.01 to 20 nmol) 

was plotted, and the results were presented as nmol Trolox equivalents per mg 

of protein (Martinez et al., 2016). 

2.6.4 Total antioxidant capacity – FRAP assay 

Testicle and epididymal samples were homogenized with 350 μL of 

1.15% KCl and centrifuged (15 min x 4000 rpm x 4°C). The ability of the sample 

to resist oxidative damage was determined using the FRAP assay, by mixing 20 

μL of supernatant with 30 μL of deionized water and 150 μL of freshly prepared 

FRAP reagent. The reaction mixture was incubated at 37°C for 45 min, and the 

absorbance was measured at 595 nm. The results were equated against a Trolox 

standard curve (1.5–30 μmol/L, final concentrations), and expressed as Trolox 

equivalents per mg of protein (Manchope et al., 2016). 

2.6.5 Glutathione (GSH) assay 

Testicle and epididymal samples were collected and maintained at 

80°C. The samples were homogenized with 500 μL of 1.15% KCl. The 

homogenate was mixed with 25 μL of 50% trichloroacetic acid and was 

homogenized three times for 15 min. The mixture was centrifuged (15 min x 4000 

rpm x 4°C). The supernatant was added to 200 μL of 0.4 M TRIS buffer, pH 8.9, 

and 10 μL of 0.01M DTNB. After 5 min, the absorbance was measured at 412 nm 
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against a reagent blank with no supernatant. A standard curve was plotted with 

standard GSH. The results were expressed as GSH nmol per mg of protein 

(Manchope et al., 2016). 

2.7 Sperm morphology 

The contents of the vas deferens were removed by internal rinsing with 

0.3 μL of 10% formal saline. Smears on histological slides were prepared from 

this solution and observed under a photomicroscope (Opton) at 400X 

magnification. One hundred spermatozoa were analyzed per animal. 

Morphological analysis was classified into three general categories: normal 

morphology, head abnormalities (either a head without characteristic curvature 

or an isolated form, i.e., no tail attached) and tail abnormalities (broken, rolled 

into a spiral or isolated, i.e., no head attached). This analysis was performed as 

described by Punhagui et al. (2016), with minor adaptations. 

2.8 Histological process 

The left testis and the epididymis (5/group) were removed and fixed in 

Methacarn (60% Methanol, 30% Chloroform and 10% Glacial Acetic Acid). This 

material was then immersed in a few baths (20 min each) of alcohol (95% and 

absolute), xylene (40 min) and Paraplast®. The last xylene and Paraplast® baths 

were performed in an oven at 65°C, after which the material was sectioned into 

5 µm slices, and stained with hematoxylin and eosin (HE) (Punhagui et al., 2016). 

2.8.1 Histopathological analysis of the testis and epididymis 

The epididymal and testicle tissues were evaluated qualitatively, 

according to the presence of immune cells in the epithelium, lumen and interstitial 
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compartment, and of epithelium vacuolization and inflammatory infiltrate. This 

analysis was performed using an Opton microscope (100X and 400X 

magnification), a light microscope with four objective lenses (4X, 10X, 40X, and 

100x) and an ocular lens (10X). All the abnormalities were photomicrographic. 

2.8.2 Seminiferous tubule diameters and seminiferous epithelium height in 

the testis 

Ten random testicular cross sections in Stage IX of the seminiferous 

epithelium cycle were examined per animal. Seminiferous tubule diameters were 

measured using an optical light microscope – Opton photomicroscope (400X 

magnification), whereas the tubule images were analyzed with BELview software 

(version 6.2.3.0 for Windows). Likewise, the seminiferous epithelium height was 

measured using the same tubules and methodology mentioned earlier. The mean 

of four measures of diameter and height was calculated for each seminiferous 

tubule, and used in the statistical analysis. 

2.8.3 Spermatogenic kinetics in the testis 

One hundred random tubular sections per animal were classified into 

four categories: Stages I–VI, VII–VIII, IX–XI, and XII of the seminiferous 

epithelium cycle, according to Drumond et al. (2011), under a light microscope 

(Opton) at 100X and 400X magnification. 

2.8.4 Stereological analysis of the epididymis 

Ten random epididymal cross sections from the caput and cauda 

regions were obtained per animal and used for stereological analysis. This 

analysis was performed using Weibel’s multipurpose graticulate, with 168 points, 

to compare the relative proportion among the epididymal components 
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(epithelium, stroma, and lumen) in the experimental groups, according to 

Punhagui et al. (2016), with minor adaptations. 

2.9 Statistical analysis 

A completely randomized experimental design was used in a 3x2 

factorial analysis, with 3 levels of hormone (no hormone or with PTU or with T3) 

and 2 levels of obesity (with or without obesity) to compare all the groups. We 

used the R Project for Statistical Computing program to perform the statistical 

analysis of the data, which were converted into logarithmic scale to meet the 

assumptions of the analysis of variance (ANOVA 2-way), when necessary. 

Differences were considered significant when P< 0.05. The normality of the errors 

was considered at P> 0.10, and homogeneity of variances at P> 0.05. 

 

3 Results 

3.1 Body and reproductive organ weight 

The obese (HFD+saline group) and obese hypothyroid (HFD+PTU 

group) mice showed an increase in prostate weight, compared with the other 

groups. Obese hyperthyroid mice (HFD+T3 group) showed a decrease in the full 

seminal vesicle, whereas obese hypothyroid mice (HFD+PTU group) showed an 

increase in the empty seminal vesicle, compared with the other groups. The 

weight of other organs was not statistically significant (Table 1). The body weight 

of the animals is showed in Losacco et al. (2018). 

3.2 LH, FSH, testosterone and free T4 concentrations 
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The LH dose showed that only in the presence of T3 (SD+T3 group) 

did a significant higher concentration of LH occur, compared with the other groups 

(Figure 2A). The testosterone and FSH dose remained unchanged among all the 

groups (Figure 2B and 2C). The free T4 was lower in all the groups exposed to 

PTU (SD+PTU and HFD+PTU groups) or T3 (SD+T3 and HFD+T3 groups), 

regardless of the diet. This difference in free T4 shows that the induction of thyroid 

dysregulation performed in the experiment was the correct procedure and yielded 

successful results in the animals. Both PTU-induced groups were more similar 

between each other than to the two T3-induced groups, and both T3-induced 

groups were more similar between each other than to the two PTU-induced 

groups (Figure 2D). 

3.3 Sperm count 

The DSP and the number of spermatids in the testis were higher in the 

HFD+saline group and lower in the SD+T3 group, compared with the other 

groups. However, the number of spermatozoa and the transit time in the 

epididymis were statistically similar among the groups (Table 2). 

3.4 Inflammatory profile 

Macrophage recruitment (Figures 3A, 3C and 3E) and neutrophil 

recruitment (Figures 3B, 3D and 3F) showed no significant results among all the 

groups. Although statistically insignificant, it is important to note that there was a 

43.50% and 44.10% reduction in neutrophil recruitment in the SD+T3 group in 

the testis and in the epididymal cauda region, respectively, compared with the 

control group. Interestingly, there was also an average reduction of 48.29% in 
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neutrophil recruitment and 42.37% in macrophage recruitment in the epididymal 

caput region, compared with the control. This indicates that there was recruitment 

of resident and non-resident macrophages and neutrophils to the testis and 

epididymis; however, NAG and MPO activity did not induce the release of any 

major enzyme by these cells. 

Proinflammatory cytokine IL1 in the testis (Figure 4C) was greater in 

the group exposed to HFD and hyperthyroidism (HFD+T3 group), compared with 

the other groups. However, this cytokine in the epididymis (Figure 4D) was similar 

among the experimental groups. The other cytokines, like TNF (Figure 4A and 

4B) and IL10 (Figure 4E), were similar among the groups. It is also important to 

note that there was a 53.85% reduction in IL10 levels in the hypothyroid group 

(SD+PTU), compared with the control group (SD+saline) in the epididymis, albeit 

with no statistical significance. 

3.5 Oxidative Stress 

Lipid peroxidation of the hypothyroid group (SD+PTU group) was 

greater in the testis (Figure 5A), and remained unchanged in the epididymis 

(Figure 5B), compared with the other groups. The other oxidant (Figure 5C, 5D, 

5I and 5J) and antioxidant (Figure 5E, 5F, 5G and 5H) parameters remained 

similar among the groups. 

3.6 Sperm morphology and histological analysis of the testis 

Sperm morphology and spermatogenic kinetics in the testis did not 

show any significant results among the experimental groups (Table 3). The 

germinal epithelium height was increased in the obese groups that had been 
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administered both thyroid drugs (HFD+PTU and HFD+T3 groups), whereas the 

seminiferous tubule diameter was statistically similar among the groups (Table 

3). Qualitative histopathological analysis of the testis showed the presence of 

multinucleated cells adhered to the internal border of the germinal epithelium 

(Figure 6A), and cells detached from the germinal epithelium in the lumen of the 

seminiferous tubule (Figure 6) in the SD+PTU, SD+T3, HFD+PTU and HFD+T3 

groups, being predominant in the last two groups. 

3.7 Stereological and histopathological analysis of the epididymis 

The stroma compartment was decreased in the obese hyperthyroid 

group (HFD+T3 group), and the epithelium compartment was increased in the 

hypothyroid group (PTU+saline group), both in the caput epididymal region. 

Moreover, the stroma compartment in the cauda epididymal region was 

increased in the hyperthyroid group (SD+T3 group), compared with the other 

groups. All the other parameters remained similar (Table 4). Qualitative 

histopathological analysis performed in the epididymis showed the presence of 

immune cells (Figure 6C) and cells detached from the epithelium in the lumen of 

the epididymal duct (Figure 6D), in the caput region. It was also possible to 

observe the presence of multinucleated cells adhered to the internal border of the 

epididymal epithelium (Figure 6E), and inflammatory infiltrate in the stromal 

compartment (Figure 6F) of the epididymal cauda region. 

 

4 Discussion 
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In our results, the hyperthyroid state had a hormonal unbalance in the 

hypothalamic-pituitary-gonad axis, with higher LH concentrations associated with 

a lower sperm count in testicle tissue, thus shifting feedback regulation and 

impairing spermatogenesis. In addition, whenever hyperthyroidism was 

associated with obesity, it was possible to observe an increase in 

proinflammatory cytokine IL1 and a decrease in lipid peroxidation in the testis. 

The hypothyroid state caused higher lipid peroxidation, and proportionally 

increased the stromal compartment in the epididymal cauda. Moreover, 

hypothyroidism in conjunction with obesity increased the seminiferous epithelium 

height and body weight, as well as the weight of some organs. Obesity in HFD-

induced conditions caused an increase in both the testis sperm count and the 

body and organ weight. All these treatments impaired the spermatogenic process 

somewhat, whereas the histopathology detected immune cells, and inflammatory 

infiltrate and cells in the lumen of the tubules and epididymal duct. 

Fontenelle et al. (2016) says that thyroid gland dysfunction in humans, 

such as hypothyroidism or hyperthyroidism, results in changes in body weight, 

because of the participation of thyroid hormones in the control of thermogenesis 

and appetite. The increase in body weight found in both the obese and the obese 

with hypothyroid groups shows that obesity associated with hypothyroidism is 

more harmful to the body. This becomes more evident when observing the 

parameters of prostate and seminal vesicle empty weight, as previously reported 

(Fernandez et al., 2011; Fernandes et al., 2012; Liu et al., 2014). 

Androgens are an integral part of spermatogenesis, and are required 

for testosterone production by Leydig cells in early puberty; thus, they mark the 

beginning of spermatogenesis. Thyroid hormones also play a role in 
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spermatogenesis, involving Sertoli cell proliferation and development (Sharma 

and Agarwal, 2013). Aware of the importance of these hormones in the formation 

of normal spermatozoa, several authors have evaluated the hormone levels of 

HFD-induced 5-week-old Sprague-Dawley rats (Liu et al., 2014), 5-week-old 

(Fernandez et al., 2011) or 8-week-old (Alhashem et al., 2014) Wistar rats, and 

3-week-old C57/BL6 mice (Fan et al., 2015). These authors observed different 

testosterone, and LH and FSH concentrations when comparing obese with non-

obese animals. Hyperthyroid Sprague-Dawley adult male rats had lower LH and 

FSH levels, but an unchanged testosterone level (Schneider et al., 1979), even 

though hypothyroid rats may also have lower LH and FSH levels (Bruni, Dibbet 

and Meites, 1975). Interestingly, the testosterone level differs in both states, 

being higher in hyperthyroidism (Korejo et al., 2016) and mostly remaining 

unchanged in hypothyroidism (Bruni, Dibbet and Meites, 1975). Thus, the 

literature shows controversial results among different authors, who report 

reduced LH levels (Fan et al., 2015) and FSH levels (Liu et al., 2014) associated 

with changes in testosterone levels, or the reduction in these hormones (Bruni, 

Dibbet and Meites, 1975; Alhashem et al., 2014; Korejo et al., 2016), or else no 

alteration in any of these hormones (Fernandez et al., 2011). The methods to 

induce thyroid disorders using PTU and T3, and the HFD composition with 60% 

fat, demonstrate that the amount of fat composition of the diet causes a hormonal 

release pattern which, unlike that reported in the literature, shows increased LH 

only in animals with hyperthyroidism treated with a standard diet. According to 

Buzzard et al. (2000), growth sperm production can be attributed to different 

causes, such as higher doses of gonadotropins and higher concentrations of both 

LH and FSH, which are important for spermatogenesis and germ cell survival. 
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Contrasting with our results, obese HFD-induced C57BL/6 mice 

showed no alteration in epididymis sperm concentration, and presented a higher 

ratio of abnormal sperm morphology; furthermore, some authors have also 

shown epithelial discontinuity in the testis, especially in Sertoli cells (Buzzard et 

al., 2000; Fan et al., 2015). Other studies using HFD-induced obesity showed 

controversial results: on one hand, lower DSP and number of testicular 

spermatids and epididymal sperm, without yielding any significant results in the 

epididymal stereological analysis in obese rats (Fernandes et al., 2012), and, on 

the other hand, the presence of germ cells in testicular lumen without any 

difference in testicular morphometry, and with a lower number of testicular 

spermatids (Vendramini et al., 2014). We observed greater damage in the 

epididymal tissue and the testicular function in our obese mice, evidenced by the 

presence of germinal epithelial cells in the lumen and immune cells in the stroma. 

Both of these cells may have promoted alterations in the testicular sperm count 

and in the epithelial proportions of the epididymis.  

Studies by Buzzard et al. (2000) using male Sprague-Dawley rats 

showed the presence of thyroid hormone receptors on germ cells and 

proliferating Sertoli cell, thus indicating the role of thyroid hormones. Moreover, 

the thyroid hormone receptors were identified in different stages of developing rat 

germ cells: gonocytes, spermatogonia, and round and elongate spermatids 

(Buzzard et al., 2000). Several clinical and experimental studies showed that 

thyroid dysregulation, such as hypothyroidism or hyperthyroidism, causes 

changes in sperm production, including hormonal dysregulation, which affects 

sperm quality, as well as sperm count (Kumar, Shekhar and Dhole, 2014). These 

studies suggest that our results in hyperthyroid animals indicated greater 
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activation of the germinal epithelium cells due to increased LH level and 

circulating T3 hormone, but one which was not enough to increase sperm 

production, and which actually caused a decrease in sperm count. 

The epididymis is an important organ responsible for spermatozoon 

maturation and motility, and remains under the direct and indirect pathological 

influence of the testis. Korejo et al. (2016) experimented on 6-week-old 

hyperthyroid-induced mice and reported an increase in the lumen diameter of the 

epididymal histological compartments in the caput and cauda regions, and also 

observed a few germ cells resulting from the compaction of the epithelial cells. 

The epididymal tissue remodeling process can also be observed in our results for 

T3-induced obese animals, with changes in both the caput and cauda regions, 

but the remodeling was not sufficient to alter the sperm count or transit time in 

this organ. 

Obesity was also related to chronic systemic inflammation 

characterized by the abnormal production of cytokines—increased mediators of 

the acute phase of inflammation—and by activation of proinflammatory pathways 

(Rotter, Nagaev and Smith, 2003; Hotamisligil, 2006). Thyroid hormones affect 

the recruitment of several immune cells, such as macrophages, and the release 

of several proinflammatory cytokines, such as TNFα, IL1 and IL6. In 

hyperthyroidism, there is a decrease in the proinflammatory activity of monocytes 

and macrophages, whereas the inverse effect occurs in hypothyroidism (De Vito 

et al., 2011). However, the opposite effect occurred respectively in the present 

study, showing that the resident testicular immune cells increased the release of 

IL1 (Stéphan, Syed and Jégou, 1997) in the case of obesity associated with 

hyperthyroidism, a state known for rapid loss of body fat. 



61 
 

 

An experimental study with HFD-induced mice showed lower levels of 

IL-1 and macrophages in testis tissue (Zhang et al., 2017), whereas Zhao et al. 

(2017) showed higher levels of IL-10 and TNF-. These studies show us that 

obesity influences testicular macrophages, and contributes to deregulating the 

production of inflammatory cytokines. In addition, the macrophages in adipose 

tissue are highly adaptive to lipid-rich environments, wherein their adiposity is 

increased by activation of the lysosomal lipid metabolism, even before their own 

activation and that of the inflammatory profile (Xu et al., 2013). Although, there 

are periods in which weight can be gained or lost, the adipose tissue dynamically 

changes the cellular composition, such as cell type and cell immunity (Mancini et 

al., 2016), leading us to believe that fat loss can cause severe disruption of the 

cytokine release pattern, if it occurs at an accelerated rate. 

Neutrophils are usually stimulated by oxidative stress (Videla et al., 

1993; Fernández and Videla, 1995) and by macrophage phagocytosis (Forner, 

Barriga and Ortega, 1996; Ortega et al., 1996), both of which are also affected 

by thyroid hormones. In general, authors note that the proinflammatory effect of 

thyroid hormone administration generates a shift in macrophage polarization to 

the M1 subtype (Perrotta et al., 2014). Accordingly, oxidative stress has been 

found to be associated with both of the thyroid dysregulation states in humans 

(Resch et al., 2002). Thyroid hormones can themselves act as oxidants and 

cause DNA damage in human sperm (Dobrzynska, Baumgartner and Anderson, 

2004); however, the pathways for this to occur involve many transcription factors. 

These hormones influence the lipid composition of rat tissue, and consequent 

susceptibility to oxidative stress (Mancini et al., 2016). Research by Choudhury 

et al. (2003) on hypo- and hyperthyroid rats showed no significant change in the 
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lipid peroxidation level in the testis, or in the antioxidant levels, in either the hypo-

or the hyperthyroid groups. They concluded that thyroid hormones regulate 

testicular antioxidant defense, and that any alteration in oxidative stress levels 

may affect the physiology of the testis. Thus, knowing that obesity upsets the 

oxidant balance, Vigueras-Villaseñor et al. (2011) showed that the lipid 

peroxidation of the epididymis increases when using obese HFD-induced rats. 

Our oxidative stress results showed that hypothyroidism caused greater testicular 

lipid peroxidation, whereas obesity in conjunction with hyperthyroidism did not 

prove to be aggressive to the testis, but was protective to the epididymal tissue. 

 

5 Conclusion 

In conclusion, the association of obesity with thyroid dysregulation was 

found to be more detrimental to the male reproductive organs than the 

association of non-obesity to hyper- or hypothyroidism. In addition, the 

inflammation profile and oxidative stress did not influence the morphophysiology 

of testicular or epididymal tissue. It is interesting to note that the testicles and 

epididymis are affected differently, thus showing that each organ is subject to 

specific alterations. 
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Figure legends:  

Figure 1. Experimental design of this study 

wks = weeks; PND = post-natal days; LFD = low-fat diet; HFD = high-fat diet; 

PTU = propylthiouracil 

Figure 2. Luteinizing hormone (LH; A), follicle stimulating hormone (FSH; B), 

testosterone (C) and free T4 (D) concentrations. 

Data are expressed as mean ± SEM; ANOVA 2-way test with Tukey post hoc 

test. a,b,c,d indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05). 

Figure 3. Number of macrophages (A, C, E) determined by NAG activity, and 

number of neutrophils (B, D, F) determined by MPO activity in the testis (A, B), 

caput-corpus (C, D) and cauda (E, F) epididymis regions. 

Data are expressed as mean ± SEM; ANOVA 2-way test with Tukey post hoc test 

(p>0.05). 

Figure 4. Concentration of TNF (A, B), IL1 (C, D) and IL10 (E) in the testis (A, 

C) and the epididymis (B, D, E). 

Data are expressed as mean ± SEM; ANOVA 2-way test with Tukey post hoc 

test. a,b,c indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05). 

Figure 5. Oxidative stress with lipid peroxidation (A, B), glutathione (GSH) assay 

(C, D), total antioxidant capacity (E, F), antioxidant activity (G, H) and superoxide 

anion (I, J) in the testis (A, C, E, G and I), and in the epididymis (B, D, F, H and 

J). 

Data are expressed as mean ± SEM; Kruskal-Wallis test with Dunn post hoc test 

(A, D, E and I). ANOVA 2-way test with Tukey post hoc test (B, C, F, G, H and J). 

a,b indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05). 

Figure 6. Qualitative histopathological analysis of the testis (A, B), and in the 

epididymis caput (C, D) and cauda (E, F) regions. 

(A) Presence of multinucleated cells (→) adhered to the internal border in the 

germinal epithelium of the seminiferous tubule in the HFD+T3 group; (B) 

presence of cells detached from the germinal epithelium (*) in the lumen of the 
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seminiferous tubule in the HFD+PTU group; (C) presence of immune cells (→) in 

the lumen of the caput region in the HFD+T3 group; (D) presence of cells 

detached from the epithelium (*) in the lumen of the epididymal duct in the caput 

region in the HFD+T3 group; (E) presence of multinucleated cells (→) in the 

cauda region in the LFD+PTU group; (F) presence of inflammatory infiltrate in the 

stromal compartment of the cauda region in the LFP+PTU group. L = lumen; Ep 

= epithelium; St = stroma; V = blood vas.
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Table 1. Body and reproductive organ weight 

 
SD  HFD 

Saline PTU T3  Saline PTU T3 

Testis (mg) 86.10 ± 1.10 87.40 ± 0.80 85.30 ± 0.70  88.10 ± 2.40 88.60 ± 0.70 82.60 ± 0.80 

Epididymis (mg) 36.60 ± 0.70 36.00 ± 0.50 33.90 ± 0.20  35.40 ± 0.40 35.70 ± 0.40 32.80 ± 0.70 

Vas deferens (mg) 11.60 ± 0.40 11.70 ± 0.30 10.30 ± 0.50  13.10 ± 0.40 12.20 ± 0.40 9.10 ± 0.30 

Prostate (mg) 31.00 ± 0.80 23.50 ± 0.70 28.70 ± 1.50  41.70 ± 1.50* 43.70 ± 1.70* 19.70 ± 0.90 

Full Seminal Vesicle 

(mg) 
318.60 ± 3.60 346.80 ± 4.60 304.00 ± 6.20 

 
334.6 ± 6.90 342.00 ± 5.40 226.00 ± 7.40* 

Empty Seminal 

Vesicle (mg) 
149.50 ± 2.80 167.00 ± 3.30 153.40 ± 2.70 

 
168.10 ± 3.80 181.90 ± 1.90* 120.70 ± 3.50 

Values expressed as mean ± SEM 

ANOVA 2-way with Tukey-Kramer post hoc test 

* Indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05) 
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Table 2. Sperm count in the testis and epididymis 

 
SD  HFD 

Saline PTU T3  Saline PTU T3 

Number of spermatids 

(x106) 
9.29 ± 0.07 9.37 ± 0.11 7.91 ± 0.15* 

 
10.87 ± 0.14* 9.44 ± 0.19 9.85 ± 0.14 

DSP (x106) 1.92 ± 0.01 1.93 ± 0.02 1.63 ± 0.03*  2.24 ± 0.03* 1.95 ± 0.04 2.03 ± 0.03 

Number of spermatozoa 

(x106) 
9.82 ± 0.26 11.16 ± 0.30 8.86 ± 0.25 

 
9.56 ± 0.22 8.68 ± 0.16 9.89 ± 0.26 

Sperm transit time through 

caput (days) 
5.12 ± 0.13 5.75 ± 0.12 5.58 ± 0.23 

 
4.26 ± 0.09 4.54 ± 0.13 4.86 ± 0.11 

Values expressed as mean ± SEM 

ANOVA 2-way with Tukey-Kramer post hoc test 

* Indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05) 

Legend: DSP = daily sperm production 
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Table 3. Sperm morphology and histological testicular analysis 

 
SD  HFD 

Saline PTU T3  Saline PTU T3 

Normal spermatozoa (%) 62.68 ± 1.14 56.93 ± 1.96 53.37 ± 0.40  55.25 ± 1.09 57.50 ± 1.26 55.12 ± 0.94 

Abnormal head (%) 16.56 ± 0.78 18.87 ± 0.79 21.06 ± 0.62  15.87 ± 0.61 15.50 ± 0.69 15.06 ± 0.72 

Abnormal tail (%) 20.75 ± 0.95 24.18 ± 1.83 27.00 ± 1.11  28.87 ± 1.01 25.56 ± 0.88 29.81 ± 0.74 
        

Stage I-VI (%) 38.80 ± 0.77 37.40 ± 0.72 41.00 ± 0.93  39.40 ± 0.37 40.20 ± 0.89 44.00 ± 0.89 

Stage VII-VIII (%) 35.40 ± 1.06 34.40 ± 0.60 33.00 ± 0.70  38.20 ± 0.71 34.80 ± 0.67 31.80 ± 0.66 

Stage IX-XI (%) 23.20 ± 0.58 24.20 ± 0.97 24.00 ± 0.92  16.80 ± 0.67 20.80 ± 0.61 19.60 ± 0.70 

Stage XII (%) 2.60 ± 0.33 4.00 ± 0.46 2.00 ± 0.22  5.60 ± 0.37 4.20 ± 0.70 4.60 ± 0.10 
        

Seminiferous diameter 
(µm) 

182.87 ± 0.89 178.10 ± 1.24 180.21 ± 1.59 
 

183.06 ± 1.11 194.75 ± 1.52 192.21 ± 1.28 

Epithelium height (µm) 56.21 ± 0.41 53.31 ± 0.37 55.12 ± 0.47  58.54 ± 0.48 61.72 ± 0.70* 61.52 ± 0.62* 

Values expressed as mean ± SEM 

ANOVA 2-way with Tukey-Kramer post hoc test 

* Indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05) 
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Table 4. Stereological analysis 

 
SD  HFD 

Saline PTU T3  Saline PTU T3 

Caput 

Stroma 25.0 (20.8-33.3) 22.6 (19.0-26.6) 25.6 (19.6-31.5)  25.2 (21.7-29.1) 22.6 (19.0-26.1) 20.8 (17.7-26.1)* 

Epithelium 50.0 (45.1-56.5) 56.5 (52.9-59.9)* 54.1 (44.9-59.5)  53.8 (48.0-59.0) 50.5 (44.1-59.9) 53.2 (46.5-61.4) 

Lumen 23.5 (18.3-28.2) 19.3 (16.2-24.8) 17.5 (14.2-27.9)  19.6 (16.0-26.3) 23.5 (17.4-29.4) 23.8 (17.2-31.2) 

Cauda 

Stroma 23.2 (19.6-26.3) 23.2 (19.9-30.3) 29.7 (22.7-33.0)*  27.9 (20.5-32.7) 22.6 (20.5-28.1) 23.5 (19.0-31.1) 

Epithelium 22.3 (19.5-24.4) 21.4 (18.3-25.9) 19.9 (17.4-23.6)  21.4 (18.1-30.9) 21.1 (19.4-26.3) 26.1 (20.3-32.5) 

Lumen 54.7 (48.8-58.4) 53.2 (47.4-59.2) 50.5 (43.6-56.3)  49.4 (32.7-58.3) 52.9 (47.4-56.8) 49.4 (39.4-59.0) 

Values expressed as median (Q1-Q3) 

ANOVA 2-way with Tukey-Kramer post hoc test 

* Indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05) 
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Figure 1. Experimental design of this study 

wks = weeks; PND = post-natal days; LFD = low-fat diet; HFD = high-fat diet; 

PTU = propylthiouracil 
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Figure 2. Luteinizing hormone (LH; A), follicle stimulating hormone (FSH; B), testosterone (C) and free T4 (D) concentrations. 

Data are expressed as mean ± SEM; ANOVA 2-way test with Tukey post hoc test. a,b,c,d indicate groups that differ statistically from 

the other groups (p<0.05). 
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Figure 3. Number of macrophages (A, C, E) determined by NAG activity, and 

number of neutrophils (B, D, F) determined by MPO activity in the testis (A, B), 

caput-corpus (C, D) and cauda (E, F) epididymis regions. 

Data are expressed as mean ± SEM; ANOVA 2-way test with Tukey post hoc test 

(p>0.05). 
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Figure 4. Concentration of TNF (A, B), IL1 (C, D) and IL10 (E) in the testis (A, 

C) and the epididymis (B, D, E). 

Data are expressed as mean ± SEM; ANOVA 2-way test with Tukey post hoc 

test. a,b,c indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05). 
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Figure 5. Oxidative stress with lipid peroxidation (A, B), glutathione (GSH) assay 

(C, D), total antioxidant capacity (E, F), antioxidant activity (G, H) and superoxide 

anion (I, J) in the testis (A, C, E, G and I), and in the epididymis (B, D, F, H and 

J). 

Data are expressed as mean ± SEM; Kruskal-Wallis test with Dunn post hoc test 

(A, D, E and I). ANOVA 2-way test with Tukey post hoc test (B, C, F, G, H and J). 

a,b indicate groups that differ statistically from the other groups (p<0.05). 
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Figure 6. Qualitative histopathological analysis of the testis (A, B), and in the 

epididymis caput (C, D) and cauda (E, F) regions. 

(A) Presence of multinucleated cells (→) adhered to the internal border in the 

germinal epithelium of the seminiferous tubule in the HFD+T3 group; (B) 

presence of cells detached from the germinal epithelium (*) in the lumen of the 

seminiferous tubule in the HFD+PTU group; (C) presence of immune cells (→) in 

the lumen of the caput region in the HFD+T3 group; (D) presence of cells 

detached from the epithelium (*) in the lumen of the epididymal duct in the caput 
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region in the HFD+T3 group; (E) presence of multinucleated cells (→) in the 

cauda region in the LFD+PTU group; (F) presence of inflammatory infiltrate in the 

stromal compartment of the cauda region in the LFP+PTU group. L = lumen; Ep 

= epithelium; St = stroma; V = blood vas. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nas condições experimentais do presente trabalho, concluímos que a 

obesidade associada ou não com o hipo ou hipertireoidismo, teve impacto 

negativo sobre a produção espermática e a estrutura do epitélio epididimário. 

Além disso, a condição de hipertireoidismo isolada mostrou causar um 

desbalanço no feedback regulatório entre os hormônios reprodutivos 

prejudicando a produção espermática adequada no testículo e o correto 

funcionamento da espermatogênese. Isto posto, a junção da obesidade com o 

hipertireoidismo mostrou maior prejuízo ao processo espermático com variações 

no perfil inflamatório, e o hipotireoidismo isolado, por sua vez, induziu maior 

peroxidação lipídica no tecido testicular. Este estudo mostra haver uma relação 

entre essas doenças. 
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