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RESUMO
Renck AC. Avaliacdo do impacto da reducgédo significativa de peso pela dieta
cetogénica de muito baixa caloria nos parametros metabdlicos, inflamatérios,
hormonais e seminais de homens obesos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2022.

A prevaléncia de obesidade no mundo tem aumentado significativamente nos ultimos
anos. Além do impacto negativo da obesidade na saude e qualidade de vida, a
reducao do potencial de fertilidade vem sendo demonstrada em diversos estudos. A
perda rapida e significativa de peso determinada pela cirurgia bariatrica € a que exerce
maior impacto na reversdo do hipogonadismo masculino associado a obesidade,
segundo dados da literatura do momento. A despeito deste bom resultado, o efeito
dessa terapia na qualidade do sémen ainda € controverso. Como alternativa, a dieta
de muito baixa caloria (VLCKD) cetogénica tem sido utilizada com boa tolerabilidade
e seguranca com melhora da composicao corporal e dos parametros metabdlicos.
Com base nisso, propusemos avaliar o impacto da VLCKD no perfil metabdlico,
hormonal, inflamatério e reprodutivo de 16 homens obesos em idade fértil com
alteracdo de pelo menos um dos parametros de analise seminal convencional.
Amostras de sangue, e também realizacao da avaliagado clinica/antropométrica, foram
coletadas nos tempos basal (T0), 30 dias (T1), 60 dias (T2), 90 dias (T3) e 180 dias
(T4) apods intervencao dietética. As amostras de sémen foram coletas nos tempos T0,
T2 e T4. Amostras de soro foram separadas nestes trés momentos para avaliacao das
citocinas inflamatérias. A perda de peso foi significativa em todos os pacientes ja ao
final do primeiro més da dieta, o que levou a rapida melhora dos parametros clinicos
e metabdlicos: diminuicao do IMC, circunferéncia abdominal e da gordura corporal e
visceral (P<0.0001), reducéo dos niveis de insulina, triglicérides, HbA1C, LDL, HOMA-
IR (P<0.0001) e das enzimas hepéaticas AST, ALT e GGT; (P<0.01). Foi observada
ainda aumento nos niveis da testosterona total (P<0.0001), da testosterona livre
(P=0.002) e do SHBG (P=0.001). Os niveis de testosterona total e livre, ambos
apresentaram correlacdo negativa com o peso (rho=-0.44;P=0.005 e rho=-
0.39;P=0.01, respectivamente), o IMC (rho=-0.32;P=0.048 e rho=-0.33;P=0.04,
respectivamente) e a area de gordura visceral (rho=-0.34;P=0.03 e rho=-0.36;P=0.03,
respectivamente). O SHBG apresentou correlagdo negativa apenas com o peso (rho=-
0.43;P=0.008). Em relacéao as citocinas inflamatdérias (Interferon, IL1, IL6, IL10 e TNF-



a) nao houve alteragao em seus valores soroloégicos. Quanto as analises seminais,
apesar da melhora nos indices de POPE e Eosina, que medem respectivamente a
integridade do acrossomo e da membrana espermaticos, essa diferenga nao foi
significativa em termos estatisticos. Os valores de DABI-IV e o indice TBARS, que
avaliam a atividade mitocondrial e o indice de peroxidacao lipidica respectivamente,
também nado sofreram alteracdo. O unico parametro que apresentou melhora
significativa dentre as variaveis seminais foi a motilidade espermatica (P=0.03), que
se correlacionou positivamente com classe DABI (rho=0.5/ P=0.01) que caracteriza
células com 100% de atividade mitocondrial. Em conclusdo, a perda de pesa
associada a dieta VLCK foi associada a melhora de, virtualmente, todas as variaveis
metabdlicas e hormonais avaliadas. Apesar de nado ser evidenciada a melhora
parametros nos espermaticos, ndo houve queda desses parametros o que ja é
bastante benéfico para pacientes em idade reprodutiva.

Palavras-chave: Obesidade. Inflamag¢do. Sindrome metabdlica. Hipogonadismo.
Testosterona. Analise do sémen. Dieta cetogénica



ABSTRACT
Renck AC. Impact of significant weight loss by very low ketogenic diet on metabolic,
inflammatory, hormonal and seminal parameters of obese men [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

The prevalence of obesity in the world has increased significantly in recent years. In
addition to the negative impact of obesity on health and quality of life, a reduction in
fertility potential has been demonstrated. Several studies show that rapid and
significant weight loss determined by bariatric surgery has a greater impact on the
reversal of male hypogonadism associated with obesity. Despite this result, the effect
of this therapy on semen quality is still controversial. As an alternative, the ketogenic
very low-calorie diet (VLCKD) has been used with good tolerability and safety with
improvement in body composition and metabolic parameters. Based on this, we
proposed to evaluate the impact of VLCKD on the metabolic, hormonal, inflammatory,
and reproductive profile of 16 obese men of childbearing age with the alteration of at
least one of the parameters of conventional seminal analysis. Blood samples, as well
as clinical/anthropometric evaluation, were collected at baseline (T0), 30 days (T1), 60
days (T2), 90 days (T3), and 180 days (T4) after dietary intervention. The semen
samples were collected at times TO, T2, and T4; serum samples were also separated
for the evaluation of inflammatory cytokines. Weight loss was significant in all patients
at the end of the diet's first month, which led to a rapid improvement in clinical and
metabolic parameters: decrease in BMI, abdominal circumference, and body and
visceral fat (P<0.0001), reduced levels of insulin, triglycerides, HbA1C, LDL, HOMA-
IR (P<0.0001) and liver enzymes AST, ALT and GGT; (P<0.01). There was also an
increase in levels of total testosterone (P<0.0001), free testosterone (P=0.002), and
SHBG (P=0.001). Both total and free testosterone levels showed a negative correlation
with weight (rho=-0.44;P=0.005 and rho=-0.39;P=0.01, respectively), BMI (rho=-
0.32;P=0.048 and rho= -0.33;P=0.04, respectively) and visceral fat area (rho=-
0.34;P=0.03 and rho=-0.36;P=0.03, respectively). SHBG was negatively correlated
only with weight (rho=-0.43;P=0.008). There was no change in serological
measurement of inflammatory cytokines (Interferon, IL1, IL6, IL10 and TNF-a). Despite
the improvement in the POPE and Eosin parameters, which quantify the integrity of
the spermatic acrosome and membrane respectively, this difference was not
statistically significant. DABI-IV classes and the TBARS index, which evaluate the



mitochondrial activity and the lipid peroxidation index, respectively, also did not
change. The only parameter that showed significant improvement among the seminal
variables was sperm motility (P=0.03), which correlated positively with the DABI class
(rho=0.5/P=0.01), which characterizes cells with full mitochondrial activity. In
conclusion, weight loss associated with the VLCK diet was associated with
improvement in virtually all metabolic and hormonal variables evaluated. Although the
improvement in sperm parameters was not evidenced, there was no decrease in these

parameters, which is already quite beneficial for patients of reproductive age.

Keywords: Obesity. Inflammation. Metabolic syndrome. Hypogonadism. Testosterone.

Semen analysis. Diet ketogenic.
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A prevaléncia de obesidade no mundo tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, sendo reconhecida como um dos principais problemas de saude publica
da atualidade estimando-se que mais de 603 milhdes de adultos e 107 milhdes de
criancas sejam obesas '. Esse aumento pronunciado da prevaléncia pode ser
explicado em parte pelas mudangas no padrao alimentar, consumo excessivo de
calorias e sedentarismo. Contudo, sabe-se que a fisiopatologia da obesidade €&
complexa, envolvendo interagbes entre fatores genéticos, biolégicos, ambientais e
socioculturais. Mais recentemente, a composi¢cao da microbiota intestinal foi implicada
a etiopatogenia da obesidade 2. A obesidade é causa de diversas complicagdes
metabdlicas, como resisténcia a insulina, diabetes, hipertensao arterial, dislipidemia,
doencas cardiovasculares, aumento do risco de canceres e aumento da mortalidade
por todas as causas®. Além desses efeitos deletérios, a obesidade também afeta a
saude sexual e reprodutiva dos individuos, podendo impactar negativamente na saude
da prole* 5. Curiosamente, em paralelo ao crescimento pandémico da obesidade,
observam-se o aumento de prevaléncia de infertilidade de casais em idade reprodutiva
e um declinio drastico, superior a 50%, na contagem de espermatozoides nos ultimos
50 anos .

1.1 Obesidade: definicao e mecanismos fisiopatolégicos

A obesidade é definida por um excesso de gordura corporal. Na pratica clinica,
tem sido comumente avaliada pela expressédo do peso corporal em fungédo da altura,
sendo o indice mais utilizado o indice de massa corporal (IMC) calculado como peso
em quilogramas dividido pela altura em metros ao quadrado. Individuos com peso e
porcentagem de gordura semelhantes, apresentam diferentes agdes metabdlicas,
dependendo de como a gordura esta distribuida. A gordura intra-abdominal
(obesidade visceral) € especialmente associada a alteragdes fisiopatolégicas que
predispde as complicagbes metabdlicas da obesidade, independente do IMC”: 8. A

circunferéncia abdominal é um importante indicador antropométrico de gordura

visceral e melhor preditor de sindrome metabdlica do que o IMC.
1.2 Tecido adiposo: classificacao, distribuicao e funcao

O tecido adiposo (TA) € um tipo especial de tecido conjuntivo que se caracteriza
pela presenca de células especializadas em armazenamento de energia e
termorregulacao, com grande capacidade de plasticidade. Composto por diferentes
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tipos celulares, com morfologia, distribuicao, expressao génica e funcao distintas, sdo
conhecidos principalmente como tecido adiposo branco (TAB) comum ou unilocular e
tecido adiposo marrom (TAM) rico em mitocdndrias, capilares, neurénios simpaticos e
uma Unica proteina desacopladora “Uncoupling Protein 1” (UCP1) °. O TAM se localiza
predominantemente em depdsitos tireoidianos, supraclaviculares, mediastinais e
paratoracicos, e sua presencga difere substancialmente entre individuos, sendo mais
abundante na infancia e reduzindo com o avango da idade e o aumento do peso
corporal. O TAB se distribui perifericamente na regido subcutanea ou internamente,
como gordura visceral. Além de sua funcéo de reserva de energia, atua como isolante

térmico e acolchoamento para os érgaos internos.

O TA é um 6rgao endocrino metabolicamente ativo, responsavel pela regulacao
do gasto energético e do apetite, juntamente com funcdes reprodutivas e enddcrinas,
inflamag&o, imunidade. Estas células produzem e secretam varias moléculas
metabolicamente ativas que desempenham importante papel no balango energético,
através de seus multiplos efeitos nos centros de fome e saciedade a nivel de
hipotdlamo, tronco cerebral e coértex. Entre elas, destacam-se a leptina e a
adiponectina, expressas seletivamente pelo tecido adiposo e com acdo hormonal bem
estabelecida em 6rgéos alvos. A leptina € expressa predominantemente no TAB
subcutdneo e em condigdes fisioldgicas, seus niveis séricos se correlacionam
positivamente com a quantidade de tecido adiposo. Tem papel importante na
homeostase energética e sobre o eixo hormonal gonadotrofico, conectando o ‘status’
nutricional aos sistemas imunolégico e reprodutivo '°. A adiponectina, um horménio
especifico do adipdcito tem seus niveis séricos regulados negativamente pelo excesso
de tecido adiposo. Tem atividade anti-inflamatéria sistémica e de sensibilizagdo a
insulina, promovendo diminuicdo da gliconeogénese hepatica e aumento da oxidagéao
de 4acidos graxos no figado e musculo esquelético .

O fator de crescimento de fibroblastos 21 é um regulador metabdlico secretado
predominantemente pelo figado, também €& secretado pelo TAM apds estimulagéo
adequada (exposicao ao frio ou estimulo adrenérgico). Mediado por pelo receptor alfa
ativado por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PGC-1a), eleva a expressao e
a atividade da UCP1. Além do seu importante papel como mediador da producao de
calor, o TAM também € reconhecido como o principal regulador da integridade, fungcéo

e biogénese mitocondrial, assim como outros importantes eventos celulares
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relacionados a defesa antioxidante. Este tecido participa de praticamente todos os
aspectos das fungdes mitocondriais incluindo a selegcdo do combustivel energético,
transcricdo de genes nucleares, importacdo de proteinas mitocondriais nucleo-
codifidicadas (NEMP) e replicagcdo do DNA mitocondrial (mtDNA)'2. O PGC-1a parece
regular a expressdo de proteinas antioxidantes enddgenos, como a Superdxido
Dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx). Ao induzir enzimas antioxidantes
e inibir o fator nuclear kappa 3 (NFkB), o PGC-1a reduz a produgdo mitocondrial de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a inflamacdo, que sdo os principais
reguladores negativos da homeostase mitocondrial’s. PGC-1a interage com diversos
fatores de transcricdo nuclear, incluindo a familia de receptores ativados por
proliferador de peroxissoma, fator nuclear respiratério -1 e -2, e receptores
relacionados ao estrogénio (ERR)-a, assim como fator potenciador de midcitos-2,

proteina “forkhead box” 1, proteina de ligagdo ao elemento regulador de esterol 1. 4

Entre as diversas fungcbes do tecido adiposo, vale ressaltar sua funcao
toxicolégica e protetora’. O armazenamento de substancias lipofilicas como os
poluentes organicos persistentes (POPs) e outros xenobidticos no tecido adiposo
reduz a disponibilidade destas substancias para outras células e tecidos, limitando
sua toxicidade sistémica 6. POPs sdo uma classe de xenobidticos quimicos
biologicamente persistentes, resistentes ao metabolismo, que sdo bioacumulados e
magnificados na cadeia alimentar. Gorduras de origem animal, incluindo carnes,
peixes e lacteos, sdo importantes vetores de diversas classes de POPs, incluindo
dioxinas e bisfenilos policlorados.

1.3 Disfuncao do tecido adiposo e inflamacao

Como ja mencionado, o TA se comporta de forma distinta em suas acoes
enddcrinas, metabdlicas e de sinalizacao celular a depender da regiao corporal em
gue se encontra depositado, como subcutanea, visceral, intramuscular. Portanto, a
distribuicdo de gordura e o tamanho do adipdcito sdo determinantes da secrecao de

adipocinas e citocinas inflamatorias 7 18 19,

Com papel fundamental de balan¢o energético, o TAB absorve os &cidos
graxos circulantes no periodo pés prandial e os armazena em forma de triglicérides
em uma grande gota lipidica intracelular, para posteriormente através da lipdlise,
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libera-los na circulacao para serem utilizados por outros tecidos como fonte de energia
durante o jejum ou em outros periodos catabolicos. Quando o aporte calérico €
excessivo, o TAB se expande em tamanho (hipertrofia) e em nimero de adipd6citos
(hiperplasia). Cronicamente, o acumulo excessivo de gordura se torna patolégico e é
acompanhado por mudancas celulares que levam a inflamacéo, hipoxia e fibrose do

adipdcito (Figura 1.1).

Figura 1.1 — Representagdo esquematica simplificada dos fatores e processos envolvidos na
disfungdo do tecido adiposo. Sob estimulo de ingesta caldrica excessiva,
fatores genéticos, ambientais e comportamentais sdo determinantes para a
hipertrofia ou hiperplasia do TA, bem como o padrdo de deposigao de gordura
(subcutédnea versus ectépica). A expansao patoldégica de gordura é a
associada a disfungdo do TA induzido a deposicao de gordura em tecidos,
como figado, musculo esquelético, pancreas e coracao e aos efeitos deletérios
que caracterizam a lipotoxicidade: inflamagéao, hipdxia, fibrose, alteracao de
secrecao de adipocinas e disfuncdo mitocontrial
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Fonte: autoria prépria

O estresse celular decorrente da hipertrofia do adipécito induz producao de
fatores quimiotaticos, como a proteina quimioatrativa de mondcitos-1, a polarizacao

pré-inflamatéria de mondcitos/macrofagos, aumento de citocinas de atividade pro
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inflamatéria, como o fator de necrose tumoral alfa -TNF-a, Interleucina 6 (IL-6),
antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1RA) 2% 2" ¢ EROS?2. O aumento da
producao de citocinas inflamatérias e adipocinas, a diminuicdo da producdo de
adiponectina, e a incapacidade do tecido adiposo para armazenar o excesso de acidos
graxos livres, caracterizam a disfungdo do TA, levando ao extravasamento de &cidos
graxos e deposicao lipidica em outros érgéos e tecidos '':23. A deposigcdo de gordura
ectdpica é definida como o acumulo de triglicerideos em tecidos ndo previamente
determinados para armazenamento de tecido adiposo.

Em concluséo, a inflamacao crénica de baixo grau leva a disfuncéo do tecido

adiposo, prejudicando adipogénese e sensibilidade a insulina local e sistemica’.

1.4 Obesidade e o estresse oxidativo

As EROs sao subprodutos obtidos do metabolismo do oxigénio, que podem
exercer efeitos benéficos através da regulacdo de cascatas sinalizadoras celulares
vitais ou ter efeito tdéxico. Sao classificados como “Radicais” [Superdxido (02.-),
Hidroxil (.OH) Peroxil (RO2.) Alcoxil (RO.) Hidroperoxil (HO2.)] e “Nao Radicais”
[Peréxido de hidrogénio (H202) Acido hipocloroso (HOCI-), Oz6nio (O3), oxigénio
singleto (01°2) e peroxinitrito (ONOO-)]. A produgao excessiva de EROs ou resposta
antioxidante insuficiente resultam em estresse oxidativo, promovendo disfuncao
mitocondrial e afetando a viabilidade da célula pelo dano aos acidos nucleicos,
proteinas e lipideos 24. Assim, o estresse oxidativo refere-se ao desequilibrio entre a
producdo de EROS e a defesa antioxidante, acarretando sérios danos as
biomoléculas. Os sistemas defensivos conhecidos como antioxidantes podem ser de
natureza ndo enzimatica e enziméatica, ajudando direta ou indiretamente na defesa
contra a EROs (Tabela 1.1 e Figura 1.2). As membranas lipidicas promovem a
formacao de radicais lipidicos quando expostas aos radicais livres, promovendo o
efeito mais devastador do estresse oxidativo que é a peroxidacao lipidica e alteracéao
da permeabilidade e estabilidade de membrana, comprometendo a
compartimentalizacao celular, bem como sua fungdo 2°. O estresse oxidativo induz a
piora da inflamacao crénica de baixo grau presente na obesidade, podendo predispor

a maior adipogénese 2.
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Tabela 1.1 - Principais moléculas antioxidantes e suas fungbes

Antioxidante

Funcao

Enzimaticos

Superdéxido dismutase (SOD)*

Catalase (Cat)

Glutationa peroxidase (GPx)

Glutationa redutase (GR)

GSH-Px

Nao enzimaticos (“scavengers”)

Vitamina E

Vitaminas Ae C

remove superoxido, acelerando sua conversao em
peroxido de hidrogénio (H20,)

catalisa a decomposicao do H.O.em agua e
oxigénio

enzima de remocao de H20O2 mais importante que
requer selénio para sua acao

€ uma enzima flavoproteina regenerada glutationa
reduzida a partir de glutationa oxidada e tiorredoxina
removem H202 usando-a para oxidar glutationa
reduzida em glutationa oxidada

Inibe oxidacéo de lipidios eliminando radicais
intermediarios radicais de Peroxyl
reagem com EROs formando dissulfeto.

* na mitocéndria a superéxido dismutase contém manganés (MnSOD) e no citoplasma cobre e zinco

(CuznSOD).

Fonte: autoria prépria

Figura 1.2 — EROs formados pela oxirredugédo de O2 em H20 e sua inativagao pelos sistemas

antioxidantes. A desmutagdo de duas moléculas de O2 (oxigénio) pela
superéxido desmutase (SOD) forma O2 e peroxido de hidrogénio (H202). O
H202 pode ser destruido pelas enzimas catalase ou glutationa peroxidase
(GPx). Se estes falham, o H202 reage com ferro (Fe2+) ou cobre (Cu+) na
formagdo de radical hidroxil (OH-), que podem ser destruidos por
antioxidadantes ndo enzimaticos como o acido ascérbico (Vitamina C) e alfa-
tocoferol (vitamina E). GSSG (glutationa oxidada); GR: glutationa redutase;
NADP/H: fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
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1.5 Funcao sexual e saude reprodutiva em homens obesos
1.5.1 Obesidade masculina e a reducao dos niveis de testosterona

A reducao dos niveis séricos de testosterona total (TT) é um achado comum
em pacientes com excesso de peso. Entretanto, € comum que o0s niveis de
testosterona livre (TL) se encontrem dentro de um valor de referéncia normal devido
a reducdo dos niveis da globulina carreadora de esteroides sexuais (SHBG)?’. No
entanto, a medida que este processo evolui, a obesidade mais acentuada esta
associada a uma reducgao progressiva dos niveis de TL, com niveis de gonadotrofinas
inapropriadamente normais, sugerindo que a supressdo dominante ocorre a nivel

hipotalamico-hipofiséario 2.
1.5.2 Mecanismos fisiopatologicos

O mecanismo fisiopatolégico do hipogonadismo associado a obesidade esta
principalmente relacionado a quantidade excessiva de gordura visceral e hepética,
levando a um estado inflamatério crénico de baixo grau. O estado de inflamacéao
cronica por si sé tem o potencial de inibir 0 eixo gonadotrépico em todos os niveis,
reduzindo a producédo de testosterona nos testiculos. Contudo, a combinacdo de
outros fatores como o excesso de leptina, a reducao da producéo hepatica de SHBG,
e 0 aumento da aromatizacdo de testosterona em estradiol, tornam este processo

ainda mais complexo. 2 293031

Em condigdes fisiolégicas, a leptina atua estimulando a liberagao de horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e horménio luteinizante (LH) através dos
neurdnios de kisspeptina, apontado como o principal regulador dos neurdnios
secretores de GnRH. A obesidade interfere nesse mecanismo reduzindo a liberagao
pulsétil de LH e os niveis de testosterona, consequentemente levando a diminui¢cao
do potencial reprodutivo®®. A hiperleptinemia e a resisténcia de sua agdo em nivel
hipotalamico-hipofisario decorrentes da obesidade, interferem nesse mecanismo
reduzindo a expressao génica da kisspeptina e levando a subsequente reducédo na
secrecao de GnRH, LH e testosterona. A leptina também € capaz de inibir o efeito
estimulante das gonadotrofinas sobre as células de Leydig reduzindo a secrecao de
testosterona via resisténcia periférica3®. De forma semelhante, a hiperinsulinemia,

resultante da resisténcia insulinica da obesidade, também reduz a sinalizacdo dos
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neurdnios de Kisspeptina, levando a efeito inibitérios na liberacdo de GnRH e LH via

neurdnios de GnRH?34,

Homens obesos costumam apresentar hiperestrogenismo relativo devido ao
aumento de conversado periférica de testosterona em estradiol (E2) pela enzima
aromatase no tecido adiposo. Baixos niveis de SHBG, e o consequente aumento da
fracao de TL, predispde o aumento dessa conversdo. O E2, por sua vez, inibe a
liberagdo de LH e horménio foliculo estimulante (FSH) hipofisarios através de
retroalimentacdo negativa hipotalamica, reduzindo ainda mais a producdo de
testosterona e a relagéo testosterona/estradiol?®.

O SHBG exerce papel primario de transporte de horménios sexuais, mas
também parece desempenhar efeitos antinflamatérios?’”. O SHBG ¢é produzido
principalmente no figado onde é regulado pelo fator nuclear hepatico 4 (HNF-4) sob a
influéncia de fatores hormonais, metabdlicos e nutricionais 3°. Os niveis reduzidos de
SHBG em pacientes obesos parecem ser resultado de resisténcia insulinica,
esteatose hepatica, reducédo da adiponectina e a presenca de citocinas inflamatérias®®.
Especula-se que tais niveis tenham o potencial de aumentar a captacdo de
testosterona, sua glicuronidacao e seu efluxo, exacerbando ainda mais sua deficiéncia
37, Uma meta-andlise de estudos gendmicos de associagcdo ampla, apontou que
variantes genéticas no SHBG seriam o principal determinante dos niveis séricos totais

de testosterona em homens adultos 38.

Uma teoria mais recente, sugere que endotoxinas derivadas do trato
gastrointestinal também poderiam ser causa do hipogonadismo masculino associado
a obesidade. A dieta hipercaldrica e a obesidade levam a alteracdo da microbiota e
ao aumento da permeabilidade do endotélio intestinal liberando endotoxinas derivadas
de bactérias gram-negativas da luz intestinal para a circulagdo (endotoxinemia
metabdlica), iniciando uma inflamacao sistémica de baixo grau. A endotoxinemia
reduziria producao de testosterona por inibicdo da secrecao de LH pela hipofise e das
vias esteroidogénicas das células de Leydig, impactando negativamente também na
espermatogénese 2.

Em conjunto, alteracdes que predispde a inflamacao crénica de baixo grau e
ao estresse oxidativo, podem interferir negativamente na fungédo do eixo hipotamico-
hipofisario-gonadal em todos os niveis 29, afetando tanto a esteroidogénese, quanto a

espermatogénese (Figura 1.3)29: 315 40;41; 42,43
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Figura 1.3 — Efeitos da obesidade sobre o sistema reprodutor masculino e seu mecanismo
fisiopatoldgico. A redugdo do SHBG libera maior fracao de TL; O aumento da
atividade da aromatase dos adip6citos aumenta a conversdo de T em E2; A
reducao dos niveis de T predispée ao acumulo de triglicérides estimulando a
maior formagdo de adipocitos; O aumento do tecido adiposo predispde a
resisténcia insulinica e a elevacao de leptina; Com isso, ocorre a inibicao do eixo
gonadotroéfico e a redugao da esteroidogénese e da espermatogénese.
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Fonte: autoria prépria

1.5.3 O hipogonadismo no homem obeso

A presenca de concentracbes séricas de testosterona repetidamente
reduzidas, medidas adequadamente em jejum no periodo da manha, associado a
evidéncia clinica de deficiéncia androgénica sao indicativas de hipogonadismo em
homens obesos. Quando descartadas outras causas de hipogonadismo e esses
achados se atribuirem especificamente a obesidade, se estabelece o diagndstico de
hipogonadismo masculino associado a obesidade 4. Esta condigdo é muito prevalente
e se caracteriza por disfungdo do eixo gonadotréfico (hipogonadismo funcional)
demostrado laboratorialmente por baixa concentragcdo sérica de testosterona,
associada a niveis baixos ou inapropriadamente normais de horménios gonadotroéficos

FSH e LH 4546, Os principais sintomas causados pelo hipogonadismo sdo reducgao de
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libido, disfuncdo sexual, reducdo de pelos corporais, ginecomastia e sudorese
excessiva. Sintomas menos especificos incluem reducdo de energia, humor
depressivo, disturbios do sono e aumento de gordura corporal. Finalmente, niveis
baixos de testosterona sérica levam a mudang¢as na composi¢ao corporal e promovem
aumento de tecido adiposo predominantemente visceral. Este processo se perpetua

como um circulo vicioso, levando a piora da obesidade.*? 47,

1.5.4. Obesidade masculina e a subfertilidade

A relacdo entre a obesidade paterna e a alteracdo dos parametros seminais
que predispde a subfertilidade foi estabelecida em 2013 por Sermondade e
colaboradores 4. Neste trabalho foram avaliados 21 estudos que incluiam mais de 13
mil pacientes, onde foi demonstrada a correlagéo entre o grau de obesidade e o maior
risco de oligo ou azoospermia “8. Além de reduzir o potencial de fertilidade, a
obesidade paterna pode alterar o desenvolvimento do embrido pré-implantagao 4% %0,
predispor ao maior risco de abortamentos em gestacdes espontdneas e a taxa

reduzida de nascidos vivos por ciclo em terapia de reprodugao assistida 5'.

As implicagbes da obesidade no potencial de fertilidade masculina ocorrem,
desde a espermatogénese. Em homens obesos, 0 aumento de temperatura da regiao
escrotal decorrente do excesso de tecido adiposo torna o ambiente pouco propicio a
maturacdo adequada dos espermatozoides e mais susceptivel ao estresse oxidativo
52,53, %4 A funcédo do espermatozoide estd associada ao alto consumo de oxigénio
resultando em abundante producdo de EROS pelas mitocondrias, que modulam
funcdes essenciais do espermatozoide incluindo capacitacéo, hiperativacéo e reacao

acrossOmica®>.

Embora os espermatozoides tenham seus proprios mecanismos de defesa para
reparar possiveis danos causados pelos radicas livres, seu nucleo condensado e
espaco citoplasmatico limitado restringe a disponibilidade de enzimas antioxidantes.
Além disso, sua membrana bi lipidica rica em acidos graxos poli-insaturados, o torna
especialmente suscetivel ao efeito deletério das EROS. O desequilibrio entre os
EROS e o sistema antioxidante resulta em ataque direto de radicais livres a estas
moléculas, perpetuando o processo de forma mais devastadora pela oxidacao das

membranas lipidicas espermaticas (peroxidacao lipidica) %6 57: 58 %9  Altos niveis de
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estresse oxidativo predispde a morte celular apoptética. Entretanto, niveis mais baixos
ou intermediarios de estresse oxidativo resultam em alteracées da permeabilidade e
da estabilidade de membrana, comprometendo a compartimentalizacao celular e
levando a fragmentacdo do DNA nuclear e mitocondrial 2% €0, Os aldeidos lipidicos
liberados neste processo, como a acroleina, o 4-hidroxinonenal (4-HNE), 8-hidroxi-
deoxiguanosina (8-OHdG) e malondialdeido (MDA), que podem ser utilizados como
biomarcadores do estresse oxidativo®': 62, sdo altamente téxicos e capazes de induzir
a alteracOes epigenéticas 63 64 65 66:67 A Figura 1.4 apresenta uma representagdo

esquematica desses mecanismos.

Figura 1.4 — Efeitos do estresse oxidativo sobre o espermatozoide. A peroxidacao lipidica
induzida pelas EROs gera peroxidases e aldeidos lipidicos (MDA, HNE e
acroleina) alimentando a reagdo em cadeia e geracao de EROs mitocdndrial, o
que leva a perda do potencial de membrana, baixa geracédo de ATP, perda da
motilidade espermatica e dano oxidatixo ao DNA. MDA: malondialdeido HNE:
hidroxinonenal
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1.5.5 Parametros para avaliacao da fertilidade masculina

Tradicionalmente, a avaliagdo da fertilidade masculina é baseada na analise
seminal convencional, que analisa parametros basicos como o volume seminal,
contagem total, concentragcdo, motilidade e morfologia do espermatozoide (Tabela 2).
A interpretagao destes resultados se baseia nos valores de referéncia para analise de
sémen propostos na 52 edicdo do Manual de Laboratério da OMS para Exame e
Processamento de Sémen Humano, de 2010 8 | que considera como adequados

resultados superiores ao percentil 5 da normalidade®® 7% 71,

Tabela 1.2 - Valores de referéncia da analise seminal de acordo com as consecutivas
publicagdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

Parametro seminal Manual da OMS (Ano)

1980 1987 1992 1999 2010*

Volume (mi) ND >=2 >=2 >=2 1.5
Contagem (10°) 20-200 >=20 >=20 >=20 15
Concentragéo (10°/mL) ND >=40 >=40 >=40 39
Motilidade™ (%)

total >=60 >=50 >=50 >=50 40

progressivat >=2 >=25 >=25(a) >=25(a) 32(a+b)
Vitalidade (%) >=2 >=50 >=75 >=75 58
Morfologia (%) ND >=50 >=30 14 4
Contagem de leucécitos(10°/mL) <4.7 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0

ND= Nao definido; *percentual de células com motilidade normal; TGrau a (motilidade répida e
progressiva >25um/s); grau b (motilidade lenta e progressiva 5-25 um/s).

Fonte: Esteves et al (76)

Entretanto, ndo é raro que espermatozoides com forma e motilidade normais
possam ter altos niveis de fragmentacao do DNA, o que poderia explicar, em grande
parte, os casos de infertilidade em casais com exames aparentemente normais’?, 7%
74, Varios estudos demonstram que a fragmentacdo do DNA é um indicador robusto
do potencial de fertilidade, superior aos parametros convencionais de sémen’> 76 77,
A obesidade, o estresse oxidativo e o dano ao DNA do espermatozoide sao
atualmente considerados as causas mais importantes de seus defeitos e séao
associados ao potencial reduzido de fertilidade’* 78 7°. Um incremento nos niveis
seminais de EROs de 25% ja é capaz de um aumento de 10% na fragmentacéo do

DNA do espermatozoide 8081,
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Além disso, a obesidade masculina também pode modificar parametros
moleculares dos gametas por alteragdes epigenéticas®? 838485 o que pode afetar as
taxas de sucesso da gestacdo®’, o desenvolvimento do futuro embrido® e a satde da
prole®” 8 86 8 Tanto que a obesidade dos progenitores é apontada como um forte

preditor de risco para obesidade infantil *°

A Figura 1.5 mostra uma representagcdo esquematica dos efeitos da obesidade
sobre a fertilidade masculina em niveis sistémico, tecidual e molecular e também

transgeracional.

Figura 1.5 — Efeitos da obesidade na fertilidade masculina. A obesidade altera o ambiente
essencial para espermatogénese, o que inclui um desbalan¢o hormonal do eixo
hipotalamo-hipdfise, induzindo inflamagao crénica e estresse oxidativo tecidual
e sistémico; assim sdo formadas células de baixa qualidade com diversas
alteragdes (motilidade reduzida, composicao lipidica inapropriada, aumento de
ERQOS, dano ao DNA e modificacbes epigenéticas)
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1.6 Reducao de peso e seu impacto na saude sexual e na fertilidade masculina

Diversos estudos relacionam a reversdo do hipogonadismo associado a

obesidade apds medidas para perda de peso e mudanca de estilo de vida, incluindo
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dieta e/ou cirurgia bariatrica. No entanto, a elevacao da testosterona induzida por
intervengdes no estilo de vida foi apenas modesta, provavelmente refletindo os
resultados relativamente singelos da dieta hipocalérica associada a atividade fisica na
perda de peso corporal guando comparada a cirurgia bariatrica®'.

Perdas de peso mais significativas como as observadas ap6s cirurgia bariatrica
tiveram melhores repostas no aumento de niveis séricos de testosterona 9. Esses
dados sugerem que, embora os niveis de testosterona permanegam relativamente
estaveis com pequenas reducgdes de peso, a reativacdo genuina do eixo hipotalamo-
hipéfise-gbnadas requer perda de peso mais substancial, o que pode ser dificil de

alcancgar apenas com mudancas no estilo de vida.

Embora perdas de peso de 5 a 10% ja possam trazer beneficios consideraveis
a saude do individuo obeso reduzindo a resisténcia insulinica e o risco cardiovascular,
apenas as perdas de peso progressivas e superiores a 11 % séo as que de fato
reduzem a inflamagéo do tecido adiposo subcutaneo e sistémico (Figura 1.6). Além
disso, reducdes de peso superiores a 15% tem efeito progressivo na expressao génica
do tecido adiposo, promovendo remodelamento da matriz extracelular e finalmente
reduzindo o estresse oxidativo (Figura 1.6)

Figura 1.6 Efeitos da reducao de progressiva de peso sobre as fungdes metabdlicas e a
biologia do tecido adiposo em humanos obesos.
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Assim, as evidencias atuais apoiam a associacao entre a perda de peso rapida
e a reversao do hipogonadismo relacionado a obesidade. Quanto maior perda de
peso, como observado apds cirurgia bariatrica, melhor a resposta nos niveis séricos
de testosterona e mais rapida e a melhora da atividade sexual global ®2. Com base
nisso, alguns autores sugerem que a cirurgia bariatrica seria o tratamento mais eficaz
e sustentado do hipogonadismo masculino relacionado a obesidade, e esta opcao
terapéutica deveria ser oferecida aos pacientes com obesidade grave com disfuncao
gonadal associada a obesidade °*. Entretanto, é importante destacar que grande parte
dos homens obesos se encontram em idade reprodutiva e embora amplamente
estudada a melhora ou reversdao do hipogonadismo masculino com a reducao de
peso, poucos estudos avaliaram os a resposta de redugbes de peso apds cirurgia
bariatrica e a qualidade do sémen.

1.6.1 Efeito da reducao do peso sobre os parametros seminais

Alguns estudos demonstram que, diferente do encontrado no perfil hormonal
sexual masculino, redugdes massivas de peso demonstraram resultados controversos
sobre a fertilidade masculina, e, de acordo com meta-andlise recentemente publicada,
esses resultados ainda sao inconclusivos %. Um estudo prospectivo de El Bardisi et
al. demonstrou que a fertilidade masculina nao foi afetada pela reducéao de peso por
gastroplastia redutora, exceto em grupos que anteriormente apresentavam
azoospermia ou oligospermia®. Resultados semelhantes foram obtidos por Reis et al.
num estudo em que foi observado uma significativa elevacao dos niveis de
testosterona total e livre com efeito neutro sobre a qualidade do espermatozoide apds

cirurgia bariatrica®’.

De fato, alguns artigos demonstraram um efeito negativo da cirurgia bariatrica
sobre os parametros seminais, com relatos de piora significativa da fertilidade e
azoospermia por periodo de até 2 anos apds o procedimento 999 100, Estes achados
foram corroborados em um estudo prospectivo chamado de BARIASPERM, em que
Carrete et al. demonstraram uma piora progressiva dos parametros seminais apos 6
e 12 meses da intervencéao cirtirgica '°'. Embora ndo se compreenda completamente

este fenbmeno, uma explicagdo plausivel seriam a deficiéncia nutricional, o estado
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catabdlico e o possivel acumulo de metabolitos téxicos a que estes pacientes estdo

sujeitos apos perda expressiva de peso.

1.7 Dieta cetogénica de muito baixa caloria (“Very Low Calory Diet”)

Como alternativa a redugéo significativa de peso por método invasivo, as dietas
de muito baixa caloria (VLCD) vém sendo estudadas de forma consistente nos altimos
anos e sao atualmente propostas como opg¢éao de tratamento onde € requerida a perda
de peso rapida e efetiva 9% 193, Essas dietas sdo consideradas opgdes terapéuticas
vélidas em diversas situagdes clinicas, incluindo obesidade grave ou associada a
comorbidades, como esteatose hepatica, sindrome dos ovarios policisticos, epilepsia

refrataria, enxaqueca, e no manejo pré-operatério de cirurgia bariatrica 1.

A dieta cetogénica de muito baixa caloria (VLCKD) € uma intervencdo nutricional
caracterizada por um baixissimo teor de carboidratos (inferior a 50 g de carboidratos
por dia, equivalente a 5-10% da ingestao calérica diaria total), baixo teor de gordura e
alto teor de proteina valor biolégico (0,8 a 1,2 g/kg do peso corporal ideal). A VLCKD
altera e otimiza o metabolismo energético ao simular os efeitos do jejum, estimulando
a producao de corpos cetdnicos pelo figado a partir da lise de gordura'®*. Desta forma,
0s corpos ceténicos, em especial o acido betahidroxibutirico (BOHB), passam a ser
utilizados como principal fonte de energia, em um estado conhecido como cetose
nutricional. Eventos adversos transitérios como astenia, dor de cabeca, nausea,

fraqueza muscular e fadiga podem ocorrer nos primeiros dias da dieta 1°°,

Estudos recentes tém demostrado vantagens da VLCK, quando comparado a
outras dietas e a tratamentos tradicionais de obesidade, por preservar massa magra
e forga e reduzir predominantemente a gordura visceral, além da boa tolerabilidade e
da segurancga '96: 197 A restricdo de energia severa intermitente, presumivelmente
cetogénica, parece ser mais efetiva que a restricado energética diaria em promover a
perda de peso, melhorar a sensibilidade a insulina e controle glicémico. Além disso, a
reducao significativa de triglicérides, lipoproteina de baixa densidade (LDL), colesterol,
resistina, TNF alfa, leptina, insulina e indice de resisténcia insulinica (HOMA-IR) foi
demonstrada. Deste modo, os efeitos da dieta cetogénica vao muito além da reducao

de peso e apresentam resultados promissores no manejo de diversas outras
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patologias, incluindo distarbios neuroldgicos, obesidade, diabetes e sindrome

metabdlica 02 108,

Alguns beneficios da dieta cetogénica sobre a reducéo de peso e o0 metabolismo
glicémico parecem ser mediados pela microbiota intestinal e pelo aumento de
bactérias benéficas produtoras de acidos graxos de cadeia curta como Akkermansia
muciniphila e Lactobacillus '°°. Por outro lado, alguns estudos reportam efeitos
negativos da dieta cetogénica sobre a saude intestinal, como reducao de diversidade
e aumento de bactérias proé-inflamatérias. Os efeitos deletérios parecem estar
associados ao excesso de gordura saturada e proteina de origem animal,
normalmente utilizados neste tipo de intervencao dietética. A fonte proteica de origem

vegetal parece trazer mais beneficios para a microbiota intestinal do que a animal .

1.7.1 Dieta cetogénica e o estresse oxidativo

O efeito da dieta cetogénica sobre a reducéo do estresse oxidativo vem sendo
descrito de forma crescente nos ultimos anos. Diversos autores sugerem que a cetose
teria efeito na mitocondriogénese, na melhora da fungdo mitocondrial e dos sistemas
antioxidantes endogenos " 112, Além disso, a dieta cetogénica pode propiciar a
expressao de genes como o FOXO3A (forkhead box O3A), que tem como alvo a
MnSOD e a catalase, que teria um efeito protetor contra a agressao das EROs 3. O
BOHB e um dos corpos cetdnicos produzidos durante a cetose, inibe as as
desacetilases de histonas (HDACs) de classe |, uma familia de proteinas que
suprimem a expressao génica pela desacetilacdo de residuos de lisina em proteinas
histonas e ndo-histonicas''4 115, Assim, embora esse mecanismo ainda nio seja
completamente conhecido, as fungdes reguladoras do BOHB parecem relacionar o
ambiente externo a fungéo celular e expressao génica, com implica¢gées importantes
para a patogénese e tratamento de doencas metabdlicas associadas ao estresse

oxidativo 116:117: 118

Outros efeitos, em nivel molecular promovidos pela dieta cetogenia sdo a
modulacao da NAD+ e a reducéo de 8-OHdG , que sugere uma reducgao de dano ao
DNA'® pela EROs. Estes parecem ser os mecanismos pelo qual este tipo de

intervencao dietética exerce seus efeitos benéficos no tratamento de diversas
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doencas neurolégicas e na protecdo contra sequelas degenerativas de transtornos

epilépticos'20: 121,



42

2 OBJETIVOS
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2.1 Primario

Avaliar o impacto da perda de peso no estresse oxidativo e nos parametros
metabdlicos, inflamatérios, hormonais e seminais de homens obesos apos
intervencao dietética para perda de peso por dieta cetogénica de muito baixa caloria
(método Pronokal®).

2.2 Secundarios

- Avaliar a composic¢ao corporal (peso, IMC, circunferéncia abdominal, RCQ,
MME, gordura total e visceral) pré e pos-intervencéao dietética;

- Avaliar os marcadores metabdlicos (Triglicerideos, HDL, LDL, hemoglobina
glicada, glicemia, insulina, HOMA-IR, AST, ALT, GGT e ferritina) pré e pos-
intervencgao dietética,

- Avaliar os parametros seminais pré e pos-intervencéo dietética, incluindo analises
convencionais (morfologia, motilidade e concentracdo) e funcionais (atividade
mitocondrial, integridade acrossomal e de membrana, resisténcia ao estresse
oxidativo)

- Avaliar os niveis dos hormoénios sexuais (TT, TL, SHBG e E2) pré e pds-

intervencao dietética,

- Avaliar se houve variagéo de citocinas anti-inflamatorios (TNF-a, interferon-@3, IL-
1B, IL-4 e IL-10) no soro dos pacientes, pré e pds-intervencao dietética,

- Avaliar se houve variagao no indice de marcador de peroxidacao lipidica (TBARS)

no soro e sémen dos pacientes, pré e pds-intervencao dietética,

- Avaliar a correlacao entre todas essas variaveis.
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3 JUSTIFICATIVA
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Considerando-se a alta prevaléncia do hipogonadismo associado a obesidade
em homens em idade reprodutiva, faz-se necessario buscar opgdes de tratamentos
conservadores capazes de promover reducdo de peso significativa e o
restabelecimento do eixo gonadotréfico, sem interferir de forma negativa na fertilidade
masculina. Até o momento, pouco se conhece sobre o impacto da reducéo de peso e
a fertilidade masculina. Uma melhor compreensao de como a intervencao dietética
cetogénica interfere no metabolismo e sua possivel relagdo com a qualidade seminal
de pacientes obesos, podera auxiliar na definicdo de estratégias mais eficientes, e
com potencial de interromper o ciclo vicioso da transmissao transgeracional de

doencas.
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4 PACIENTES E METODOS
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4.1 Consideracoes éticas

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq CAAE:
86158918.4.0000.0068). Todos os participantes foram informados dos objetivos e
possiveis riscos de participarem do projeto e voluntariamente assinaram um Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

4.2 Desenho do estudo

Este estudo representa um ensaio clinico, intervencionista, ndo-randomizado e
prospectivo. Os pacientes foram avaliados pré e pos intervencéao dietética, seguindo
protocolo descrito mais adiante.

4.3 Sujeitos de analise

Foram avaliados 23 pacientes do sexo masculino em idade fértil com obesidade
associada a Sindrome Metabdlica, acompanhados no ambulatorio de Endocrinologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP - Sao Paulo (HC-FMUSP)
ou em clinicas privadas. Destes, trés individuos foram excluidos por nao se
encaixarem nos requisitos da pesquisa e 20 pacientes deram inicio ao estudo.
Contudo, quatro abandonaram o protocolo em diferentes momentos do estudo e foram

excluidos da andlise (Figura 4.1).

4.3.1 Critérios de inclusao
- Obesidade em pacientes do sexo masculino;

- Sindrome metabdlica, de acordo com os critérios da “International Diabetes
Federation Consensus Worldwide Definition of the Metabolic Syndrome” (disponivel
em https://idf.org/our-activities/advocacy-awareness/resources-and-
tools/60:idfconsensus-worldwide-definitionof-the-metabolic-syndrome.html). Tais
critérios incluem circunferéncia abdominal aumentada (>94 cm) e mais dois descritos
a seguir: glicose2100mg/dL ou diagnostico prévio de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2),
triglicerideos =2150mg/dL, lipoproteina de alta densidade (HDL) <40mg/dL, pressao
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arterial sistdlica 2130mmHg ou diastélica 285mmHg ou tratamento para hipertensao
[129].

- Alteracao de algum dos parametros seminais avaliados em espermograma
convencional.

Figura 4.1 — Fluxograma de selegao e inclusdo dos pacientes

Incluidos Excluidos

Avaliagao inicial
n=23

‘( Néo elegiveis
Critérios de inclusdo ’Ln=2 sem criterios para SM

Obesidade h 4 n=1 espermograma normal
Sindrome metabolica (SM) [Iniciaram o protocolo}

Alteragéo no espermograma n=20

Dropout
n=1 ndo se adaptou a dieta

n=1 mudanga de pais

n=1 desistiu na pandemia
n=1 abandono por motivo

A4

Y nao informado

[Concluiram o estudo}

n=16

Fonte: autoria propria

4.3.2 Critérios de exclusao
- Hipogonadismo hipogonadotréfico congénito.
- Hiperprolactinemia.

- QOutras causas de hipogonadismo hipogonadotréfico que nao sejam
secundarios a obesidade.

- Hipogonadismo hipergonadotrofico.

- Contraindicagdes para realizagédo de dieta cetogénica. Para tal, sdo realizados
0S exames necessarios para descartar causas no eixo hipotalamico-hipofisario de
hipogonadismo (prolactina, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1-IGF1,
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hormoénio tireoestimulante-TSH, tiroxina livre-T4L, cortisol, incluindo ressonéancia

magnética de hipofise se TT <=150 ng/dl).

- Contraindicacdes para realizacao da dieta Pronokal® (exames gerais como
hemograma, eletrélitos, acido Urico, transaminases, funcdo renal, incluindo

ultrassonografia — USG, abdominal alterados).

4.4 Protocolo de estudo

Antes da intervencao dietética, os pacientes passaram por uma avaliacao inicial
gue consiste em exames clinicos, realizada por uma Unica médica endocrinologista,
laboratoriais e coleta de amostras para analises seminais e de microbiota intestinal.

Os detalhes de cada exame realizado nos pacientes serdo apresentados em
topicos posteriores, assim como os da analise comparativa entre as diferentes
variaveis e o tempo de intervengao.

Durante o primeiro trimestre da intervencado dietética os pacientes foram
avaliados no tempo basal (TO) e mensalmente (tempos T1, T2 e T3), e passados seis
meses (tempo T4) foi feita sua avaliagéao final.

A Figura 4.2 apresenta o fluxograma do estudo e o Quadro 4.1 apresenta mais
detalhes dos procedimentos e as coletas de amostras realizados em cada tempo do

estudo.



Figura 4.2 — Fluxograma apresentando o protocolo de estudo e as técnicas utilizadas em cada analise

[ Tempo O

Antropometria e

bioimpedancia

Perfil metabdlico e
hormonal

[ Analise seminal

Espermograma
convencional

i

Testes funcionais
e CASA

|

Avaliacdo de
estresse oxidativo

Interferom

Perfil inflamatorio e TNF alfa
avaliagcéo de IL1
estresse oxidadivo IL6
(soro) IL10

TBARS

Fonte: autoria propria

Tempo 1 (30 dias) ]—b[ Tempo 2 (60 dias) }—)[ Tempo 3 (90 dias) ]—b[ Tempo 4 (180 dias) ]

Antropometria e
bioimpedancia
cetonemia capilar

R
Perfil metabdlico e
hormonal

S

Antropometria e

bioimpedéancia
cetonemia capilar

Perfil metabolico e
hormonal

[ Analise seminal ]—)

Y
Testes funcionais

A 4

L )
Avaliagéo de

Perfil inflamatério e
avaliagao de
estresse oxidadivo
(soro)

estresse oxidativo
| ——

~

Espermograma
conhvencional
S —

e CASA

Interferom
TNF alfa
IL1
IL6
IL10
TBARS

Antropometria e
bioimpedancia
cetonemia capilar
| i—

R
Perfil metabdlico e

hormonal

—

Antropometria e
bioimpedancia
cetonemia capilar

—

F
Perfil metabdlico e

hormonal
—

50

Analise seminal ]—)

~

p

Espermograma
convencional

N —

o
Testes funcionais

e CASA

Avaliacao de

Perfil inflamatério e
avaliagao de
estresse oxidadivo
(soro)

estresse oxidativo
| SE——————

Interferom
TNF alfa
IL1
IL6
IL10
TBARS




Quadro 4.1 — Exames realizados em cada tempo do estudo

51

TO T1 T2 T3 T4

(basal) (30 dias) (60 dias) (90 dias) (180 dias)
Avaliacgao clinica
exame fisico exame fisico exame fisico exame fisico exame fisico

cetonemia cetonemia cetonemia
capilar capilar capilar
Exames laboratoriais
hemograma, hemograma, hemograma, hemograma, hemograma,
B12, 250HvitD calcio, célcio, glicose, B12, célcio, B12,
célcio, magnésio, hemoglobina glicose, 250HvitD,
magneésio, acido urico, glicada, hemoglobina célcio,
glicose, ALT, AST, insulina, perfil  glicada, magnésio,
Hemoglobina ureia, lipidico, &cido insulina, perfil  glicose,
glicada, creatinina, arico, ALT, lipidico, &cido  hemoglobina
insulina, perfil  testosterona AST, arico, ALT, glicada,
lipidico, &cido  total e livre, creatinina, AST, insulina, perfil
arico, ALT, SHBG, LH, testosterona creatinina, lipidico, &cido
AST, GGT, FA, FSH total e livre, testosterona arico, ALT,
Ferritina, ureia, SHBG, LH, total e livre, AST, GGT, FA,
creatinina, FSH SHBG, LH, Ferritina, ureia,
TSH, T4L, FSH creatinina,
prolactina, TSH, T4L,
testosterona prolactina,
total e livre, testosterona
SHBG, LH, total e livre,
FSH SHBG, LH,
FSH

Outros exames laboratoriais
Interferony, Interferon-y, Interferony,
TNF a, IL18, TNF a, IL18, TNF a, IL18,
IL4 IL10 IL4, IL10 IL4 IL10
TBARS TBARS TBARS

Exames de imagem

RM de hipdfise/ fungao
hipofisaria*

Avaliacao da composicao corporal

bioimpedancia
Avaliacao seminal

convencional e
testes
funcionais

bioimpedancia

bioimpedancia

convencional e

testes
funcionais

bioimpedancia

bioimpedancia

convencional e
testes
funcionais

B12: vitamina B12; 250HvitD: 25 hidroxi vitamina D; AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanine aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; FA: fosfatase alcalina; TSH: horménio
tireoestimulante; T4L: horménio tiroxina; SHBG: globulina ligadora de hormonios sexuais; LH: hormonio
luteinizante; FSH: hormoénio foliculo estimulante; TNF: fator de necrose tumoral; IL: interleucina;
TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico; RM: ressonancia magnética.

* se testosterona total <=150 ng/dl
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4.5 Intervencao dietética

Todos os pacientes foram submetidos a intervencéo preconizada pelo método
Pronokal® pelo periodo de 6 meses. Todos os produtos/suplementos proteicos
utilizados nesse estudo foram disponibilizados, sob a coordenacgéo de Ignacio Sajoux,
pela empresa Pronokal® Division of Protein Supplies SL no periodo de abril de 2019
a julho de 2020.

O método Pronokal® € um programa comercial para perda de peso, que
consiste em dieta VLCKD e tem como base produtos alimentares constituidos por
proteinas de alto valor bioldgico obtidas de diferentes fontes animais e vegetais como
o leite de vaca, soja, ovos, ervilhas e cereais. Cada saché de produto contém 15
gramas de proteina, 4 gramas de carboidrato, 3 gramas de gordura, provendo entre
90 a 100 Kcal. O programa de perda de peso € constituido por cinco etapas, divididas
entre fases cetogénicas (ativas) e nao cetogénicas. A etapa cetogénica (fases 1-3)
consiste em dieta de muito baixa caloria (600-800 kcal/d), com baixo aporte de
carboidratos (509) e lipideos (apenas 10g de azeite de oliva ao dia).

A quantidade de proteinas de alto valor bioldgico varia entre 0,8 e 1,2 g /kg de
peso/dia. Durante a fase cetogénica, é realizada a suplementacdo de vitaminas e
minerais como K, Na, Mg, Ca, e émega-3, de acordo com o protocolo do programa,
baseado em recomendacdes internacionais. Esta primeira etapa (cetogénica) se
mantém até que o paciente alcance o objetivo de reducao de 80% do alvo de peso a
ser reduzido, sendo variavel em tempo, de acordo com a resposta de cada paciente.
ApGs este periodo, evolui-se para etapa ndo cetogénica, dando inicio a dieta
hipocalérica (800 a 1500 Kcal), com introducao progressiva de outros grupos
alimentares, reduzindo peso de forma mais lenta. A etapa de manutencéo consiste
em dieta balanceada, variando entre 1500 a 2000 Kcal. As recomendacdes deste
programa incluem orientagdes de estilo de vida e atividade fisica.

4.6 Exame fisico

Todas as avalicbes clinicas foram realizadas por uma Unica médica
endocrinologista, onde foram obtidas as medidas antropométricas de altura e peso,
circunferéncia abdominal e de quadril e de pressao arterial. A partir desses dados
foram calculados o indice de massa corporal (IMC) e a relacdo cintura/quadril (RCQ).
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4.7 Cetonemia capilar

Este é um teste realizado para determinacao da cetose pela medida dos corpos
cetbnicos. Especificamente, o B-OHB é medido no sangue capilar usando um
equipamento portétil, o Optium Xceed Diabetes Monitoring System (Abbott
Laboratories, Ca, USA). Este exame foi realizado pelo médico responsavel no

momento da consulta.

4.8 Exames laboratoriais (avaliacoes metabdlica, hormonal e inflamatdria)

A Tabela 4.1 apresenta os métodos utilizados na realizagdo dos exames de
sangue dos pacientes. Analises realizadas para descartar causas no eixo
hipotalamico-hipofisario de hipogonadismo hipogonadotréfico (Prolactina, IGF1, TSH,
T4L, Cortisol e ressonéncia magnética de hipéfise se TT <=150 ng/dl) e os exames
gerais (hemograma, eletrolitos, acido Urico, transaminases, fungdo renal), necessarios

para indicagéo da dieta Pronokal®, foram também realizados e indicados na tabela.

Os exames que avaliam os perfis glicémico, lipidico, e gonadotréfico sdo de
rotina e foram realizados pela Divisdo de Laboratério Central do HC-FMUSP. A
avaliagdo dos marcadores de processo inflamatério foi realizada no Laboratério de
Emergéncias Clinicas (LIM 51) do HC-FMUSP a partir de amostras de soro dos
pacientes armazenadas a -80 C.

4.9 Avaliacao da composicao corporal

A composicao corporal dos pacientes foi avaliada pelo teste de bioimpedéancia
utilizando o aparelho InBody 720 (Biospace, Inc.,Tokyo, Japan). Para tal, foram
realizadas a leitura de 8 pontos através de eletrodo tactil e estimados a agua corporal
total (TBW) pela area, volume, comprimento, impedancia e uma constante de
proporcao; a massa livre de gordura (FFM) e a area de gordura visceral ao nivel
umbilical. Todas essas analises foram feitas pelo software InBody (Biospace,
Inc.,Tokyo, Japan).



Tabela 4.1 — Exames bioquimicos, hormonais e inflamatdrios e seus respectivos métodos

de analise realizados no sangue dos pacientes
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Tipo de exame

Método

Valores de referéncia

Perfil glicémico

Glicemia Enzimatico colorimétrico 70 a 99 mg/dL
Insulina Eletroquimioluminescéncia 2,6 - 24,9 pU/mL
HbA1C Cromatografia liquida de alta 4,1 a6,0%
performance por troca iénica
HOMA-IR Indice calculado pelas <2.7
dosagens de insulina e
glicemia
Perfil lipidico
HDL Enzimatico colorimétrico Desejavel: maior que 40 mg/dL
LDL Enzimatico colorimétrico Desejavel: de 100 a 129 mg/dL
Perfil hormonal
TT Eletroquimioluminométrico 249-836 ng/dL
TL Eletroquimioluminométrico 131 a 640 pmol/L
E2 Eletroquimioimunoensaio 25,8 a 60,7 pg/mL
SHBG Eletroquimioluminométrico 18,3 a 54,1 nmol/L
Perfil inflamatdrio
Interferon y Imunoensaio ND
TNF-a Imunoensaio ND
IL1 B Imunoensaio ND
IL-4 Imunoensaio ND
IL-10 Imunoensaio ND
Ferritina Eletroquimioluminométrico 30 - 400 ng/mL

HbA1C (hemoglobina glicada); TT (testosterona total); TL (testosterona livre), E2 (estradiol); SHBG (globulina
de ligagéo de hormonios sexuais); TNFa (fator de necrose tumoral alfa) IL (interleucina)/ ND: ndo determinado

4.10 Analise seminal

Os pacientes foram convocados para coleta de material seminal ap6s periodo
de abstinéncia sexual de 3 a 5 dias. A coleta foi realizada no Laboratério Androscience
pelo préprio paciente por masturbagéo, sem uso de lubrificantes, em recipiente estéril
de polipropileno. Parte do material seguiu para realizagao das andlises a fresco e 500
ML da amostra foram separados e congelados a -20°C para analises funcionais
posteriores.

4.10.1 Analise seminal convencional
Este exame foi realizado com sémen a fresco, apés liquefagcdo, em periodo
inferior a 60 minutos da coleta. O método manual foi o manual e foram avaliados (a)

parametros macroscoépicos: volume, cor, viscosidade, potencial de hidrogénio - pH,
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liquefacéo e (b) microscdpicos: concentracdo, motilidade (progressivamente méveis,
ndo progressivamente moveis e imoveis) e morfologia espermatica (defeitos do
segmento cefalico: presenca de gota de inclusao citoplasmatica, peca intermediaria
defeituosa; defeitos de cauda).

Os valores do “The World Health Organization Laboratory Manual for the
Examination and Processing of Human Semen”, 5° edi¢do, foram utilizados como

referéncia na interpretacdo dessa analise [28].

4.10.2 Analise de motilidade espermatica computadorizada (CASA, do inglés
“Computer-Aided Sperm Analysis”)

Na realizagao deste experimento uma lamina foi pré-aquecida a 37 °C, sobre a
qual foram colocados 5 puL de amostra seminal fresca. A lamina foi coberta com uma
laminula e levada para leitura computadorizada no equipamento IVOS v. 12.2L
(Hamilton Thorn Research, Beverly, MA). Os parametros de motilidade foram
avaliados de acordo com as recomendacgdes do fabricante num minimo de seis
campos, sendo consideradas as VAP (velocidade média da trajetéria), VCL
(velocidade curvilinea), VSL (velocidade em linha reta), BCF (frequéncia de batimento
cruzado), ALH (amplitude do deslocamento lateral da cabec¢a), motilidade total e
progressiva e a porcentagem de células com movimento rapido, médio, lento e

estatico.

O método CASA (analise da motilidade espermatica computadorizada) assim
como os demais testes funcionais descritos a seguir foram realizados no Laboratério
de Reproducao Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
USP.

4.10.3 Analise da integridade da membrana plasmatica

A coloracao de eosina/nigrosina foi utilizada para avaliacao da integridade da
membrana plasmatica. Os espermatozoides com membrana integra séao
impermeaveis a eosina e aparecem com coloracao branca devido ao contraste com o
fundo escuro corado pela nigrosina, enquanto os com membrana danificada s&o
corados de rosa devido a penetracao da eosina. Em resumo, a técnica consiste em

mistura 5 pl de sémen fresco e 5 pl de corante eosina/nigrosina previamente
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preparado na proporcao de 1:1, em uma lamina de vidro pré-aquecida. O esfregago
foi realizado e 200 células foram contadas em microscopio éptico com aumento de
1000 vezes e sob imersdo (Nikon®, Eclipse E200, Japan) (Lagergren, 1953) [153]
(Figura 4.3). Os resultados foram expressos em percentual (%).

Figura 4.3 — Coloragdo do sémen com eosina/nigrosina exemplificando a presenca de
espermatozoides com lesdo de membrana (cabeca corada em rosa) e sem
lesdo (cabega com aparéncia branca)

sem lesédo

com lesdo

Fonte: Fotografia cedida por Jodo Diego de Agostini Losano

4.10.4 Analise da integridade acrossémica

A integridade do acrossoma espermatico foi avaliada utilizando o protocolo
modificado da coloracao “Fast Green/Rose Bengal”, descrito por Pope e ajustado para
outras espécies [154]. Para tal, misturou-se 5 pl de sémen fresco com 5 ul do corante
em uma lamina de vidro pré-aquecida, incubando-se por 70 segundos. Apds, foi feito
um esfregaco e 200 espermatozdides foram contados e avaliados em microscépio
optico sob imersdo e magnificacdo de 1000 (Nikon®, Eclipse E200, Japan). O
acrossoma foi considerado integro se a regido acrossomal apresentou coloragao roxa
ou se torna mais escura que a area pos-acrossomal, € nao integro se esta regiao
apresentou coloracao rosa ou mais brilhante que a area pds-acrossomal (Figura 4.4).
Os resultados sao expressos em percentual (%).
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Figura 4.4 — Exemplo da coloragdo de sémen pela técnica Fast Green / Rose Bengal.,
mostrando e espermatozoide com lesdo e sem lesdo do acrossoma; (a) foto
original; (b) foto em escala de cinza. Setas apontam a regido acrossémica

(b)

Com lesdo  #"8em lesio Comlesdo . Sem lesdo

Fonte: Fotografia cedida por Jodo Diego de Agostini Losano

4.10.5 Avaliacao da atividade mitocondrial

Na avaliacdo da atividade mitocondrial foi utilizada a técnica citoquimica da
solugéo de 3,3'-diaminobenzidina (DAB). Este método € baseado na oxidagao da DAB
pelas enzimas do complexo citocromo C que é entdo polimerizada e depositada nas
mitocondrias, podendo assim ser identificadas pela coloracdo marrom. Esta reacao foi
feita incubando-se uma aliquota de 25 uL de sémen fresco com 25 uL de DAB
(1Img/mL em tampéao fosfato-PBS) a 37 °C/1 h. Passado esse periodo, foi feito o
esfregaco em laminas de vidro com fixacao subsequente em formol a 10% por 15 min.
A avaliacdo da atividade mitocondrial espermatica foi realizada em microscépio de luz
sob aumento de 1000 vezes em Oleo de imersdo (Nikon®, Eclipse E200, Japéo).
Cerca de 200 espermatozoides foram contados e classificados pela quantidade de
coloracao mitocondrial visualizada em sua peca intermediaria em: DAB classe | (100%
da mitocdndria), DAB classe Il (>50% da mitocdndria), DAB classe lll (<50% da

mitocondria) e DAB classe IV (mitocondria ndo corada) (Figura 4.5) [56].
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Figura 4.5 — Coloragédo e exemplo de classificacdo de atividade mitocondrial em semem
usando DAB. DAB classe I, Il, lll e IV esperma mostrando 100%, >50%, <50%
e 0% de atividade mitocondrial, respectivamente

I{('Iass.c | ‘Classe 1V

[QSSSL"_ Classe 111

Fonte: Imagem cedida por Jodo Diego de Agostini Losano

4.10.6 Avaliacao da resisténcia ao estresse oxidativo

O teste das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS, do inglés
“Thiobarbituric Acid Reactive Substances” é um método colorimétrico empregado na
analise da peroxidacao lipidica e mede os produtos gerados durante o processo
oxidativo. Este método baseia-se na reacado de duas moléculas de acido tiobarbiturico
com uma molécula de malondialdeido (MDA), a altas temperaturas e pH baixo, o que
resulta em um cromogénio rosa que pode ser quantificado com um espectrofotometro.
De inicio, 100 ul de sulfato ferroso (4 mM) e 100 ul ascorbato de sddio (20 mM) foram
adicionados a uma suspensdo de 0,4 ml de plasma seminal, incubando-se esta
mistura a 37 °C/2h. Apds este periodo, as TBARS foram analisadas de acordo com o

protocolo descrito originalmente por Ohkawa et al. [155].

Resumidamente, 1000 ul de uma solucdo de acido tricloroacético 10% foi
misturada a 500 ul da mistura de incubagéo e centrifugada a 18.000 g/15 ° C/15 min
para precipitacdo das proteinas. Em seguida, misturam-se 500 pl do sobrenadante
com 500 pl de acido tiobarbiturico 1% (diluido em hidréxido de sédio 0,05 N) em um
tubo de vidro. Este tudo foi colocado em banho-maria fervente (100 ° C) por 20 min e
imediatamente resfriado em gelo (0° C) para interromper a reacao. Os TBARS foram
quantificados usando em espectrofotdmetro U-2001 (Hitachi High Technologies

America, Inc., San Jose, CA, EUA) no comprimento de onda de 532 nm. Os resultados
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foram comparados aos de uma curva padrdo, previamente preparada com uma
solucao padrdao de MDA. A concentracdo de TBARS foi determinada usando o valor
de 1,56 x 105 x M/ml como coeficiente de extingdo do MDA (Buege & Aust, 1978). Os
resultados, o indice de peroxidagdo lipidica, foram expressos em ng de TBARS/108
espermatozoides, sendo que quanto maior a quantidade de TBARS maior é a

susceptibilidade da amostra ao estresse oxidativo.

4.11 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas utilizando o software STATA SE 17 (Stata
Corp LLC, Texas USA). As variaveis categoricas foram descritas utilizando-se
frequéncias absolutas e porcentagens, enquanto as numeéricas como média e desvio-
padrdo ou mediana e diferenga interquartis, conforme distribuicdo paramétrica ou ndo
paramétrica, respectivamente, avaliada pelo teste de Shapiro Wilk. Os testes
inferenciais visaram verificar a influéncia da perda de peso sobre os diversos
parametros investigados, comparando-se a diferenga desses valores antes e apds a
intervencao dietética nos tempos do estudo TO, T1, T2, T3 e T4 (parametros
antropometricos e metabdlicos) ou TO, T2 e T4 (perfil inflamatorio e analises seminais).

Estes testes foram realizados utilizando-se o teste Anova para medidas
repetidas ou um teste ndo paramétrico equivalente (teste Friedman), caso os
pressupostos de igualdade das variancias (homocedasticidade), normalidade e
independéncia dos residuos e esfericidade nao fossem atendidos. O teste post hoc
de Bonferroni foi empregado para comparacées par-a-par a fim de se identificar a
diferenga significativa entre os tempos do estudo. Quando necessario, os 0s dados
foram transformados para uma escala padrao (Z-score) antes de serem analisados.
O teste de correlagdo de Pearson, ou de Spearman, foi utilizado para analisar a

relacao entre as variaveis.

O nivel de significancia considerado em todas as analises foi de 5% (a = 0.05).
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5. RESULTADOS
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5.1 Selecao e caracterizacao inicial dos pacientes

Os pacientes apresentavam diferentes graus de obesidade, sendo cinco deles
classificados com grau 1 (IMC entre 30 e 34,9 kg/m2), trés com grau 2 (IMC entre 35
e 39,9 kg/m2) e oito com grau 3 de obesidade (IMC entre 35 e 39,9 kg/m2). Dos
critérios de sindrome metabdlica, todos apresentam circunferéncia abdominal (CA)
elevada> 94cm, 4 deles tinham glicemia de jejum >100mg/dl, 11 pacientes
apresentavam niveis de triglicérides >150mg/dl, 7 tinham HDL <40mg/dl, 9 tinham
pressao arterial >130x85mmHg. As Tabelas 5.1 e 5.2 apresentam o sumario das
caracteristicas basais dos pacientes avaliados. Nos apéndices A-F sdo mostrados os
valores individuais de todas as variaveis analisadas em cada paciente nos diferentes
tempos do estudo.

Entre as comorbidades previas, quatro pacientes tinham diagnostico de
hipertensao arterial sistémica (HAS), um tinha diagnostico de DM2 ha 4 anos e quatro
casos fizeram uso prévio de Metformina para tratamento de glicemia alterada de
jejum. Um paciente recebia tratamento medicamentoso para dislipidemia. Doze
pacientes tinham niveis sanguineos de TT inferior a 300 ng/dl e trés TT inferior a
150ng/dl, que foram entdo submetidos a analise estrutural hipofisaria por exame de

imagem.

Quantos ao critério de selecdo pelos parametros um paciente apresentava
oligospermia (contagem total de espermatozoides <15 milhdes), um paciente
apresentava contagem total inferior ao percentil 5, a motilidade total estava alterada
em cinco casos e em trés individuos foi detectada alteragcdo da motilidade progressiva.
Pela avaliacdo morfoldgica, dezessete pacientes apresentavam espermatozoides

com morfologia abaixo do percentil 5 pelos critérios da OMS.

Dos 16 pacientes que completaram o protocolo, trés tiveram macrossomia ao
nascer (P4, P6 e P16) e dois individuos (P2 e P4) eram irmaos. Trés pacientes eram
fumantes (P1, P2 e P11) e dois foram diagnosticados com SARS-CoV-2 (P9 e P16.)

ao final do estudo.



Tabela 5.1 — Dados antropométricos e bioquimicos basais da populacao estudada

Populacao de estudo

Caracteristicas basais

(n=16)
Idade (anos) 36.7 £ 6.6
Analise clinica
Peso (kg) 128.6 £ 20
indice de massa corporal - IMC 39.7+5.6
Circunferéncia umbilical (cm) 129.6 £ 11
Circunferéncia do quadril (cm) 128 £+ 9
RCQ - Relagéo cintura e quadril 1+0.06
MME - Massa musculo-esquelética 421 +4
Gordura corporal (%) 416 +£6.3
Gordura visceral (area) 223.8 £ 51
Paréametros metabdlicos
Glicemia (mg/dL) 94 £10
Insulina (uU/ml) 31.1+£15
HOMA-IR 72%3
Triglicerideos (mg/dL) 195 +80
HDL - lipoproteina de alta densidade (mg/dL) 406
LDL — lipoproteina de baixa densidade (mg/dL) 130 £ 26
Hemoglobina glicada - HBA1C (%) 56+0.3
AST - aspartato aminotransferase (U/L) 36.3 +16
ALT — alanina aminotransferase (U/L) 52+ 39
GGT - gama glutamiltransferase (U/L) 60+41
Ferritina (ug/L) 448 + 318
Citocinase e marcador de peroxidagéo lipidica
Interferon y 1 £0.1
Interleucina 13 0.5+0.05
Interleucina 4 3515
Interleucina 10 3.1 1
TBARS soro (ng/mL) 41 £10

TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico.

Fonte: autoria prépria
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Tabela 5.2 — Dados hormonais, testiculares e espermaticos basais da populagéo estudada

Caracteristicas basais Populagao de estudo

(n=16)

Analise hormonal

Testosterona Total (ng/dL) 292.4 +150

Testosterona Livre (pmol/L) 216 57

TT/E2 11 17

Estrogénio (pg/mL) 28 +10

SHBG (nmol/L) 21 (18-37)
Volume testicular (cm3)

Testiculo direito 186

Testiculo esquerdo 1566
Espermograma convencional

Volume (ml) 2 (1.5-3.8)

Contagem (milhdes) 141 (107-264)

Concentragao (milhdes/mL) 62 (23-133)

Motilidade total (um/s) 58 (47-65)

Motilidade progressive (um/s) 39 (26-45)
Classificacdo OMS 1.5 (1-3)
Espermograma funcional

TBARS (ng/106 células) 1444(1251-1829)

POPE (%) 78 (68-85)

Eosina (%) 76 (74-82)

DABI: II: 11 IV 60(54-68): 14(11-20):6(3-10):13(11-19)

SHBG: globulina ligadora de horménios sexuais globulina ligadora de horménios sexuais; TT/E2: razéo
testosterona total estrogénio; Eosina (percentual de células com membrana integra); POPE: percentual
de células com integridade acrossémica; DAB (diaminobenzidina) I-1V: classe | — 100%, Il > 50%; I
<50% e IV e auséncia de atividade mitocondrial, respectivamente.

Fonte: autoria prépria

5.2 Efeito da intervencao dietética sobre os parametros antropométricos,

metabolicos e hormonais

A perda de peso foi bastante pronunciada durante os tempos de estudo.
Passados 30 dias (T1) a média percentual de perda de peso foi de 8.6+2.4, seguido
por 15.4+1.6, 20£2.3 e 20.8+6.6 nos tempos T2, T3 e T4, respectivamente.

A Tabela 5.3 mostra o efeito da intervencdo dietética sobre os dados
antropométricos, metabdlicos e hormonais. Houve uma melhora progressiva de todos
os parametros avaliados, com excec¢ado dos niveis de estrogénio e da razao TT/E2,

cujos valores nao sofreram alteragdes significativas.



Tabela 5.3 — Comparagao dos parametros clinicos e antropométricos e dos perfis glicémico, lipidico e hormonal dos pacientes nos diferentes

tempos de estudo

Parametros TO-Basal T1-30dias T2 - 60 dias T3-90dias T4-180dias dF F P
(n=16) (n=15) (n=14) (n=10) (n=16)
Peso (kg) 129 +20.2 117.4 £21 106.3 +15.9 101.7 £16.8 101.2 £13.8 4,51 67 <0.0001
IMC (kg/m2) 39.7 5.6 36.3 5.9 33.0 4.5 32.8 5.7 31.244.2 452 74 <0.0001
Circ. Abdominal (cm) 129.6+10.9 118.5+4.6 114.9+10.1 107.9+13.6 107.3+10.4 436 40 <0.0001
RCQ 1.0+£0.06 0.99+0.06 0.97+0.06 0.96+0.07 0.96+0.07 4,47 8 <0.001
MME (kg) 42.2+4 1 39.5+4.3 39.5+4.6 38.814.9 38.7+4.7 4,49 9 0.006
Gordura total (kg) 41.6 +6.4 38.7 £7.9 33.9 +6.9 33.4 +8.9 30.3+7 449 106 <0.0001
Gordura visceral 224 +50.9 188.1 +44.5 162 +38.8 152.3 +47 136.3+38.1 4,44 91 <0.0001
Glicemia (mg/dL) 94.1 +10.1 83.5 5.2 85.4 +6.0 84.9 +10 87.816.5 4,54 5 0.006
HBA1C (%) 5.6+0.3 5.2+0.3 5.0+0.1 5.1+0.2 5.1+0.2 449 20 <0.0001
Insulina (pU/mL) 31.1x154 10.3+4.6 12.745.6 10.5+3.8 16.4+11.4 4,51 12 <0.001
HOMA IR 7.2+3.6 2.1+1 2.5+1.1 2.2+0.8 3.512.5 4,50 14 <0.001
Triglicerideos (mg/dL) 195.5+80.1 96.7124.7 97.2+30.8 95.2+31.9 98.2+39.5 454 24 <0.0001
HDL (mg/dL) 40.216.3 32.715.2 36.1+7.2 38.217.4 46.2+6.9 454 24 <0.0001
LDL (mg/dL) 128.7+21.7 88.8+21.2 102.3+29.3 101.2+23.5 108.8+31.9 4,53 16 <0.0001
TT (ng/dL) 281+122.6 437.6+x1725 445.7+257.8 357.4+145 424 4+175.7 454 14 <0.0001
TL (pmol/L) 216.1157 248.4+38.7 273.7x112.5 2271447 296.7+67 4,49 6 0.002
SHBG (nmol/L) 26.3+13.8 40.4+15.8 38.5+16.4 36.8+18.2 32.6+15.9 454 10 0.001
Estrogénio (pg/mL) 27.949.5 30.4+7.7 30.8+11.5 25.9+13 29+7.7 4,40 1 0.265
TT/E2 10.945.6 14.2+£3.9 14.446.8 14.9+4.3 15.5+4.8 4,40 3 0.077
AST (U/L) 36.3+16.4 31.1+17.8 19.145.4 24.5+12.3 20.8+6.8 4,54 7 <0.001
ALT (U/L) 48.4+30.3 48.1+34.2 29.7+14 1 27.2+11.3 23.9+10.8 4,54 9 <0.001
GGT (U/L) 59.7+41.7 34.4+30.4 21.5+11.6 35+21.6 26.6+15.2 4,42 8 0.002
Ferritina (pg/L) 448+318.6 387.5+179.4 352.7+228.9 213.9+117.2 260.8+131.9 4,33 8 0.023

IMC: indice de massa corporal; Circ: circunferéncia; RCQ: relacéo cintura e quadril; MME: massa muscular esquelética; H/LDL: lipoproteina de alta/baixa
densidade; HBA1C: hemoglobina glicada; SHBG: globulina ligadora de hormdnios sexuais; TT: testosterona total; TL: testosterona livre TT/E2: razéo

testosterona total estrogénio. AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase

Fonte: autoria prépria
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Os Gréficos 5.1-5.4 também exibem a diferenca entre as variaveis avaliadas,
apresentando ainda a diferenga entre os tempos de estudo em relagdo ao tempo
basal.

Quase todos os parametros antropométricos e de bioimpedancia avaliados
(peso, IMC, circunferéncia da cintura, percentual de gordura corporal e gordura
visceral) apresentaram melhora de seus valores ja com um més (tempo T1) de dieta
(Grafico 5.1 a, b, ¢, d, f, g, h). Os valores de RCQ tiveram melhora expressiva a partir
do segundo més (T2). Contudo, houve redugao significativa nos valores de MME, o

que é bastante comum nas dietas de perda de peso (Grafico 5.1 e, f).

Em relagdo aos parametros metabdlicos, os valores glicémicos baixaram
significativamente ja no primeiro més. A glicemia subiu nos tempos posteriores e,
apesar da melhora em relagao ao tempo basal, a diferenga ao final do estudo (tempo
T4) ndo foi estatisticamente significante (Grafico 5.2 a). Contudo, com a reducéo da

resisténcia insulinica, esses valores ficaram estaveis e abaixo de 90 mg/dL.

Os valores de insulina, HBA1C, HOMA-IR, triglicerideos e, LDL e baixaram
significativamente ja no tempo T1 e essa melhora foi mantida até o final do protocolo
(Gréfico 5.2 b, c, d, e, g). Apesar da queda nos niveis de HDL nos tempos T1, T2 e
T3, ao final do estudo (tempo T4) esses valores se elevaram de forma significante em

relacdo ao tempo basal (TO; Grafico 5.2 f).

Houve reducao significativa nos niveis séricos das enzimas hepaticas AST, ALT
e GGT ja no tempo T1 (Grafico 5.3a, b, c).

A reducao no nivel de ferritina foi importante ja partir do tempo T1, ficando este
valor abaixo do limite maximo da referéncia (<400ng/mL), e esta diferenga passa a ser

estatisticamente significante no tempo T4 (Grafico 5.3 d).
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Grafico 5.2 — Graficos mostrando melhora ao longo do estudo nos parametros bioquimicos e
metabolicos apods intervencdo dietética. (a) glicemia; (b) insulina; (c)
hemoglobina glicada-HBA1C; (d) HOMA-IR; (e) Triglicerideos; (f) lipoproteina de
alta densidade - HDL; (g) lipoproteina de baixa densidade — LDL. 0, T1, T2, T3 e
T4, tempos basal, 30 dias, 60 dias, 90 dias e 180 dias, respectivamente
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Grafico 5.3 — Graficos mostrando melhora ao longo do estudo nos niveis de enzimas
hepaticas apds intervencao dietética. (a) aspartato aminotransferase -AST; (b)
alanina aminotransferase-ALT; (c) gama glutamil transferase-GGT; (d) ferritina
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O Gréfico 5.4 apresenta a andlise de correlagdo entre as principais variaveis

metabdlicas e os dados antropométricos.



Grafico 5.4 — Matriz de correlagédo entre as variaveis antropométricas, bioquimicas e metabdlicas analisadas no estudo
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5.3 Efeito da intervencao dietética sobre os niveis de horménios sexuais

Em relacdo aos hormdnios sexuais, os niveis de testosterona total aumentaram
significativamente no T1 e essa melhora manteve-se constante em relacdo ao tempo
TO até o final do estudo (Gréfico 5.5 a). J& 0 aumento da testosterona livre s6 ocorreu

de forma pronunciada no tempo T4 (Gréfico 5.5 b).

Houve um aumento bastante expressivo do nivel de SHBG no T1, que apesar
de sofrer uma queda progressiva nos tempos T2 e T3, a melhora permaneceu

significativa ao final do protocolo (Grafico 5.5 c).

Grafico 5.5 — Gréaficos mostrando melhora ao longo do estudo nos parametros hormonais
apos intervencao dietética. (a) testosterona total -TT; (b) testosterona livre-TL;
(c) globulina ligadora de horménios sexuais-SHBG. T0, T1, T2, T3 e T4, tempos
basal, 30 dias, 60 dias, 90 dias e 180 dias, respectivamente
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Quando foram avaliadas as correlagées entre os hormonios sexuais e dados
antropomeétricos selecionados, foi observada uma correlagcdo negativa entre os niveis
de TT e TL e o peso, o IMC e a area de gordura visceral (Grafico 5.6). O SHBG e o
estrogénio se correlacionaram apenas ao peso, entre os dados antropométricos
(Gréfico 5.6).

Grafico 5.6 — Matriz de correlacdo entre as variaveis antropométricas e 0s niveis de
horménios sexuais analisados no estudo. TT: testosterona total; TL:
testosterona livre; SHBG: globulina ligadora dos hormdnios sexuais; E2:
estrogénio; IMC: indice e massa corporal: RCQ: relagéo cintura e quadril
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5.4 Efeito da intervencao dietética sobre as citocinas pro-inflamatdrias séricas
e o biomarcador de peroxidacao lipidica (TBARS)

Houve uma discreta elevagéo nos valores de TNF-alfa e da IL-10 no tempo T2,
que praticamente voltaram aos valores basais no tempo T4 (Tabela 5.4). Contudo,
essas diferencas ndo foram estatisticamente significantes. Também nao foram
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observadas alteracdes para os marcadores interferon e interleucinas IL-1 e IL-4 nos

diferentes tempos de estudo (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Valores de citocinas e do biomarcador de peroxidagao lipidica (TBARS) em
diferentes tempos do estudo

Variaveis TO - Basal T2 -60dias T4 -180 dias Q2 P
(n=16) (n=15) (n=16)

TNF-alfa 4.6 (3.4-6.3) 5.3 (3.6-8) 4.7 (3.6-6.4) 1.7 0.429
Interferon y 1(0.8-1) 1.1 (0.8-1.3) 1(0.8-1)) 31 0.215
IL-1P3 0.5 (0.5-0.5) 0.5 (0.4-0.6) 0.5 (0.4-0.5) 1.4 0.483
1l-4 3.3 (2.6-3.3) 3.3 (2.4-4.3) 3.3 (2.4-3.3) 0.7 0.689
-10 2.4 (2.5-3.4) 2.9 (2.3-3.5) 2.3 (2-3.2) 2.2 0.329
TBARS 39.9 (36-48) 39.6 (34-48) 42.1 (34-48) 0.5 0.765

TNF: fator de necrose tumoral; IL-interleucina; TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico

Fonte: autoria propria

5.5 Efeito da intervencao dietética sobre a funcao espermatica

N&o houve diferenca significativa em relagdo a contagem e padrao morfolégico
segundo os critérios da OMS (Tabela 5.5). No entanto, de forma interessante, a
contagem espermatica do paciente com maior peso do estudo (P15), oligospermico
ao inicio, subiu de 10 para 52 milhées no tempo T6. O segundo paciente com maior
peso (P7) subiu a contagem de 16 para 34.6 milhdes e o percentual de
espermatozoides com morfologia normal de 1% para 9%. Este era o paciente com
maior idade do estudo e tinha varicocele. Os pacientes P4, P10 e P14 de 0% de
espermatozoides com morfologia normal, evoluiram para 3%, 6% e 6%,

respectivamente.

Os pacientes P1, P7 e P15 apresentavam astenozoospermia (motilidade
progressiva <32%). Apesar de nenhum deles normalizarem esse parametro ao final
do estudo, houve um incremento nesse valor de 2% para 28% (P15) e de 12% para
17% (P14). Os pacientes P7 e P15 também apresentavam valores baixos de
motilidade total que ficou dentro dos limites normais no tempo T6 (>40). Comparando-
se esses a mediana desses parametros entres os tempos, houve um aumento

significativo da motilidade total, avaliada pelo espermograma convencional, e da
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motilidade progressiva, avaliada pelo método CASA. Ainda, o numero de

espermatozoides estaticos foi expressivamente menor ao final do T6 (Grafico 5.7;

Tabela 5.5).

Tabela 5.5 — Resultados dos espermogramas convencional e funcional e das analises de
motilidade pelo método CASA nos diferentes tempos do estudo

Variaveis TO - Basal T2 - 60 dias T4 - 180 dias Q2 P
(n=16) (n=15) (n=16)
Espermograma convencional
Volume (mL) 2 (1.5-3.8) 2.2 (1.7-3) 2.3 (1.9-3.5) 0.6 0.76
Contagem 141 (107-264) 196 (142-340) 177 (97-217) 3.2 0.58
(milhdes)
Concentracao
(milhdes/mL) 62.5 (23-134) 100 (60-117) 59.5 (29-111) 26 0.27
Motilidade (%)*
Total 58 (47-65) 56 (41-59) 65 (47-71) 6.8 0.03
Progressiva 39.5 (26-45) 31 (14-45) 37.5 (24-51) 45 0.11
Classificacao
OMS 1.5 (1-3) 2 (2-3) 3(1-5.5) 0.6 0.73
Espermograma funcional
Eosina (%) 76 (74-82) 79 (61-84) 85 (75-89) 0.2 0.92
POPE (%) 78 (68-85) 81 (72-91) 87 (77-93)
DABI (%) 60 (54-68) 54 (30-71) 58 (56-68) 1.0 0.71
DABII (%) 14 (11-20) 21 (9-23) 17 (11-20) 1.8 0.40
DABIII (%) 6 (3-10) 4 (1-11) 8 (5-11) 0.7 0.71
DABIV (%) 13 (11-19) 19 (13-26) 10 (9-24) 1.0 0.64
TBARS (ng/ml)  1444(1251-1829) 2051(1791-2408) 2350(1502-2542) 5.5 0.03
Meétodo CASA - “Computer-Aided Sperm Analysis”
VAP (um/s) 47 (36-57) 48 (27-57) 45 (40-50) 1.9 0.38
VCL(um/s) 72 (59-91) 77 (53-91) 68 (61-71) 3.0 0.22
VSL (um/s) 37 (28-47) 32 (22-48) 35 (31-40) 0.6 0.75
ALH (um) 5(3-7) 5 (3-6) 7 (7-8) 2.0 0.39
BCF (Hz) 28 (25-32) 27 (20-33) 29 (26-34) 2.0 039
Motilidade (%)
Total 52 (30-60) 55 (48-75) 52 (39-72) 1.9 0.39
Progressiva 22 (15-37) 13 (2-25) 26 (15-31) 6.6 0.04
Réapida 33 (22-53) 37 (4-44) 47 (29-60) 2.0 0.38
Lenta 32 (17-59) 27 (10-42) 48 (34-61) 0.5 0.78
Estatico 3 (0-44) 40 (4-52) 0 (0-0) 6.2 0.04

OMS: organizagdo mundial de saude; VAP (velocidade média da trajetéria), VCL (velocidade
curvilinea), VSL (velocidade em linha reta), ALH (amplitude do deslocamento lateral da cabeca); BCF
(frequéncia de batimento cruzado); Eosina (percentual de células com membrana integra); POPE:

método fast green/rose bengal (percentual de células com integridade acrossémica);

DAB

(diaminobenzidina) I-IV: classe | — 100%, Il > 50%; Il <50% e IV e auséncia de atividade mitocondrial,
respectivamente.; TBARS: substancia reativa ao &cido tiobarbiturico (mede peroxidagao lipidica). *
percentual de espermatozoides com motilidade normal.

Fonte: autoria prépria



74

Em relagdo as variaveis funcionais, houve um aumento no percentual de
células apresentando integridade membranar e acrossdmica (Tabela 5.5). No entanto,
essa diferenca nao foi estatisticamente significante (Tabela 5.5). Nao foi observada
diferenc¢a na propor¢ao entre os padrdes de classe de atividade mitocondrial (Tabela
5.5). Curiosamente, houve um aumento, significativo, na concentragcdo de TBARS
(P=0.03), indicando um maior indice de peroxidacao lipidica (Tabela 5.5).

Grafico 5.7 — Box-plots mostrando os resultados do padrdo de movimento dos
espermatozoides avaliados pelo (a) espermograma convencional e (b) pelo
método CASA nos diferentes tempos de estudo. TO, T2 e T4, tempos basal,
60 dias e 180 dias, respectivamente

* p=003 [ Total
o * * || Progressiva
= == ] Répida
24 ) - | Lenta
(@) [] Estética
a) 9 -
o | —_—
& (] 1 1
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= P=0.04
= P=0.04
(b) _ | ] T m— ]
= e | =
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TO (basal) T2 (60 dias) T4 (180 dias)

Fonte: autoria prépria

Com esse resultado, foi avaliada a motilidade e outros parametros funcionais e
dos espermatozoides. Interessantemente, foi observada uma correlagédo positiva entre
a motilidade progressiva e o DAB1, avaliada tanto pelo espermograma convencional
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quanto pelo método CASA (rho=0.5/ P=0.01 e rho=0.6/ P=0.01, respectivamente;

Grafico 5.8). Nenhuma oura correlagao foi encontrada entre essas variaveis.

Grafico 5.8 — Grafico de dispersdo mostrando a correlagao entre a motilidade progressiva, e
nao total, e DAB classe 1 tanto pelo (a) espermograma convencional quanto

pelo (b) método CASA
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Fonte: autoria prépria
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6. DISCUSSAO
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Com um meétodo dietético e ndo invasivo, os pacientes alcangaram excelente
resultado de perda de peso (superior a 15%), o que dificilmente se alcanga com
intervencdes  dietéticas  hipocaléricas  convencionais'?®> e/ou  tratamentos
medicamentosos’?. A melhora significativa dos parametros antropométricos,
hormonais e metabdlicos é semelhante ao que observamos nos diversos estudos em
que o0s pacientes apresentaram perda de peso significativa apds procedimento
cirdrgico bariatrico'®.

Além da redugéao significativa de gordura total e visceral, observou-se uma
reducdo de massa livre de gordura predominantemente no primeiro més do
tratamento, periodo em que os pacientes se encontram em cetose. Nos meses
subsequentes, 0 MME se manteve estavel até o final do estudo, correspondendo a
uma reducdo de aproximadamente 2,6% do peso total. Estes resultados foram muito
semelhantes ao que ja havia sido descrito’® e demostram uma importante
manutencdo de massa magra, diferente do que ocorre em outras intervengdes de

reducdo de peso'?S.

A reducao menos expressiva do RCQ no primeiro més, poderia ser explicada
pela redugdo do MME, que costuma reduzir a circunferéncia de quadril. Entretanto,
embora a RCQ seja um parametro inversamente relacionado a sindrome metabdlica,
risco de diabetes e doenga coronariana'?’, é possivel que neste grupo de pacientes
com reducao crénica dos niveis de testosterona, a deposi¢cdo de gordura periférica
com padrao ginecoide aumente a circunferéncia de quadrii dando uma falsa
impressao de RCQ pouco inadequada. Com a reducao de peso e elevagao dos niveis
de testosterona, observamos uma melhor adequagdo de estrutura corporal que
poderia ser mais bem demostrada pela relacdo da cintura escapular/pélvica, do que
pela RCQ.

Os resultados observados nos parametros hormonais apds a intervencao,
sdo semelhantes aos observados em estudos prévios °': 92, Entretanto, de acordo o
European Male Aging Study, redugdes de peso inferiores a 15% tiveram incremento

pouco expressivo de testosterona, com elevacido média de 58 ng/dL®'. Em nosso
estudo, € notavel que a elevagao significativa de testosterona ocorre logo no primeiro
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més, aumentando de 281+122.6 (T0), para 437.6+172.5 (T1), momento em que a
meédia de perda de peso ainda era inferior a 10% (8.612.4%) do peso total.
Observamos que concomitantemente (entre os periodos TO e T1) ocorreu reducao
importante de resisténcia insulinica representada por HOMA IR (de 7.2+3.6, para
2.1t1), elevacao significativa do SHBG (de 26.3+13.8, para 40.4£15.8) e reducéao
abrupta dos niveis de triglicerideos (de 195.5+80.1, para 96.7+24.7).

Interessantemente, a variacdo maxima entre 0s niveis séricos destes
parametros mencionados ocorre justamente no primeiro més, sugerindo que uma
intensa mobilizacao de gordura hepatica favoreca a producédo de SHBG pelo figado,
com consequente adequacdo da regulagao entre as fracées de TL e da ligada a sua
globulina carreadora. Como aparente resultado deste processo, a TL apresenta
elevacgao significativa apenas no final do estudo, semelhante ao que ja se demonstrou
também com cirurgia bariatrica'?®. Este resultado parece bem interessante, uma vez
gue se sugere que o SHBG tenha efeitos metabdlicos que vao além do simples ajuste
da testosterona biodisponivel?’. Bhasin et al. demonstraram que os niveis de SHBG,
foram independentemente associados com diabetes e SM apds ajustes para idade,
adiposidade e comorbidades '2°. Do ponto de vista de protecdo metabdlica, a elevagédo
do SHBG parece ter efeito protetor t4o ou mais importante do que a propria

testosteronas0: 131,

Ao contrario do que se espera quando se pensa em hipogonadismo
hiperestrogénico associado a obesidade, nossos pacientes tinham niveis de E2 dentro
dos valores de referéncia laboratorial, e apresentaram discreta elevacao dos niveis de
E2 apds a reducdo de peso. Isso também j4 havia sido mencionado em outros
estudos, uma vez que, quanto maior o grau de obesidade e menor o nivel de TT, os
niveis de E2 reduzem, independente do aumento da aromatizacao de testosterona em
E2 pelo tecido adiposo'2. Quando fazemos uma relagdo entre o nivel de TT e E2
(TT/E2), observamos que este mecanismo de aromatizagdo excessiva foi atenuado

ou corrigido, subindo de 10.9£5.6, para 15.5+4.8 em TO e T4, respectivamente.

Embora nem todos os pacientes do estudo tivessem diagnéstico de
hipogonadismo, fica evidente que todos apresentavam alguma disfuncdo do eixo
gonadotroéfico, uma vez que todos apresentaram elevacao significativa dos niveis de
testosterona superior a 50%, mesmo com o nivel basal considerado 6timo. Isso seria

esperado, uma vez que sabemos que os pacientes obesos se encontram em um
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estado de inflamacao crénica de baixo grau e a redugéo de peso poderia reverter este
processo'33. Entretanto, em nossa andlise de citocinas inflamatérias nao foi possivel
confirmar esta hipdtese. Ao contrario, observamos um discreto aumento, nao
significativo estatisticamente, dos niveis de TNF alfa entre os tempos TO e T1 e
discreta reducdo em T4, entretanto se mantendo um pouco acima do nivel basal. Por
outro lado, a IL-10 que poderia ser considerada como citocina de efeito
antinflamatério'34, apresentou o mesmo padrdo de variagédo ao longo do estudo, com
discreta elevacao dos seus niveis entre os tempos TO e T1 e reducdo em T4, se
mantendo um pouco acima de valor de referéncia. Nao encontramos variacao entre
as outras citocinas dosadas (IL-4, INF gama, IL-1beta) e ndo foi possivel realizar a
dosagem de IL-6.

Outro fator que poderia nos ajudar a entender o efeito da reducao de peso
sobre a melhora tao significativa dos parametros hormonais e metabdlicos seria a
dosagem de adipocinas, uma vez que se espera a resolugédo da disfungéo do tecido
adiposo com a redugéo significativa de peso. Entretanto, ndo foi possivel realizar estas
analises neste momento. Além do ajuste dos niveis de adiponectina e leptina,
poderiamos esperar que outros fatores de transcricdo do tecido adiposo poderiam
apresentar alteracdo apés a reducéo de peso, estimulando a biogénese mitocondrial
e reduzindo estresse oxidativo'®®. Desta forma poderiamos verificar se a redugao do
estresse oxidativo € a chave para a adequacdo dos parametros metabdlicos e
hormonais observada em nosso estudo® 136, Realizamos a andlise de peroxidagéo
lipidica estresse induzido (TBARS) com a dosagem de MDA no soro dos pacientes.
Contudo, ndo observamos a melhora esperada. Ao contrario, observamos tendencia
a elevacao do TBARS ao longo do estudo, mas sem relevancia estatisticamente
significativa.

Embora seja dificil entender estes resultados, é possivel que a mobilizacdo dos
POPs do tecido adiposo para a circulagdo possa ser responsavel por esta alteracao,
umavez que o TA tem efeito protetor em relacéo a estas substancias, conhecidamente
lipofilicas, visando manté-las longe de 6rgaos alvo'®. Contudo, apds grande reducéo
de peso, observa-se um importante incremento de concentracdes de poluentes no
plasma™’. Em um estudo de Kim et al., todos os individuos submetidos a perda de
peso apresentaram melhores parametros metabdlicos. Entretanto, aqueles que

apresentaram os maiores niveis séricos de POP apresentaram um atraso na melhoria
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desses parametros, sugerindo que os POPs podem neutralizar os efeitos positivos da

perda de peso 138,

Em relagdo a analise seminal encontramos varios resultados interessantes.
Houve uma tendencia a piora dos parametros seminais entre os tempos TO e T2, o
que poderia ser esperado, uma vez que 0s pacientes se encontravam em etapa ativa
da dieta, em cetose. Posteriormente, observamos uma tendencia a melhora dos
parametros seminais, com resultados muito préximos ao que encontravamos no inicio
do nosso estudo. Foi possivel ainda observar uma discreta, mas significativa, melhora
nos parametros de motilidade total e progressiva, e uma reducdo expressiva de

espermatozoides estaticos ao final do estudo.

Diferente do esperado, a dosagem de MDA evidenciou piora progressiva da
peroxidacao lipidica nas amostras seminais. Por ndo termos um resultado da analise
de antioxidantes nessas amostras, nao € possivel concluir se estes sistemas eram
insuficientes ou se algum outro motivo levou ao aumento do estresse oxidativo.
Entretanto, vale mencionar que entre TO e T1 a quantidade de espermatozoides
imoéveis aumentou muito e reduziu significativamente no T4. E possivel que esse
aumento na producdo de EROs esteja relacionado a melhora significativa no
percentual de espermatozoides mdveis, uma vez que estes sdo subprodutos do
processo fisioldégico de motilidade espermatica como mencionado anteriormente®®.
Por fim, ndo sabemos se a piora dos indices de TBARS induziu de lesdo ao DNA, pois
nao foi possivel realizar a pesquisa de fragmentacao de DNA.

Analisando os casos individualmente, os resultados mais expressivos foram
demostrados nos pacientes que tinham o maior peso ao inicio do estudo e com pior
analise seminal inicial (P7 e 15). O P15 apresentava oligospermia e astenozoospermia
no inicio do estudo. Aos 6 meses, havia reduzido 46 kg e apresentava melhora
progressiva da contagem e concentracdo de espermatozoides com reversao da
oligospermia, normalizagdo da motilidade total (>40%) e com melhora importante da
motilidade progressiva de 2% em TO para 28% em T4, mas sem alcangar o padréo
considerado normal (VR>32%). Em relacao a morfologia, o P15 manteve morfologia
abaixo do percentil 5 da normalidade durante todo o estudo.

Resultado semelhante foi observado com o P7, que iniciou o estudo com
contagem total de 16 milhdes de espermatozoides, valor muito proximo a oligospermia
(<15 milhdes), e ao final do estudo apresentava 32 milhées. Ao longo do estudo, esse
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paciente normalizou os parametros de motilidade total e apresentou melhora da
motilidade progressiva; porém ainda longe do padrao considerado normal (T0: 12%;
T4: 17%). Contudo, o paciente P7 obteve melhora significativa da morfologia,
evoluindo de 1 para 9% (VR<4%). Vale ressaltar que a principal diferenca entre os
pacientes P7 e P15 é a faixa etaria, sendo o P15 o paciente mais jovem e o0 P7 o

paciente mais velho do estudo (24 e 48 anos, respectivamente).

Dois pacientes (P9 e 16) tiveram diagnostico estabelecido de infecgéao pelo
SARS-CoV-2 ao final do estudo. Embora tenham tido quadros leves da doenca, nos
chamou a atencao o fato de que ambos apresentaram piora da analise seminal final
(T4), diferente do que foi observado nos outros pacientes. O paciente P9 reduziu
principalmente a contagem total de espermatozoides (de 194 para 108 milhdes), e
teve discreta reducao da motilidade progressiva, mas ainda dentro do parametro
considerado normal. Ja o P16, apresentou uma reducédo importante da motilidade
progressiva, evoluindo de um basal normal (55%) para 24%, sendo este resultado
considerado anormal para motilidade progressiva (VR>32%). Nao sabemos se o
quadro infeccioso pode ter sido a causa das alteragbes encontradas, entretanto,

resultados semelhantes foram demostrados recentemente39 .

Quando comparamos nossos achados seminais relacionados a reducéo
significativa de peso, aos descritos na literatura observamos que, embora pouco
expressivo, € um resultado animador. Um estudo recente realizado na mesma
instituicao, e portanto com uma populagdo semelhante a nossa do ponto de vista
demografico, demostrou uma piora significativa em varios dos parametros seminais
avaliados apds 6 meses da intervencdo cirlrgica para perda de peso'°. Neste estudo,
17 pacientes foram submetidos a cirurgia bariatrica. Entre as andlises realizadas, os
autores observaram aumento do nimero de pacientes oligospermicos (de 2 para 7) e
astenozoospermicos (de 0 para 2). Além disso, observou-se piora significativa de
contagem total e concentracédo de espermatozoides, e piora, porém, sem significancia
estatistica, das motilidades total e progressiva. Resultados semelhantes foram
descritos por um outro grupo, que avaliou prospectivamente 40 pacientes no estudo
BARIASPERM 91, Neste estudo, eles mantiveram o acompanhamento além dos 6
meses, e observaram piora ainda mais evidente ao final de 12 meses. Estes
resultados chamam a atengdo e nos remetem aos relatos de caso publicados em

2005700 ¢ 2012%, em que os pacientes submetidos a cirurgia bariatrica recebessem
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orientacdo para armazenamento de material seminal, caso evoluissem para
infertilidade ap6s o procedimento cirdrgico. Esta abordagem nédo parece pertinente,
dado que este material armazenado provavelmente sera portador de diversas
anomalias, como demonstrado por Donkin e col''. Estes autores avaliaram o
metiloma de espermatozoides de humanos e encontraram mais de 9 mil genes
diferencialmente metilados entre homens magros e obesos. Os autores identificaram
alteracdes profundas no perfil de metilagdo de genes implicados no controle central
do apetite, além de outros genes relacionados ao metabolismo e a obesidade.

Ao longo dos ultimos 5 anos, algumas revisdes sistematicas e meta-analises
avaliando relagéo da reducao de peso por cirurgia bariatrica e os parametros seminais
foram publicadas. Em 2018, Wei e et al. concluem que os efeitos da cirurgia bariatrica
em relacdo aos parametros seminais ainda sao incertos®, e Lee et al. *2em 2019
concluem que nao houve melhora na qualidade e na fungao dos espermatozoides nos
estudos incluidos em sua meta-analise %: 43144 Em 2021, um novo estudo de reviséo
sistematica e metanalise avaliou a fertilidade de homens e mulheres apds cirurgia
bariatrica, onde os autores concluiram que tal procedimento efetivamente melhora os
resultados de fertilidade 24, Contudo, nesta analise foram incluidos 3 estudos'0': 144
145 que avaliaram os parametros seminais, onde foi encontrado apenas melhora da
morfologia espermatica apds 12 meses da cirurgia bariatrica. Ndo houve evolugéo nos
outros parametros avaliados como volume, contagem total, concentracao e motilidade
dos espermatozoides. Nesta mesma meta-analise de 2021 foi excluido o estudo
BARIASPERM com a finalidade de reduzir a heterogeneidade amostral. Com isso as
analises envolvendo o volume e motilidade espermatica também mostraram um
resultado com melhora significativa dessas variaveis '?*. Um dos estudos que
permaneceu na meta-analise foi o de Fariello'*® et al. que avaliaram 15 homens
obesos submetidos a cirurgia bariatrica na cidade de Sao Paulo, onde foi observada
melhora significativa de praticamente todos os parametros avaliados. Além da analise
seminal convencional, este estudo também avaliou marcadores de funcgao
mitocondrial por DAB, peroxidacéo lipidica estresse induzido com dosagem de MDA
e fragmentacdo de DNA pelo método do COMETA. A melhora observada foi
prospectiva entre os tempos 0, 3 meses, 6 meses e 1 ano, sendo evidente j4 aos 3
meses do estudo'#®. Esses resultados sdo diferentes do observado por Legro et al.
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em 2015'%4 que observou tendencia a piora dos parametros apés 3 meses da

intervencao.

Um estudo espanhol publicado em agosto deste ano, avalia 12 pacientes
submetidos a cirurgia bariatrica e observa uma tendéncia a piora de todos os
parametros de andlise seminal convencional, que é significativa apenas em relacao a
morfologia. Os autores concluem que os efeitos da cirurgia bariatrica sobre a
fertilidade masculina sao limitados, ou possivelmente deletérios, ao menos a curto e
médio prazo '¥6. Muito recentemente, Gao et al. conseguiram agregar um maior
numero de estudos em sua meta-analise, onde foram incluidos nove estudos com um
total de 218 pacientes, em um seguimento mais prolongado que variou de 6 a 24
meses. Os autores ndo observaram melhora em nenhum dos parametros seminais

convencionais'4’.

Frente a resultados tao variados como os descritos acima, o que parece evidente
€ que existam uma série de fatores individuais, e ainda pouco conhecidos, que
possam estar relacionados a boa resposta dos parametros seminais apés a redugao
significativa de peso. Entre estes fatores, podemos destacar o estilo de vida, o0 uso ou
o abuso de substancias’? 48, o aporte nutricional’*® e a exposicao aos téxicos

disruptores’®?, bem como as variagdes genéticas 151 152 153
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7. CONCLUSOES
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Em conclusao, o tratamento nao invasivo a base de dieta cetogénica de muito
baixa caloria promoveu reducdo de peso com ajustes hormonais e metabdlicos

similares ao tratamento cirurgico bariatrico.

Referente a parametros seminais a redugédo de peso conservadora, promovida
pela dieta VLCK, trouxe beneficios como incremento da motilidade total e motilidade
progressiva, sugerindo que esta abordagem pode ser promissora também no ambito

da fertilidade masculina.
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APENDICE A — Caracteristicas clinicas e antropométricas dos pacientes nos diferentes
tempos do estudo.

Idade Altura Peso* Tempo Peso Circ.  Circ. Gord. Gord.
IMC RC MME
(anos) (cm) (g) (dias) (kg) Umbil Quadril Q Corporal Visceral

32 180 3600 basal 1239 382 124 127 097 46,1 355 186,3
30 1104 341 118 122 0,93 45 29,2 1483
60 1064 328 114 1165 092 442 274 132,6
90 1002 309 09 43,1 254 131,6

180 1023 31,6 109 1145 091 44,6 24,5 121,3

32 173 3800 basal 1278 427 1355 1255 1,02 43,1 419 240,2

30 1174 38,1 1 422 38,1 2143
60 1069 357 1265 1185 097 39,8 353 188,2
90 1014 338 0,95 39 33,1 166,7

180 101,8 34 117 114 094 31,7 29,2 156
42 180 2700 basal 1026 31,7 122 120 0,94 39 32,6 1604

30 919 28 092 36,5 29,6 142,1
60 852 263 1045 108 09 355 25,8 121
90 799 246 0,88 34,7 222 99,8

180 783 242 88 105 0,87 354 19,6 97.3

35 182 5000 basal 147,1 444 146 140 1,07 41,2 50,9 2942
30 1362 41,1 134 136 1,03 40,1 48,1 2495
60 1257 38 122 130 0,99 39,2 447 2283
90 120 362 1195 127 097 393 41,7 2044
180 106 32 109 121 094 38,7 34,8 160,3

180 3200 basal 110 34,1 115 120 0,98 36,6 41 191,6
30 97 30,1 0,95 353 355 151,5
60 90,7 28 0,93 34,5 31,7 1345
90 86 26,5 100 0,98 338 293 121,5

180 83 263 100 1105 09 348 272 121,9
40 175 4750 basal 1153 376 117 117 098 44,6 33 161,1
30 1066 348 1145 116

60 1032 337 1105 1155 094 44,6 24,6 110,1
90

180 98 32 1095 1135

48 175 2900 basal 149,1 48,7 146 1425 1,09 41,6 50,2 274,1

30 1343 439 1,09 38,5 48,8 2533
60 1275 41,6 1295 132 1,04 38,2 46 2154
90 119 389 1,02 38 425 199,7

180 1143 373 115 125 1,04 38 399 178,2
44 176 3900 basal 129,7 419 137 132 1,04 40,6 45,2 241,1
30 123 39,7 121 124

60 1126 363 116 0,99 39,2 38,7 184,6
90 1102 356 113 119 0,98 40,8 349 168,7
180 120 385 118 117 1 45,8 34,3

e <Be e lie le N BN B BN o) e Nie) Wi Wi e) WLV, IRV, IRV, IRV, BV R = T = = " ANV I VS S S S US T O T \O I (O R (O I (O R

IMC: indice de massa corpérea; Circ: circunferéncia; RCQ: relagéo cintura e quadril; MME: massa
musculo esquelética; Gord: gordura.
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APENDICE A — Continuagao.

Idade Altura Peso* Tempo Peso Circ.  Circ. Gord. Gord.

(anos) (cm) (g) (dias) (kg) MC Umbil Quadril RCQ  MME Corporal Visceral
9 40 188 3150 basal 1195 338 124 116,7 096 394 409 208,1
9 30 108,8 308 093 37,6 37.8 1804
9 60 1016 288 1105 109,5 092 36,9 34,6 156,7
9 90
9 180 1005 282 38,2 31,8 1553
10 36 168 3120 basal 949 336 113 116 098 32,7 39.3 156,6
10 30 87,6 31 116 116 097 31,3 36,9 140,7
10 60 81,2 295 977 1105 095 29,5 353 1228
10 90 754 267 89 107 093 29,2 30,8 1039
10 180 78 27,6 86 103,5 0,88 29,6 255 72
11 41 176 3700 basal 1047 338 122 120 097 394 349 186,7
11 30 91,7 296 111 110 093 36,2 31,1 151,8
11 60 873 282 093 36,8 259
11 90 101 103
11 180 89 28,7 095 38,3 252 94,9
12 33 185 3190 basal 1482 433 139 136 1,01 45,6 46,1 2679
12 30 136,1 398 133 1335 099 423 45 231
12 60 122,1 357 1255 126 40,3 412 185,5
12 90 125 126
12 180 99 289 104 1125 099 379 32 1374
13 29 185 3200 basal 1346 393 1295 131 097 45,1 40,8 2146
13 30
13 60 1,06 41 34 1639
13 90
13 180 1124 328 114 121 1,06 42,1 334 166,8
14 39 188 3200 basal 1333 37,7 124 126 0,96 48,1 36,2 202,3
14 30 1197 339 118 126 1 453 328 162,3
14 60 1104 31,2 107 119,7 091 46 26,1
14 90 1023 289 0,87 448 22,1 101,1
14 180 949 269 985 1065 0,88 43,6 18,5 834
15 24 181 3950 basal 1658 506 140 136 1,06 44 52,8 3184
15 30 159,7 48,7 118 126 1,16 435 522 2318
15 60
15 90 429 1,16 39 50,6 2253
15 180 1187 362 114 121 1,08 37,7 433 190,6
16 29 186 4900 basal 151,3 43,7 140 137 1,15 475 45,5 2778
16 30 1405 40,6
16 60 1275 369 1,09 46,7 36,9
16 90 1224 354 0,99 454 353
16 180 1203 348 116,5 122 1,05 443 354 172,8

IMC: indice de massa corpérea; Circ: circunferéncia; RCQ: relagdo cintura e quadril; MME: massa
musculo esquelética; Gord: gordura.
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APENDICE B — Dados bioquimicos dos pacientes nos diferentes tempos do estudo.

Tempo Glicemia Insulina Trigic. HDL  LDL HBAIC AST ALT GGT Ferritina

D dias) (mgdl) UL TOMA (mgldL) (mgidL) (mgldl) (%) (UIL) (UIL) (UL) (ug/L)
1 basal 98 29,3 7,1 280 39 152 5,7 39 22 36 228
1 30 79 6 1,2 138 29 102 25 37
1 60 88 8.4 1,8 123 33 145 5.1 19 40 147
1 90 85 13 2,7 113 32 104 5.1 13 17 13 173
1 180 84 19,7 4,1 110 45 48 17 16 16 157
2 basal 106 4473 11,6 286 34 126 5,9 70 36 105 829
2 30 84 187 27 128 30 62
2 60 92 13,1 3 209 22 131 48 20 33 34 519
2 90 97 12,1 2,9 157 32 126 5,1 42 21 36
2 180 80 224 44 177 43 144 49 19 26 47 392
3 basal 86 22,1 4,7 260 43 163 5,6 49 26 30 167
3 30 80 5 1 113 26 93 5,6 17 16 13 291
3 60 78 39 0,7 98 43 101 5,3 18 16 10 288
3 90 89 6 1,3 98 47 139 5.1 14 16
3 180 87 8.5 1,8 86 52 161 5,3 17 16 11 218
4  basal 98 36 8,7 378 34 110 54 36 25 120
4 30 85 20 472 123 28 84 48 27 40 35 145
4 60 74 11,6 2.1 115 28 79 49 22 29 29 89
4 90 81 12 24 91 31 81 49 23 27 68
4 180 86 11,7 2.5 210 36 81 5,1 14 20 50 90
5  basal 104 17 44 240 42 200 5,7 42 59 131 370
5 30 80 54 1,1 86 33 84 52 21 25 18 348
5 60 93 43 1 66 33 97 5.1 20 24 17 307
5 90 83 4.6 0,9 68 38 120 54 17 26
5 180 99 6,5 1,6 64 50 140 5.1 19 27 34 257
6 Dbasal 101 26,6 6,6 171 42 142 54 32 67 28 821
6 30 88 13 2.8 87 37 108 5.5 15 22 534
6 60 80 14,6 2.9 73 37 106 5 13 16 11 504
6 90
6 180 91 09,4 15,6 98 54 119 49 33 29 18 613
7  Dbasal 78 21,9 42 135 32 91 54 33 45 18 129
7 30 81 10,9 2,2 64 32 55 5 35 49 11
7 60 82 13,1 2,6 42 36 51 49 23 24 10 61
7 90 64 99 1,6 72 38 72 48 41 37 69
7 180 88 7,7 1,7 58 43 65 22 16 8 63
8  basal 84 194 4 228 54 106 6,1 22 26 73 423
8 30 92 12 2,7 92 36 105 5,5 21 42 24
8 60 82 6,9 14 70 41 101 5,3 16 28
8 90 92 11,2 2.5 98 40 90 52 14 16 394
8 180 88 30,9 6,7 105 58 88 52 17 16 32

Trigli: triglicerideos; HDL/LDL: lipoproteina de alta/baixa densidade; AST: aspartato aminotransferase;
ALT: alanina aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; HBA1C: hemoglobina glicada.
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APENDICE B — Continuagao.

Tempo Glicemia Insulina Trigic. HDL  LDL HBAIC AST ALT GGT Ferritina

(dias) (mg/dL) (U/mL) " OM (mgldL) (mgdL) (mg/dL) (%) (U/L) (U/L) (ULL) (ug/L)
9  Dbasal 90 18 4 162 31 126 5,5 18 23 44 499
9 30 89 91 30 106 5.1 12 12 14
9 60 91 16 3,6 115 36 101 5 12 18 15 465
9 90
9 180 o4 30,9 72 114 42 104 54 19 19 15 321
10 basal 99 43,6 10,6 112 50 130 5,9 67 172 46 657
10 30 80 114 23 99 38 83 52 52 107 24
10 60 88 18,8 2,5 95 42 97 5,1 26 42 19
10 90 76 88 42 103 49 18 23
10 180 93 21,2 4.8 64 49 86 5 15 18 12 185
11 basal 101 49,9 124 146 40 134 5,7 35 79 36 345
11 30 73 58 1 56 46 95 4.8
11 60 90 174 3,9 78 52 155 4.8 23 49 30
11 90 88 6,8 1,5 57 52 134 5 23 29 28 223
11 180 85 8,9 1,9 110 49 133 5,1 26 25 22
12 basal 87 64,1 13,7 231 35 145 5,7 47 98 114 1247
12 30 90 12,8 2,8 90 34 101 5,1 140 159 56
12 60 84 14 2,9 104 36 125 5 31 64 67 858
12 90 60 96 72
12 180 98 8.9 2,2 58 42 148 52 20 47 41 773
13  basal 83 153 3,2 113 40 127 52 23 43 36 321
13 30 &9 15,7 3,5 101 30 69 66 85 106 1054
13 60 &0 103 85 36 117 5 12 23 20 310
13 90
13 180 91 11,7 2,6 113 39 130 52 19 37 28 284
14 Dbasal 115 9 2.5 77 46 112 6,2 13 12 18 165
14 30 83 6 1,2 75 35 51 5,7 16 13 9 357
14 60 94 25,1 58 91 39 65 5.1 14 11 7 332
14 90 108 8 2,1 59 45 80 5,5 14 13 8 221
14 180 84 52 1,1 61 56 81 54 11 10 10 198
15 basal 87 32,8 7 148 39 106 52 17 34 42
15 30
15 60 85 129 2,7 143 28 67 5 18 29 33
15 90 77 16,9 3,2 149 27 77 52 21 40 41 209
15 180 74 54 1 o4 34 70 5,1 35 16 26
16 Dbasal 89 48 8 10,7 161 42 119 5 38 60 139 407
16 30 80 10,2 2 91 30 68 35 43 68
16 60
16 90 85 15 3,1 93 34 88 52 29 39 47 354
16 180 83 17,7 3,6 68 48 82 5 30 46 55 265

Trigli: triglicerideos; HDL/LDL: lipoproteina de alta/baixa densidade; AST: aspartato aminotransferase;
ALT: alanina aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase; HBA1C: hemoglobina glicada.
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APENDICE C — Parametros testiculares e hormonais dos pacientes nos diferentes tempos
do estudo.

D Tempo Volume_TD Volume_ TE TT TL TT/E? SHBG E2
(dias) (cm3) (cm3) (ng/dL)  (pmol/L) (nmoVL)  (pg/mL)

1 basal 20,1 18,1 195 201 8 124 239
1 30 349 11 28 33
1 60 221 180 7 227 30,6
1 90 286 28
1 180 333 285 9 22,1 35,9
2 basal 139 139 350 225 10 37,6 34,7
2 30 623 366 16 48,8 39,3
2 60 630 367 19 49,5 333
2 90 388 218 15 46,8 254
2 180 614 388 20 438 30,7
3 basal 234 23 286 243 7 21,8 38,9
3 30 374 2182 12 44 30
3 60 314 173 10 46,6 304
3 90 502 283 14 49 37
3 180 414 279 24 36 17
4 basal 153 11 136 131 5 144 25,7
4 30 285 235,7 12 23 24
4 60 186 138 7 26,8 252
4 90 288 214 17 283 17
4 180 291 216 11 28,5 26,9
5 basal 22 83 141 8 9 17
5 30 307 229 14 284 212
5 60 322 264 18 24 17,5
5 90 315 235 19 28,6 17
5 180 289 269 16 17,7 18,6
6 basal 25,8 29,5 420 313 15 304 274
6 30 420 293,6 14 34 31
6 60 502 325 40
6 90
6 180 392 309 15 27 26,3
7 basal 20,1 19,6 464 272 9 45,6 54
7 30 530 299 13 49,5 41,7
7 60 647 309 12 64,5 522
7 90 534 257 614
7 180 574 326 15 50 38,9
8 basal 10,2 10,2 252 166 8 33 29,8
8 30 324 2234 33
8 60 296 207 31,8
8 90 311 267 17 21,6 184
8 180 625 425 39,5

TD/E: testiculos Direito/esquerdo; TT: testosterona total; TL: testosterona livre; SHBG: globulina
ligadora dos hormonios sexuais; E2: estrogénio.



APENDICE C - Continuagao.

D Tempo Volume_TD Volume_ TE TT TL SHBG E2
(dias) (cm3) (cm3) (ng/dL)  (pmol/L) (nmol/L) (pg/mL)
9 basal 12,2 11 440 273 16 41,1 28
9 30 725 28 52 26
9 60 853 545 478
9 90
9 180 529 356 16 38,2 33,5
10 basal 274 16,7 330 217 19 35,8 17
10 30 522 264 17 57,1 30,6
10 60 388 227 23 441 17
10 90 535 268 58,1
10 180 411 261 19 39,5 21,7
11 basal 685 294 31 754 2272
11 30 818 235 120,5
11 60 1069 398 26 97,7 40,8
11 90 567 253 13 68,2 435
11 180 863 374 21 778 41,6
12 basal 13 13,1 189 162 6 19,8 29,8
12 30 273 186 6 32,6 47,7
12 60 322 184 8 444 413
12 90
12 180 317 253 252
13 basal 20,8 17,7 240 205 11 20,8 21,6
13 30 439 246 16 48 28,3
13 60 496 385 29,6
13 90
13 180 397 338 13 233 30,7
14  basal 226 2373 19 12 12
14 30 301 230,6 30 27 10
14 60 250 182 12 28,6 20,1
14 90 190 143 24 26 8
14 180 319 268 227
15  basal 59 7 129 130 3 12,5 41,5
15 30
15 60 189 221 7.7
15 90 152 172 3 85 45,1
15 180 192 191 13,8
16 basal 17,8 19,1 196 172 7 19,1 28,9
16 30 270,2 9 21 28,6
16 60
16 90 221 186,8 10 21 22
16 180 230 210 9 17,7 26,9

TD/E: testiculos Direito/esquerdo; TT: testosterona total; TL: testosterona livre; SHBG: globulina
ligadora dos horménios sexuais; E2: estrogénio.
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APENDICE D - Valores dos marcadores de inflamagéo e de peroxidacéo lipidica (TBARS)
dos pacientes nos diferentes tempos do estudo.

D Tempo TNF-a Interferon  Interlceucina-1 Interleucina-4 Inerleucina-10 TBARS
(dias)  (pg/dL) (pg/dL) (pg/dL) (pg/dL) (pg/dL) (ng/10° ™)
1 basal 4,27 0,83 0,5 3,29 7,69 46,59
1 60 3,5 0,98 0,45 3,29 4,27 43,96
1 180 2,61 0,98 0,5 3,29 3,09 48,7
2 basal 9,03 0,83 0,5 2,38 248 62,86
2 60 5,34 0,83 045 2,38 2,28 46,18
2 180 3,13 0,83 045 2,38 1,55 42,96
3 basal 4,82 1,13 0,5 3,29 2,28 44,52
3 60 4,82 1,13 045 3,29 3,29 41,67
3 180 3,39 0,98 0,45 2,38 1,72 4947
4 basal 294 0,98 0,5 3,29 2,48 50,18
4 60 8,27 1,13 0,58 3,29 3,5 39,14
4 180 3,76 1,13 0,54 3,29 3,29 44.64
5 basal 6,12 1,13 0,5 3,29 2,48 41,92
5 60 10,92 1,13 0,5 2,38 2,68 31,66
5 180 4,7 0,83 045 1,72 1,55 42,11
6 basal 448 0,83 045 3,29 248 61,155
6 60 3,5 0,83 0,5 2,38 2,28 39,57
6 180 6,12 0,83 045 1,19 4,27 34,21
7 basal 8,77 1,29 0,54 9,17 3,29 37,53
7 60 6,47 1,29 0,63 7,26 3,76 30,37
7 180 6,29 146 0,63 9,17 3,76 21,25
8 basal 2,94 0,98 045 2,77 248 37,25
8 60 294 0,83 045 4,27 1.9 35,33
8 180 6,47 0,98 0,54 4,27 2,28 43,06
9 basal 4,48 1,21 0,56 3,29 448 27,6
9 60 6,47 1,63 0,72 7,26 4 34,05
9 180 6,66 8,15 0,5 3,29 6,29 38,31
10 basal 3,29 0,83 0,54 2,38 248 33,58
10 60 3,62 1,13 0,54 3,29 2,09 36,84
10 180 52 1,13 0,58 4,27 248 31,53
11 basal 5,13 0,83 045 2,38 248 37,15
11 60 9,72 0,83 0,5 2,38 2,68 584
11 180 6,47 0,98 0,54 3,29 2,68 1254
12 basal 5,63 1,13 0,58 4,27 3,5 34,1
12 60 4,18 1,46 0,5 3,29 2,88 48,16
12 180 3,69 1,46 0,5 2,38 2,28 3647
13 basal 2,48 1,13 045 3,29 2,09 4225
13 60 5,79 1,13 0,5 1,72 2,88 28,19
13 180 6,56 0,83 045 1,72 2,09 30,25
14 basal 35 09 0,54 2,38 3,76 34,1
14 60 4,09 1,46 0,63 5,79 2,88 50,83
14 180 4 0,98 0,5 3,29 2,09 50,6
15 basal 6,47 0,98 0,5 3,29 248 37,87
15 60 8,03 0,98 0,5 2,38 248 1749
15 180 4,7 0,83 0,45 3,29 2,09 38,89
16 basal 6,56 0,83 0,63 4,27 248 56,33
16 60
16 180 3,62 0,83 0,45 2,38 1,9

TNFa: fator de necrose tumoral alfa; TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico.



109

APENDICE E — Espermograma convencional e funcional dos pacientes nos diferentes
tempos do estudo.

Tempo Mot. T Mot. P Cont. Conc. M TBARS Eosina POPE DAB DAB DAB DAB

ID OMS
(dias) (%) (%) (10° (10°/mL) g/10°°) (%) (%) 1(%) (%) 1 (%) IV (%)

1  basal 23 12 110 73 1

1 60 21 8 107 63 2 258147 54 54 21 11 14
1 180 15 8 188 75 1

2 basal 56 32 158 79 5

2 60 65 49 130 65 7 1791,32 84 97 75 11 1 13
2 180 80 56 210 1399 4 1502,24 85 84 56 17 16 11
3  basal 62 45 408 204 5

3 60 58 45 415 166 2 2311,66 79 86 71 9 1 19
3 180 62 37 414 207 1

4  basal 53 37 855 19 0 1251,70 88 87 54 20 10 16
4 60 59 31 31,8 10,6 2 1791,32 89 76 58 28 4 10
4 180 79 55 190 442 3 1444.42 81 49 57 8 11 24
5 basal 60 45 332 221 1 1405,88 82 82 64 20 3 13
5 60 48 35 0 84 68 49 21 4 26
5 180 70 50 225 150 4 2350,21 73 77

6  basal 70 42 125 50 3 1193,89 74 87 59 23 5 13
6 60 60 45 2

6 180 67 50 540 90 4

7  basal 38 12 16 16 1 1791,32 71 96 54 21 4 21

7 60 15 3 6 6 0 2408,02 67 96 28 23 27 22
7 180 42,2 174 345 23 9

8  Dbasal 48 27 107 71 3 1232,43 75 75 9 3 13
8 60 41 14 3 1136,07 61 30 6 9 55
8 180 58 34 864 43,2 3

9  basal 66 46 194 97 2 943,35 75 84 76 19 2 3

9 60

9 180 65 38 108 60 1

10 basal 47 26 231 42 0 1829,86 56 70 21 10 6 63
10 60

10 180 72 24 75 25 6 2812,73 91 93 42 11 9 38
11  basal 63 42 297 198 4 1964,77 82 66 60 14 16 10
11 60

11 180 65 41 130 59 5

12 basal 51 28 109 16,2 1 1444.42 80 79 60 11 15 14
12 60

12 180 47 19 168 21 0 2774,19 75 87 68 17 6 9

13 basal 82 58 200 54 3 2080,40 76 30 62 12 7 19
13 60 56 32 0

13 180 79 53 186 62 1 258147 85 93 69 20 2 9

14  basal 65 49 631 170,6 0 1367,33 83 47 68 14 7 11
14 60 56 242 580 1934 6

14 180 71 62 264 132 6

15 basal 15 2 10,6 53 2 2215,30 74 74

15 60 52 35 1

15 180 47 28 525 21 2 2176,76 89 93 60 28 5 7

16 basal 77 55 108 27 1 1772,05 82 78

16 60

16 180 48 24 132 33 3

Mot T/P: motilidade total/progressiva; Cont. contagem; Conc: concentracao; OMS: classificagao
segundo Organizagdo Mundial de Saude; TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbitirico.
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APENDICE F — Espermograma avaliada pelo método “Computer Aided Sperm Analysis” —

CASA dos pacientes nos diferentes tempos do estudo.

D Tempo VAP VSL VCL ALH BCF Mot T Mot. P Rapido Medio Lento Estatico
(dias)  (pm/s) (u/s) (um/s) (um) Hz) (P) () (%) () () (%)
1 basal
1 60 27,5 22 55,8 59 35,6 38 2 4 5 29 62
1 180
2 basal
2 60 702 521 124,5 58 29,8 75 20 44 7 24 25
2 180 68,3 50,7 108 6.9 29,2 70 32 69 7 24 0
3 basal
3 60 524 438 76,8 34 26,3 50 25 37 4 9 50
3 180
4 basal
4 60 572 48 90,9 52 26,6 48 13 19 3 27 52
4 180 399 312 613 8.4 353 43 19 33 9 57 0
5 basal 549 46 754 3 26,9 50 29 41 4 5 50
5 60 483 32 83,8 42 20,1 60 12 46 5 10 40
5 180 45,6 34 68,3 6,6 227 66 31 60 6 34 0
6 basal 609 493 94,1 42 22,8 24 15 22 1 2 76
6 60
6 180
7 basal 55,7 48 82,2 3,7 28,3 55 18 24 4 27 45
7 60 0 0 0 0 100 0 0 0 100 0
7 180
8 basal 335 278 51,8 2,5 30,1 57 22 31 11 14 43
8 60 36,5 295 53,1 5.8 33,6 55 27 43 12 42 4
8 180
9 basal 58,7 438 90,9 4,1 242 81 26 54 7 20 19
9 60
9 180
10 basal 436 369 66,5 9,6 382 19 15 19 0 80 1
10 60
10 180 352 272 53,6 9,5 34,6 39 15 29 10 61 0
11 basal 61,1 482 923 6,5 28,5 70 36 63 7 30 0
11 60
11 180
12 basal 303 25,1 425 94 343 37 14 23 14 63 0
12 60
12 180 49,6 40,1 66,3 5 26,3 52 29 47 6 48 0
13 basal 48 35,6 69,6 6,6 259 60 24 52 8 40 0
13 60
13 180 474 352 70,8 6,9 272 58 26 51 7 42 0
14 basal 46,1 363 68 6 28,8 60 32 52 8 35 5
14 60
14 180
15 basal 35,1 17,6 1104 0 40 22 0 22 0 78 0
15 60
15 180 44,1 362 67,8 83 33,5 27 13 21 6 73 0
16 basal 36,6 293 51,5 59 229 45 22 35 10 55 0
16 60
16 180

Mot T/P: motilidade total/progressiva; VAP (velocidade média da trajetéria), VCL (velocidade
curvilinea), VSL (velocidade em linha reta), BCF (frequéncia de batimento cruzado), ALH (amplitude
do deslocamento lateral da cabeca).
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: “SUBFERTILIDADE MASCULINA ASSOCIADA A OBESIDADE”

Pesquisador responsavel: Dra Elaine Frade Costa

Instituicao: Servigco de Clinica Geral da Divisédo de Clinica Médica | do Instituto Central —
ICHC

Convidamos o (a) Sr(a) para participar da pesquisa: “SUBFERTILIDADE MASCULINA
ASSOCIADA A OBESIDADE”, com a finalidade de avaliar a melhora da qualidade do
espermatozoide apés seu emagrecimento com Dieta de muito baixa caloria cetogénica
(VLCK) do método PronoKal®. Além disso, esperamos observar elevacao das taxas do
hormoénio testosterona, que se encontra abaixo da média esperada para sua idade.
Avaliaremos também sua composicao corporal pelos métodos de bioimpedancia e
densitometria de corpo inteiro (DEXA).

Para isso, serdao necessarios alguns procedimentos como retirada de sangue para
realizacao de exames laboratoriais e coleta de espermograma, antes e durante o seu
tratamento.

Durante seu tratamento, vocé recebera uma dieta de baixa caloria constituida por
produtos a base de proteina em sachés para elaboracao de diversos alimentos, que
podem ser liquidos, sélidos, doces e salgados. Além destes produtos, vocé devera
consumir legumes e verduras em quantidades pré estabelecidas pelo programa
PronoKal®, em duas, de suas cinco refeicoes ao dia.

Para seu tratamento, nao sera necessario uso de medicamentos para a reducao de
peso, porém como parte do programa, se recomenda a suplementacao de eletrélitos e
vitaminas em capsulas por via oral.

Além disso, vocé devera seguir as recomendacoes para realizacao de atividade fisica
leve, que se intensificara gradativamente e de acordo com a sua tolerancia e com as
fases do programa, chegando a ser moderada quando vocé estiver apto.
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E possivel que vocé sinta algum desconforto nos primeiros dias do seu tratamento,
mas eles costumam ser bem toleraveis. Os principais sintomas relatados e descritos
sao: cansaco, indisposicao, dores de cabeca, dor de estbmago, enjoos e prisao de
ventre. Seguindo atentamente as instrucoes, o mais provavel é que estes sintomas
sejam minimos, e com a adequada suplementacao das vitaminas e dos eletrélitos, nao
havera riscos para sua saude.

Vocé recebera acompanhamento meédico além do suporte nutricional e fisico
preconizado pelo programa PronoKal®. O acompanhamento médico se dara no
ambulatério de endocrinologia do hospital das clinicas da Universidade de Sao Paulo.
Suas consultas serao quinzenais nos primeiros dois meses, e posteriormente a cada
30 dias aproximadamente. Caso sinta algum desconforto ou tenha duvidas durante este
processo, tera facil acesso a uma central de atendimento, e se necessario for, sua
consulta medica podera ser antecipada. Apoés completar os 6 meses do programa,
concluiremos a pesquisa e vocé mantera acompanhamento médico em seu ambulatério
de origem.

Esperamos que com esta pesquisa vocé obtenha os beneficios gerais do
emagrecimento, com reducao dos diversos riscos associados a obesidade e melhora
de sua qualidade de vida. Além disso, participando desta pesquisa estara contribuindo
para a descoberta de novas possibilidades e para o avanco da medicina.

Vocé tem garantia de plena liberdade caso desista de participar deste estudo ou opte
por retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizacao alguma,
além de seguranca de sigilo e privacidade.

A pesquisa nao lhe acarretara nenhum custo e seus exames serao coletados
gratuitamente. Nao havera compensacao financeira relacionada a sua participacao.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal investigador é a Dra Elaine Frade
Costa, que pode ser encontrado no endereco: Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 -
Cerqueira César, Sao Paulo - SP, 05403-000. Telefone (11) 2661-6000 e-mail
alerenck@usp.br.

Se vocé tiver alguma consideracdao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225
- 50 andar - tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Subfertilidade masculina
associada a obesidade”.

Vocé recebera uma via deste termo de consentimento livre e esclarecido, que sera
assinada por vocé e pelo médico responsavel pelo estudo.
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Eu, discuti as informacdes acima com o
Pesquisador Responsavel: Dra. Elaine Frade Costa ou pessoa por ele delegada Dra.
Alessandra Covallero Renck sobre a minha decisao em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino
este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal

DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICACAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N O e e e e e e ———
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ottt e e e e e eeeenn

SEXO: MoFo DATA NASCIMENTO.: ........ [ /...

........................................ CIDADE
CEP:e e TELEFONE: DDD (............ ) e

2.RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .......oooiiuiiiiiiiieiie e
DOCUMENTQO DE IDENTIDADE NO.....cciiitiiiiiiiiaieeeiiee ettt e e
SEXO: Mo Fo DATA NASCIMENTO.: ...... o ..

ENDEREGO: .. e e NO oo,
BAIRRO: ..o CIDADE......oo e
........................... CEP:eiiiiiiiieiiiei oo . TELEFONEDDD (e )i



