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RESUMO

GUIMARAES-ERVILHA, Luiz Otavio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
O efeito da hipertensao arterial pulmonar induzida sobre parametros testiculares de ratos
Wistar submetidos ao treinamento fisico resistido. Orientadora: Mariana Machado Neves.
Coorientadora: Ana Claudia Ferreira Souza.

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) ¢ uma doenga grave e pouco conhecida, que acomete
milhares de pessoas anualmente, comprometendo a qualidade de vida do individuo e podendo
levar a obito. Esta doenga se caracteriza por vasoconstricdo pulmonar excessiva que afeta
principalmente pulmdes e coragdo, sem informagdo sobre alteracdes em outros 6rgaos, como o
testiculo. Um dos tratamentos para doengas vasculares como HAP ¢ a pratica de exercicio
fisico, como o treinamento fisico de resisténcia (TFR). Este trabalho objetivou avaliar se a HAP
afeta a organizagdo e funcionalidade testicular e se a pratica do TFR protege o testiculo contra
os possiveis danos causados pela HAP. Ratos Wistar machos (60 dias) foram distribuidos em
quatro grupos (n = 8 animais/grupo): animais saudaveis sedentarios, animais sedentarios com
HAP, animais saudaveis submetidos ao TFR e animais com HAP submetidos ao TFR. A HAP
foi induzida usando duas inje¢des de monocrotalina (20 mg/kg ip). Os animais foram
eutanasiados apos 30 dias de TFR. Os testiculos foram removidos e processados para analises
histologicas, bioquimicas e enzimaticas. Coletou-se sangue para obtengdo de soro e
determinagdo da concentracdo sérica de testosterona (CEUA numero 38/2021). Animais
sedentarios com HAP apresentaram redugdo na concentra¢do de testosterona e acimulo de
colesterol no testiculo, indicando alteragdes na esteroidogénese. Os testiculos destes animais
exibiram reducao na atividade de enzimas antioxidantes e elevacao na concentragdo de oxido
nitrico, promovendo autofagia e morte celular. Alteragdes metabolicas e enzimaticas resultaram
em desorganizacdo na arquitetura tecidual e comprometimento na produgdo de
espermatozoides. O TFR em animais com HAP melhorou parametros previamente alterados
pela HAP, como elevacao dos niveis de testosterona e 6xido nitrico, reduzindo as alteragdes
histologicas testiculares. Todavia, ndo foi possivel reverter satisfatoriamente o nivel de
autofagia e a queda na producdo espermatica diaria. Em conclusdo, nossos resultados
evidenciaram um efeito deletério da HAP na funcionalidade e organizagao testicular. O TRF,
por sua vez, se mostrou um tratamento complementar capaz de minimizar os danos testiculares

causados pela HAP.

Palavras-chave: Hipertensdo pulmonar. Atividade fisica. Epitélio seminifero.



ABSTRACT

GUIMARAES-ERVILHA, Luiz Otavio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
The effect of induced pulmonary arterial hypertension on testicular parameters of Wistar
rats submitted to resistance exercise training. Advisor: Mariana Machado Neves. Co-
advisor: Ana Claudia Ferreira Souza.

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a serious and little-known disease that affects
thousands of people annually, compromising the individual's quality of life and potentially
leading to death. This disease is defined by excessive pulmonary vasoconstriction that mainly
affects the lungs and heart, without information on changes in other organs, such as the testis.
One of the treatments for vascular diseases such as PAH is physical exercise, such as resistance
exercise training (RT). This study aimed to evaluate (i) whether PAH affects testicular
organization and functionality and (ii) whether the practice of RT protects the testis against
possible damage by PAH. Male Wistar rats (60 days old) were divided into four groups (n =8
animals/group): healthy sedentary animals, sedentary animals with PAH, healthy animals
subjected to RT, and animals with PAH subjected to RT. PAH was induced using two injections
of monocrotaline (20 mg/kg ip). Animals were euthanized after 30 days of RT. The tests were
removed and processed for histological, biochemical, and enzymatic analyses. Blood was
collected to obtain serum and determine serum testosterone concentration (CEUA number
38/2021). Sedentary animals with PAH showed a reduction in the concentration of testosterone
and accumulation of cholesterol in the testis, indicating alterations in steroidogenesis. The tests
of these animals showed a reduction in the activity of antioxidant enzymes and an increase in
the concentration of nitric oxide, promoting autophagy and cell death. Metabolic and enzymatic
alterations resulted in disorganization in tissue architecture and compromised sperm
production. The RT in animals with PAH improved parameters previously altered by PAH,
such as increased levels of testosterone and nitric oxide, reducing testicular histological
changes. However, it was not possible to satisfactorily reverse the level of autophagy and the
drop in daily sperm production. In conclusion, our results showed a deleterious effect of PAH
on testicular functionality and organization. RT, in turn, provided a complementary treatment

of the minor testicular damage caused by PAH.

Keywords: Pulmonary hypertension. Physical exercise. Seminiferous epithelium.
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CAPITULO 1

1. Justificativa

A hipertensdo arterial pulmonar faz parte de um grupo de doengas que acometem a
circulagdo, causando aumento da pressdo na artéria pulmonar e, consequentemente,
comprometendo o coragdo. E uma doenga grave, pouco conhecida e de dificil diagnostico, que
acomete milhdes de pessoas em todo o mundo, ndo havendo, ainda, uma cura para a doenga. O
tratamento se baseia na utilizagdo de medicamentos com potencial vasodilatador para
diminuicdo da pressao arterial.

Além disso, métodos alternativos também sdo utilizados como tratamento para
doengas pulmonares e cardiovasculares, seja de forma isolada ou combinada com
medicamentos, destacando-se a pratica de atividade fisica. O exercicio fisico € uma terapia nao
farmacolodgica e acessivel que tem mostrado bons resultados para o tratamento de doengas como
a hipertensao arterial pulmonar, melhorando parametros cardiacos e pulmonares. Entre os
diferentes tipos de exercicios, o treinamento fisico resistido ainda nao foi totalmente explorado
como tratamento da hipertensdo arterial pulmonar, mas resultados preliminares se mostraram

promissores.

Como a doenca acomete principalmente os pulmdes e o coragdo, estudos sobre o
impacto da hipertensao em outros 6rgaos ainda sao escassos. Outros tipos de hipertensao, como
a hipertensao arterial sistémica ja mostraram seus efeitos sobre parametros funcionais de 6rgaos
reprodutores masculinos, comprometendo a espermatogénese € a qualidade espermatica (Colli
et al., 2019). Entretanto, ainda ndo ha nenhum estudo que avalie danos testiculares decorrentes

de hipertensao arterial pulmonar.

Com base no exposto acima, o presente estudo objetivou aprofundar o conhecimento

sobre os problemas causados pela hipertensdo arterial pulmonar em o6rgdos reprodutores
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masculinos, testando duas hipdteses: (i) a hipertensdo arterial pulmonar causa alteragdes em
parametros testiculares, com consequente reducdo na produgdo espermatica; (ii) a pratica do
treinamento fisico resistido € capaz de minimizar os efeitos negativos da doenga sobre o tecido

testicular.

2. Objetivos

Objetivos gerais:

- Avaliar o efeito da hipertensao arterial pulmonar sobre a histofisiologia testicular, e
se estes danos podem ser atenuados com treinamento fisico resistido.
Objetivos especificos:

- Avaliar o efeito da hipertensao arterial pulmonar e do treinamento fisico resistido
sobre a histologia e histomorfometria testicular de ratos Wistar, bem como quantificar células
em processo de morte celular no parénquima testicular por meio da analise do laranja de
acridina;

- Avaliar o efeito da hipertensdo arterial pulmonar e do treinamento fisico resistido
sobre a produgdo espermatica diaria;

- Analisar o perfil antioxidante testicular e os niveis dos produtos de peroxidacgao
lipidica e proteica nos testiculos dos animais tratados;

- Analisar parametros bioquimicos do testiculo;

- Dosar a concentragao sérica de testosterona nesses animais.
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3. Revisio de Literatura

3.1 — Caracteriza¢do da hipertensdo e seu subtipo, a hipertensdo arterial pulmonar

Danos estruturais ¢ funcionais em vasos do sistema circulatorio causam alteracdes na
pressao sanguinea. A pressao arterial ¢ aumentada de modo persistente quando da ocorréncia
de vasoconstricao, aumento da espessura da parede arterial e redugcdo do limen dos vasos
sanguineos, resultando na patologia da hipertensdo arterial. De forma genérica, a hipertensdo
arterial, conhecida popularmente como pressdo alta, envolve alteracdes cardioldgicas
multifatoriais que se expressam por disfungdes em mecanismos de regulagdo da pressao arterial,
como fatores renais, vasculares e enddcrinos, que interagem para a regulacao da pressao (Oparil
et al., 2018). No entanto, problemas na regulagdo vascular em um 6rgdo causam alteragdes
locais na pressdo, que podem atingir outros 6rgaos, como o coracdo. Existem outros tipos de
hipertensdes além da hipertensao arterial sist€émica, como hipertensdes renovascular, do sistema
porta (hepatico) e pulmonar (Thenappan et al., 2018; Herndndez-Gea et al., 2018; Herrmann et
al., 2019).

A hipertensdo pulmonar ¢ um grupo de doencas que atinge as artérias pulmonares,
comprometendo o sistema de controle da pressdo nos pulmdes. H4 uma rigidez das artérias
pulmonares em decorréncia de problemas no processo de vasoconstricgdo/vasodilatagao,
caracterizados por acimulo de colageno e resposta a eventos inflamatdrios. Estima-se que a
hipertensdo pulmonar atinge cerca de 100 milhdes de pacientes em todo mundo. O mau
diagnéstico dificulta a identificacdo da condi¢do de hipertensao pulmonar e, consequentemente,
a ado¢do de medidas paliativas, uma vez que ainda ndo h4 uma cura. Atualmente, a doenca ¢
subdividida em cinco grupos de acordo com achados patoldgicos, caracteristicas
hemodinamicas e homogeneidade dos tratamentos. O grupo 1, hipertensdo arterial pulmonar

(HAP) ¢ composto por doencas relacionadas a artéria pulmonar, o grupo 2 ¢ a hipertensdo
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pulmonar provocada por problemas no ventriculo esquerdo do coragdo. O grupo 3 ¢ a
hipertensdao pulmonar em decorréncia de problemas no pulmao, como problemas de
desenvolvimento do 6rgdo. A hipertensao pulmonar no grupo 4 ¢ causada por obstrugdes da
artéria pulmonar, € no grupo 5 a doenga ¢ resultado de fatores desconhecidos ou de multiplos
fatores (Thenappan et al., 2018; Simonneau et al., 2019).

Dentre esses grupos, a HAP ¢ caracterizada por vasoconstricdo pulmonar excessiva e
remodelagdo vascular anormal. Estes processos geralmente afetam todas as camadas dos vasos
e ocasionam perda severa da area transversal do limen, dificultando a passagem do sangue.
Consequentemente, ocorre aumento na pds-carga do ventriculo direito, resultando em pressao
arterial pulmonar média em repouso (PAPm) acima de 25 mmHg e pressdo capilar pulmonar
menor que 15 mmHg (Pan et al., 2020). A remodelagdo vascular pulmonar ¢ observada nas
grandes artérias pulmonares, bem como nas artérias pulmonares distais menores, e pode estar
associada a eventos inflamatorios cronicos. Estes eventos acabam por alterar a homeostase
corporal, afetando outros orgdos além dos pulmdes e do coracdo, resultando em problemas
severos ao individuo e, muitas vezes, até a morte. Dados precisos de prevaléncia de HAP ainda
ndo estdo disponiveis, mas sabe-se que a doenga tem prognostico ruim, evidenciado por taxas
de sobrevida que podem ser inferiores a dois anos na auséncia de tratamento (Zimmer et al.,
2017). O comprometimento da artéria pulmonar resulta em falha direta do ventriculo direito,
uma vez que o aumento da pressao pulmonar sobrecarrega a regido do o6rgdo. As terapias para
o tratamento da hipertensdo pulmonar consistem, sobretudo, em reduzir a pressdo arterial
pulmonar e a sobrecarga do ventriculo direito, j& que a falha cardiaca ¢ a principal causa de
morte de pacientes com a doenga (Coons et al., 2019).

A patogénese do grupo 1, HAP, ainda ¢ dividida em subtipos, sendo o tipo 1.3
caracterizado pela doencga causada por drogas e toxinas (Simonneau et al., 2019). Outros

subtipos da HAP sdo relacionados a origens idiopaticas (grupo 1.1), hereditarias (grupo 1.2),
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associadas a outras doengas (grupo 1.4), dentre outros. Ao longo dos anos, uma série de
medicamentos e toxinas foram descobertos como fatores de risco, ou facilitadores, para o
desenvolvimento da HAP, como o triptofano e a cocaina (Simonneau et al., 2009). Usados por
periodos prolongados e/ou indiscriminadamente, esses agentes podem predispor o individuo a
apresentar HAP. Um classico toxico que induz a8 HAP ¢ a monocrotalina, que esta presente em
uma grande quantidade de plantas. Ela induz hepatotoxicidade e, por isso, tem sido usada em
animais de laboratdrio como potente indutor da HAP. Por exemplo, uma injecao subcutanea de
60 mg/kg ¢ capaz de alterar a vasculatura pulmonar em 2 semanas, facilitando o processo de
estudo da HAP em modelos de pesquisa (Gomez-Arroyo et al., 2012).

Diante as complicagdes mais expressivas encontradas no pulmao e coragao, estudos
correlacionando a HAP com outros 6rgdos ndo sdo tdo comuns. Todavia, trabalhos recentes
demostram que a HAP pode prejudicar o fluxo sanguineo no cérebro (Dai et al., 2017),
comprometer a fun¢do hepética aumentando os indices de acidos graxos livres na circulagdo
(Brittain et al., 2016), desregular a produgdo de hormonios tireoidianos (Richter et al., 2016),
desencadear problemas renais (Nickel et al., 2019) e diversos outros disturbios em 6rgaos fora
da dupla pulmao/coragdo. Esses problemas ocorrem, principalmente, em decorréncia de
disfungdes endoteliais e metabodlicas sistémicas e do processo inflamatorio sistémico
acarretados pela HAP (Nickel et al., 2020). Ainda ndao h4a nenhum trabalho que correlacione a
HAP com problemas testiculares, mas por ser um 6rgao altamente vascularizados (Heinrich et

al., 2020), o mesmo pode ser susceptivel aos danos sistémicos causados pela HAP.

3.2 Aspectos histologicos e funcionais do tecido testicular

Os testiculos sdo 6rgdos pares que se encontram no escroto, fora da cavidade
abdominal. Internamente, sdo envoltos por uma espessa capsula de tecido conjuntivo denso, a

tunica albuginea, da qual partem septos que dividem o 6rgdo em compartimentos, sem uma
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lobulagao bem delimitada. Estes compartimentos sdo ocupados por tubulos seminiferos e
intersticio que juntos formam o parénquima testicular (Junqueira e Carneiro, 2013).

Os tabulos seminiferos sao formados por tinica propria, composta de lamina basal,
lamina propria de tecido conjuntivo e camada de células mioides, epitélio seminifero e limen
tubular (Fijak et al., 2006; Junqueira e Carneiro, 2013). No epitélio germinativo estao presentes
as células de Sertoli e células da linhagem germinativa. As células de Sertoli realizam diversas
fungdes que favorecem a atividade das células germinativas, como nutricdo, sustentagao,
protecdo, produgdo e liberagdo de fatores de crescimento (Russell et al., 1990; Fijak et al.,
2006). As células mioides da tinica propria, por sua vez, tem elementos contrateis no seu
citoplasma que auxiliam na contra¢dao do tabulo seminifero, favorecendo a movimentagao do
contetido luminal por movimentos peristélticos. Ja o intersticio ¢ formado por tecido conjuntivo
frouxo, no qual encontramos vasos sanguineos, vasos linfaticos, células do sistema de defesa e
células intersticiais, também chamadas de células de Leydig. As extremidades dos tubulos
seminiferos sdo continuas aos tiibulos retos, os quais se comunicam com os ductos eferentes
que conectam a rede testicular ao ducto epididimario (Russell e Franga, 1995; Fijak et al., 2006;
Junqueira e Carneiro, 2013). Neste sistema de ductos, fluidos e gametas produzidos nos tubulos
seminiferos podem progredir pelos ductos extra-testiculares até chegarem no epididimo.

O testiculo apresenta duas fungdes principais, realizadas em compartimentos distintos.
A primeira, uma fun¢do endocrina, consiste na producdo de hormdnios esteroides, que atuam
em células do epitélio seminifero, além de serem transportados pela corrente sanguinea, mais
precisamente do hormonio testosterona. A acado ¢ realizada no compartimento intertubular pelas
células de Leydig, cujo processo ¢ chamado de esteroidogénese. A segunda fun¢do principal,
uma funcdo exdcrina, ¢ a producdo do gameta masculino no compartimento tubular. Através do
processo de espermatogénese, as células germinativas ddao origem aos espermatozoides que

serdo liberados no lumen tubular (Navarro et al., 2004).
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Os espermatozoides sdo conhecidos por serem células pequenas e moveis, com a
fun¢do unica de fecundar o ovdcito. Por serem células haploides, sua produgdao dentro dos
tubulos seminiferos exige uma protecao no epitélio seminifero contra o reconhecimento da sua
presenca pelo sistema imunolégico. Por isso, o epitélio seminifero conta com a formagao da
barreira hemato-testicular pelas células de Sertoli. Para isso, células de Sertoli vizinhas formam
zonulas de oclusdo entre elas que sdo capazes de impedir a passagem de macromoléculas ao
longo de todo o epitélio, criando uma diferenca entre as moléculas presentes nas suas porgdes
basal e adluminal. A porcao basal do epitélio ¢ formada por espermatdgonias, espermatdcitos
em leptoteno e espermatodcitos em zigoteno, enquanto a porcdo adluminal ¢ composta por
espermatocitos em paquiteno, espermatocitos secundarios, espermatites e espermatozoides.
Assim, a principal funcdo da barreira hemato-testicular ¢ proteger as células germinativas do
sistema imunologico. Mesmo assim, o testiculo € capaz de produzir respostas inflamatorias em
decorréncia de diferentes estimulos. Porém, essa resposta limita-se, em condigdes saudaveis,

ao intersticio e compartimento basal do epitélio seminifero (Cheng e Mruk, 2012).

3.2.1  Espermatogénese

Em mamiferos, a espermatogénese consiste na passagem de células germinativas
diploides pelos processos de mitose e meiose, originando células haploides que resultaram em
espermatozoides, a partir de modificagdes nucleares e citoplasmaticas. Esse processo € continuo
durante a vida reprodutiva do homem e de animais machos, o que requer uma populagdo de
células tronco chamadas de espermatogonias, além de um grande mecanismo de controle e
organizag¢do (Griswold et al., 2016). A populagdo de células tronco espermatogoniais deve ser
capaz de se auto-renovar e se diferenciar para manter a produ¢do espermadtica ao longo do

tempo.
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Além de ser um processo continuo, a espermatogénese € um processo ciclico, com o
objetivo de garantir uma concentracao adequada de espermatozoides por ejaculado. O ciclo do
epitélio seminifero corresponde a uma série de associagdes celulares que vao se diferenciando
ao longo do tubulo seminifero. Portanto, um tibulo seminifero pode apresentar diferencas na
sua composicao de células germinativas de acordo com a fase do ciclo do epitélio seminifero
(LeBlond e Clermont, 1952). O ciclo pode ser dividido em estadios, que tem niimero e duragao
constante dentro de uma mesma espécie, sendo variavel entre espécies. Os segmentos de
estadios adjacentes sdo dispostos em sequéncia linear ao longo do tubulo, de modo que em
qualquer ponto do tibulo seminifero hd varios tipos de célula germinativa em formacdo. O
ponto chave para compreender e determinar o estadio em questdo ¢ relacionado as etapas da
meiose (Griswold et al., 2016). A determinacdo do tipo celular em cada estadio do ciclo segue
um padrdo e pode ser determinado pela morfologia celular, que se baseia na morfologia e
localizagao das células no epitélio, ou através do sistema de determinagao acrossomica, que se
baseia em alteragdes do sistema acrossomico e na morfologia celular. O método de
determinagdo vai implicar em diferencas entre o niimero de estddios entre as espécies
(Leblond1952; Griswold et al., 2016; Amann, 2008).

Dentre os efeitos celulares sucessivos que ocorrem com as espermatogonias durante a
espermatogénese podemos elencar, mitose, meiose e diferenciagdo celular. Na fase proliferativa
ocorre a divisdo mitotica das espermatogonias, que marca o inicio do processo coordenado da
formacao do gameta. A vitamina A na forma de acido retinoico parece ser fundamental nesse
processo de diferenciacdo da espermatogdnia e advém da célula de Sertoli. Ao final desta fase
sdo originadas células chamadas de espermatdcitos. Na fase meiotica, os espermatocitos sofrem
meiose e o material genético ¢ recombinado e segregado. E durante essa fase que podemos
encontrar no tecido espermatocitos I na etapa reducional da meiose, principalmente em

leptdteno e paquiteno, ou espermatocitos II na fase equacional da meiose. Esta ultima, no
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entanto, ¢ observada com menos frequéncia na lamina devido a rapidez desta fase. Por fim, na
fase de diferenciacdo celular, também chamada de espermiogénese, ¢ caracterizada pelas
modificagdes citoplasmaticas e nucleares das células espermatides, produto final da meiose.
Portanto, essas células passam do formato arredondado para o formato alongado, até se
diferenciarem em espermatozoides. Neste momento, ocorre a quebra das estruturas de ligagao
entre a célula de Sertoli e os espermatozoides, que sdo liberados do epitélio seminifero para o
limen tubular. Este processo ¢ chamado de espermiacdo, compreendendo o fim da
espermatogénese (Russell et al., 1990; Hermo et al., 2010).

Além de formar a barreira hemato-testicular, interceder na acao do acido retinoico,
nutrir as células germinativas e proporcionar suporte, a célula de Sertoli ¢ fundamental para o
processo de espermiogénese. E através das células de Sertoli que a testosterona produzida pelas
células de Leydig chega as células germinativas e induzem a transformacao celular no processo
de espermiogénese. A célula, controlada pelo hormodnio foliculo estimulante (FSH) e pela
testosterona, secreta a proteina ligante de androgeno (ABP) que concentra a testosterona nos
tabulos seminiferos. (Holdcraft e Braun, 2004; Griswold et al., 2016). Além disso, a célula de
Sertoli ¢ capaz de fagocitar restos residuais do processo de espermatogénese e permitir a
passagem pela barreira Sertoli-Sertoli, durante a fase meidtica, de espermatocitos
preleptoteno/leptdteno do compartimento basal ao compartimento adluminal (Smith e Braun,

2012; Franga et al., 2016).

3.2.2 Esteroidogénese

As células intersticiais, ou células de Leydig, sdo células responséveis pela sintese da
testosterona, o principal horménio masculino. Este andrégeno ¢ importante na manutengao e
producao adequada dos gametas masculinos, além de influenciar em fendtipos masculinos

secundarios. A célula apresenta reticulo endoplasmatico desenvolvido, grande numero de



18

mitocondrias e presenca de vesiculas contendo lipidio, indicando ser uma célula com intensa
atividade metabolica (Junqueira e Carneiro, 2013; Zirkin e Papadopoulos, 2017).

O eixo hipotalamo-hipofise-gdnada estd intimamente relacionado com a atividade das
células de Leydig. O hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) produzido no hipotalamo
estimula a sintese e secre¢ao do hormonio luteinizante (LH) na hipofise que, por sua vez, atua
sobre as células de Leydig estimulando a produgdo de testosterona (Kaprara e Huhtaniemi,
2018).

Com o estimulo do LH, o colesterol armazenado em diversos locais das células como
gotas lipidicas e na membrana plasmatica, deve ser transportado para a membrana mitocondrial
externa e depois translocado para a membrana mitocondrial interna. Este ultimo passo ¢
determinante na taxa de sucesso da esteroidogénese (Papadopoulos et al., 2012; Zirkin e
Papadopoulos, 2018). Este processo de translocagdo ¢ realizado pela proteina StAR (proteina
reguladora aguda esteroidogénica), enquanto a enzima P450scc (enzima de clivagem de cadeia
lateral de colesterol), também chamada de CYP11al, converte o colesterol em pregnenolona.
A partir dai, temos diferentes caminhos para a producdo de testosterona. No reticulo
endoplasmatico liso, a pregnenolona ¢ transformada em progesterona pela acdo da enzima 3f3-
hidroxiesteroide desidrogenase (HSD) ou em 170H-Pregnenolona pela enzima P450c17. A
170H-Pregnenolona é convertida em desidroepiandrosterona pela enzima 17,20 liase, que ¢
convertida em androstenediona pela 3 HSD. J& a progesterona ¢ convertida pela enzima
P450c17 em 170H-Progesterona e pela enzima 17,20 liase ¢ convertida em androstenediona.
A androstenediona, nos dois caminhos, ¢ convertida em testosterona pela enzima 178 HSD
(Miller, 2017). A testosterona pode ser convertida em estrégeno ainda na célula de Leydig ou
metabolizada para sua forma ativa de di-hidrotestosterona, atuando nas células do epitélio

seminifero, por intermédio de Sertoli, no processo de espermatogénese (Miller, 2017).
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3.3 Eventos fisiologicos que podem ocorrer em individuos com hipertensdo

3.3.1 Autofagia

A autofagia em niveis basais ¢ um processo fisioldgico do corpo e necessario para a
reciclagem de moléculas, protecdo contra patdogenos e na manutengdo da homeostase celular
(Racanelli et al., 2018). Os componentes cujo destino ¢ a degradagdo ou reciclagem sao
destinados aos lisossomos, organelas com enzimas hidroliticas no seu interior que, em pH acido,
possibilitam a digestao intracelular. Durante o processo de autofagia, as organelas podem ser
entregues aos lisossomos por trés caminhos diferentes, caracterizando a macroautofagia,
microautofagia ou autofagia mediada por chaperonas (Klionsky, 2005). A microautofagia
relaciona-se com a invaginacdo direta da membrana do lisossomo, capturando organelas e
substancias para o interior da vesicula acida. Ja a autofagia mediada por chaperonas relaciona-
se com sequéncias especificas de proteinas que as direciona aos lisossomos com auxilio de
proteinas chaperonas. Por fim, a macroautofagia, o tipo mais comumente encontrado, esta
associado com a formagado de uma vesicula com membrana dupla, o autofagossomo, que ira se
fundir com o lisossomo formando o autolisossomo. Ao mencionar autofagia, estamos
trabalhando a macroautofagia (Murrow e Debnath, 2013).

O processo autofagico pode ser iniciado por uma variedade de estimulos, como hipdxia
e acumulo de espécies reativas de oxigé€nio, relacionadas com uma série de doengas
cardiovasculares, como a hipertensao arterial pulmonar (Chen et al., 2018). O processo tem
origem com o desenvolvimento de uma membrana dupla, o fagéforo, que passa por uma fase
de alongamento capturando cargas citoplasmaticas, por fim forma-se uma vesicula, o
autofagossomo, com o conteudo destinado a degradacdo. Durante esse processo de montagem
do autofagossomo, uma série de proteinas sdo necessarias (Racanelli et al., 2018). Durante a

fase de alongamento do fagdforo, destaca-se o sistema de conjugacdo ATGS5-ATGI2 e o
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sistema de conjugacdo da cadeia leve 3 da proteina associada ao microtibulo (LC3)/ATGS,
fundamentais para a formacao do autofagossomo. A proteina LC3 ¢ encontrada na forma de
LC3-I no citosol e a sua derivada LC3-II na membrana do fagéforo. A LC3 ¢ processada e
alterada pela Atg4 a LC3-I que ¢ processada a LC3-II (Mizushimal e Komatsu, 2011). A
quantificagdo da LC3-II ¢ um bom indicativo da abundancia de autofagossomos maduros (Glick
et al. 2010).

Diversas proteinas regulam a atividade autofagica. Por exemplo, as proteinas do
complexo mTOR auxiliam a célula na percepcdo de alteragcdes do meio, funcionando como
sensores, ¢ intermediando varias fung¢des nas células, como a traducdo de proteinas e
crescimento celular. Além disso, as diversas proteinas do complexo mTOR podem ser
influenciadas a inibir ou a promover autofagia, sendo o principal complexo na regulacdo da
atividade autofagica. Outro exemplo de regulador autofagico € a proteina Bcl2, que possui tanto
membros pré-apoptoticos como anti-apoptoticos (Mizushimal e Komatsu, 2011).

Nas células do testiculo, o processo basal de autofagia ¢ importante para a manuten¢ao
da esteroidogénese e espermatogénese. Nas células de Leydig, o processo autofagico participa
da sintese de testosterona pela degradacdo das vesiculas lipidicas liberando colesterol para a
formacdo da testosterona, atuando também o consumo do colesterol através da degradacao de
proteinas reguladoras negativas da sintese do andrégeno. No processo de espermatogénese, a
autofagia auxilia na manutencdo da barreira hematotesticular, na formacdo morfolégica
adequada dos espermatozoides e na manutengdo correta do citoesqueleto, que implica

diretamente na motilidade espermatica (Gao et al., 2018; Zhu et al., 2019).

3.3.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € o processo de desequilibrio entre a produgdo e neutralizagdo de

espécies reativas de oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERNs). Essas espécies reativas sao
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naturalmente produzidas no corpo. No entanto, quando ha maior producao de radicais reativos,
0 processo passa a ser danoso as células, afetando a atividade de enzimas, proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (Persson et al., 2014). Exemplo de EROs sao radicais superoxido (O2"7) e
peroxido de hidrogénio (H202), enquanto um exemplo de ERNs ¢ o 6xido nitrico (NO).
Evidéncias apontam um papel do estresse oxidativo na progressao de varias doengas, incluindo
doengas cardiovasculares (Rajendran et al., 2014; Pizzino et al., 2017; Tan et al., 2018).

A producao dessas espécies ocorre como subprodutos de atividade metabolicas das
células. Um exemplo ¢ a formagdo do superoxido no processo de respiragdo celular, que ocorre
na mitocondria. Rapidamente, as EROs sdo processadas por um complexo sistema de defesa
antioxidante, que comeg¢a com a enzima superoxido dismutase (SOD) convertendo o
superoxido em H20O2, um ndo radical, que posteriormente ¢ decomposto em agua e oxigénio
pela acdo de duas outras enzimas, a catalase (CAT) e a glutationa S-transferase (GST). O H,0»
¢ menos reativo que o superdxido, mas seu acumulo também pode trazer riscos as estruturas
celulares (Hermes-Lima 2004). O radical 6xido nitrico (NO¢) ¢ gerado pela oxidacdo da
arginina em citrulina pelo 6xido nitrico sintase (NOS). O NO tem varios papeis metabolicos
importantes, como o processo de vasodilatacdo. No entanto, o acimulo do radical também pode
trazer problemas para os constituintes celulares (Droge, 2002).

Os danos causados por desequilibrios na producao e neutralizacdo desses radicais sdo
mensurados por alguns marcadores. Um exemplo ¢ o malondialdeido, que ¢ o produto da
peroxidacdo lipidica iniciada pela acdo destes radicais livres. O malondialdeido se acumula na
célula podendo ser mensurado e indicar um processo de dano (Rahal et al., 2014). Outro
marcador ¢ o acimulo de proteinas carboniladas, geradas a partir de reagdes com radicais que
resultam na oxida¢ao de residuos de lisina, arginina, prolina e treonina. O processo de oxidacao
gera derivados carbonilados que podem gerar danos ao processo de transcricdo e atividade

mitocondrial (Hauck et al., 2018).
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No sistema reprodutor masculino, o estresse oxidativo pode causar danos ao DNA das
células germinativas e gerar espermatozoides defeituosos, que sdo extremamente susceptiveis
aos danos dos radicais livres (Aitken et al., 2009). Mudangas no estilo de vida, incluindo a
pratica de exercicios fisicos, podem contribuir para uma maior atividade antioxidante e proteger

as c¢lulas germinativas dos danos causados pelo estresse (Bish et al., 2017).

3.4 Treinamento fisico resistido

O exercicio fisico ¢ uma forma econdmica e efetiva na diminui¢ao da mortalidade em
decorréncia de doencas vasculares (Moraes-Silva et al., 2017). Diversos tipos e variagcdes de
exercicios fisicos sdo conhecidos, como os exercicios aerobicos e de flexibilidade. Apods a
pratica de exercicio fisico, os niveis de pressao arterial diminuem e se mantém baixos por um
periodo posterior ao da pratica fisica. A hipotensao pds-exercicio ¢ um fendmeno estudado para
a hipertensao arterial sistémica e que pode vir a ocorrer, também, com a HAP (Laterza et al.,
2007). Entre os diferentes tipos de exercicios fisicos, destacamos o treinamento fisico resistido
(TFR), praticado com o intuito de aumento dos niveis de hipertrofia muscular.

O TFR ¢ reconhecido e recomendado como uma ferramenta benéfica para a saude
(Pollock et al., 2000), sendo que a American Heart Association aprova a sua inclusdo como
parte de um programa de exercicios para a promocdo da saide e prevengdo de doengas
cardiovasculares (Pollock et al., 2000; Braith e Stewart, 2006). O TFR promove efeitos
benéficos sobre o sistema cardiovascular e pode, potencialmente, ser um tratamento eficaz para
varias condi¢des clinicas. O exercicio consiste em um método especializado de
condicionamento que utiliza cargas resistivas, como o proprio peso corporal, pesos e halteres
(Stricker et al., 2020).

Virios estudos ja mostraram os efeitos benéficos do TFR para a satde humana. A

pratica do TFR melhora parametros cardiovasculares, na composi¢ao corporal, perfis de lipidios
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no sangue, além da hipertrofia muscular (Faigenbaum e Myer, 2009; Lauersen et al., 2018;).
Para o sistema reprodutor masculino, o TFR tem demostrado ser benéfico para parametros
espermaticos, diminuindo a presenca de EROs no sémen, marcadores inflamatérios como
citocinas, aumentando a presenca de enzimas antioxidantes no sémen e melhorando a
motilidade, morfologia e concentragdo espermatica (Maleki et al., 2017; Maleki e Tartibian,

2018).
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CAPITULO 2

1. Introducao

A hipertens@o pulmonar ¢ uma doenga cronica, progressiva e com varias origens, desde
a doengas cardiacas quanto a problemas na artéria pulmonar. O prognostico dessa doenga ¢
geralmente desfavoravel, desenvolvendo uma disfuncdo direta do coragdo. A patologia da
doenca consiste na sobrecarga do coracdo devido a uma resisténcia na passagem do sangue
pelas veias e artérias dos pulmdes, promovendo um aumento da pressdo sanguinea. Em
condi¢des saudaveis, quando hd uma necessidade maior de oxigenagdo corporal, os vasos
sanguineos dos pulmoes conseguem regular seu didmetro, permitindo uma passagem maior de
sangue e, consequentemente, aumentando as trocas gasosas no local. Todavia, na condi¢ao
patoldgica da hipertensdo pulmonar, esses vasos ndo apresentam essa caracteristica, o que
dificulta a passagem do sangue e resulta na necessidade de um bombeamento maior do coragao,
com aumento da pressdo sanguinea (Stenmark et al., 2009; Montani et al., 2013; Guazzi e
Naeije, 2017). Com todas as suas formas variantes, estima-se que a doenca afete at¢ 100 milhdes
de pessoas em todo o mundo (Simonneau et al., 2018; Schermuly et al., 2011).

Modelos murinos tém sido amplamente utilizados para avaliar os efeitos da
hipertensao arterial pulmonar (HAP) e possiveis tratamentos (Stenmark et al., 2009). A HAP
pode ser induzida experimentalmente por hipdxia ou por uso drogas e toxinas, como a
monocrotalina. Animais com HAP induzida por hipoxia apresentaram uma reducao no volume
do fluxo das artérias pulmonares devido ao estreitamento do limen e espessamento da parede,
sem envolver vasoconstricao. Esse espessamento ocorre pelo aumento de coldgeno na parede
arterial de grandes artérias pulmonares, em resposta a eventos inflamatérios iniciais
desencadeados pela inducao e também presente nesta doenca (Tozzi et al., 1994; Tabima e

Chesler, 2010; Schermuly et al., 2011). Uma vez induzida a inflamacao, as células vasculares
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pulmonares produzem quimiocinas e citocinas que, por sua vez, recrutam células inflamatorias,
como macrofagos, células dendriticas, mastocitos, células B e células T reguladoras. Sob
coordenagdao dos mediadores inflamatorios, estas células contribuem para a liberacao de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Ao final, esses processos levam a remodelagao
vascular por remodelagdo da matriz, deposicao de colageno, proliferagao de células vasculares,
migracao e trombose (Schermuly et al., 2011). Niveis reduzidos de 6xido nitrico (ON),
importante vasodilatador e antiproliferativo, e de monofosfato de guanosina ciclico também sao
descritos na doenca vascular pulmonar (Moudgil et al., 2006; Schermuly et al., 2011). Estes
eventos combinados induzem aumentos nos indices de autofagia, que ja sabe-se ser um processo
intimamente relacionado com a progressao da HAP (Ornatowski et al., 2020).

A doenca HAP ainda nao tem cura. Por isso, tratamentos tém sido propostos com o
intuito de diminuir a pressao arterial pulmonar, minimizando danos aos pulmdes e coragao,
utilizando principalmente medicamentos com potencial vasodilatador (Coons et al., 2019).
Adicionalmente, o treinamento fisico resistido (TFR) € reconhecido e recomendado como uma
ferramenta complementar benéfica para a satide de pacientes com HAP (Pollock et al., 2000).
O TFR consiste em uma atividade onde cada for¢a de agdo ¢ executada contra uma forga de
oposicdo especifica. De acordo com De Sousa et al. (2017), estudos usando modelos de
hipertensao arterial sistémica em animais de laboratorio e humanos relataram efeitos benéficos
do TFR, como aumento na producdo de ON e relaxamento dependente do endotélio. No caso
de pacientes com hipertensdo arterial grave, por exemplo, houve uma diminuicao da pressao
arterial, preservacao da fun¢do cardiaca e aumento da for¢a maxima ap6s o TFR (De Sousa et
al., 2017).

Nao obstante, a fertilidade masculina e a saide do homem sao fatores correlatos.
Diversos trabalhos vém demonstrando relagdo entre a ocorréncia de doengas cronicas, como

doencas cardiovasculares e alteracdoes metabolicas com baixas taxas de fertilidade e reducao na
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qualidade do sémen. De fato, o estilo de vida interfere negativamente em parametros
reprodutivos (Sharpe e Franks, 2002; Craig et al., 2017; Deng et al., 2018; Colli et al., 2019;
Martins et al., 2019). Ainda ndo ha trabalhos que avaliem os efeitos da HAP nos drgaos
reprodutores, destacando-se os testiculos e epididimos, que estdo diretamente associados a
producao e qualidade dos espermatozoides, bem como a fertilidade masculina. Portanto, o
objetivo deste estudo foi investigar o efeito da HAP sobre parametros morfologicos e funcionais
testiculares. Além disso, foi avaliado se o TFR minimiza os possiveis efeitos negativos

causados pela HAP no testiculo.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais

Ratos Wistar machos (n =32, 60 dias de idade) foram fornecidos pelo Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os
animais foram alocados em gaiolas de polipropileno, quatro animais por gaiola, onde receberam
agua e racdo ad libitum e foram mantidos em temperatura e fotoperiodo controlados (22 °C,
12h claro/escuro). Quantidade adequada de raspas de madeira foram depositadas como cama
para os animais, sendo trocadas periodicamente. Os ratos passaram por uma semana de
aclimatacdo antes do inicio do experimento. Este estudo foi realizado em estrita conformidade
com as recomendagdes do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA). Todos os procedimentos experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité

de Etica e Uso de Experimentagdo Animal da UFV (processo CEUA numero 38/2021).

2.2 Design experimental
Os animais experimentais foram divididos, aleatoriamente, em quatro grupos

experimentais (n = 8 animais/grupo). Primeiramente, realizou-se a inducdo da HAP em 16
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animais. A HAP foi induzida utilizando-se duas injec¢des intraperitoniais de monocrotalina (20
mg/kg de peso corporal; 0,5 mL) dissolvida em solugdo salina, havendo um intervalo de uma
semana entre as doses (Benoist et al., 2014; Soares et al., 2019). Os animais saudaveis que nao
foram submetidos a este protocolo receberam doses equivalentes de solucao salina (0,5 mL)
nas mesmas datas. Este procedimento visa fazer com que todos os animais sejam submetidos
as mesmas condi¢des de estresse na manipulagao.

ApOs as duas doses de monocrotalina, os animais foram distribuidos entre os grupos
para inicio do periodo experimental. O Grupo 1 foi composto por animais saudaveis que nao
praticaram exercicio fisico (controle sedentario), enquanto animais do Grupo 2 foram
submetidos a indugdo experimental da HAP por MCT e ndo praticaram exercicio fisico (HAP
sedentdrio). Adicionalmente, os Grupos 3 e 4 compreenderam, respectivamente, animais
saudaveis (controle TFR) e hipertensos (HAP + TFR) que foram submetidos ao TFR durante
30 dias.

No 28° dia apds a primeira injecdo de monocrotalina foi realizada a andlise
ecocardiografica, para avaliar a funcdo cardiaca. Para isso, os animais foram anestesiados
(Isoflurano 1,5% e oxigénio 100% com fluxo constante de 1L/min), sendo as imagens obtidas
enquanto os animais permaneceram em decubito lateral. Estudos bidimensionais com uma taxa
de amostragem rapida de 120 fps no modo M foram realizados usando o sistema de ultrassom
MyLabTM30 (Esaote, Genoa, Itdlia) e transdutores de frequéncia nominal de 11 MHz. A
ecocardiografia transtoracica bidimensional e modo M foram obtidas em uma velocidade de
varredura de 200 mm ajustada de acordo com a frequéncia cardiaca. Para caracterizar a HAP,

foi determinada a excursao sistdlica do plano anular tricispide (Soares et al., 2019).
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2.3 Protocolo do TFR

Durante uma semana, antes da indu¢ao da HAP nos grupos, os animais dos Grupos 3
e 4 foram treinados seguindo o protocolo de TFR (adaptado de Hornberger e Farrar, 2004). Para
1ss0, utilizou-se uma escada de 1,1 m de altura e com inclinagdo de 80°, onde os animais subiam
trés vezes, com intervalos de repouso de 2 minutos e carga maxima determinada a partir de um
teste previamente realizado. Neste tltimo, o teste consistiu em subir escadas com carga inicial
de 75% do peso corporal, que foi progressivamente aumentado em mais 15% nas subidas
subsequentes até que o animal ndo conseguisse mais subir. Esta carga foi fixada na cauda do
rato. As subidas foram intercaladas com intervalos de descanso de 1 minuto. A carga maxima
de suporte foi usada como indice de tolerancia ao esforg¢o fisico. Os animais exercitados foram
submetidos a um programa de TFR, 5 vezes/semana durante o periodo experimental até o dia
anterior a eutanasia. A carga de TFR foi de 55-65% da carga maxima de suporte, seguindo as
recomendacdes para pacientes com doengas cardiovasculares. Cada sessdo de treinamento

consistiu em 15 subidas intercaladas com intervalo de 1 minuto.

2.4 Eutandsia e coleta de material

Apds o periodo experimental, os animais foram pesados e eutanasiados por
decapitacdo. Em seguida, o sangue foi coletado para determinag¢do da concentragdo sérica de
testosterona. Apds abertura da cavidade abdominal, os testiculos foram removidos, dissecados
e pesados. O 6rgdo do lado esquerdo foi direcionado para andlises biométricas, histologicas e
estereolodgicas. Ja o testiculo direito foi congelado em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °
C, para analises enzimaticas e bioquimicas. Outros o6rgios do sistema reprodutor masculino,

como epididimos, prostata ventral e vesicula seminal, foram retirados para anélise biométrica.
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2.5 Determinagao da concentracao sérica de testosterona

O sangue coletado no momento da eutanasia (n = 5/grupo) foi centrifugado a 2.000 xg
por 15 min, e o soro armazenado a -80 ° C para posterior uso na quantificacao da testosterona
sérica (Souza et al., 2016). Esta quantificacao foi realizada no Laboratério Veterinario da
Tecsa® (Belo Horizonte/Brasil), utilizando-se a metodologia de quimioluminescéncia. Os

resultados foram expressos em nanogramas por decilitro (ng/dL).

2.6 Biometria corporal e dos orgdos reprodutores

Através da subtragdo dos valores de peso final pelo valor do peso inicial dos animais,
obtivemos a média de ganho de peso dos animais (n = 8/grupo). Testiculos, epididimos, prostata
ventral e vesicula seminal (n = 8/grupo) foram pesados em balanca analitica (0.0001g; BEL
Mark 160) para obten¢do do peso absoluto. O peso relativo de cada 6rgao foi obtido pela
multiplicagdo do peso absoluto por 100, sendo o resultado dividido pelo peso final do animal.
Posteriormente, a tinica albuginea do testiculo esquerdo foi retirada para obteng@o do peso do

parénquima testicular.

2.7 Determinagdo de colesterol, triglicérides e glicose no tecido testicular

Fragmentos de testiculo congelados (100mg; n = 5/grupo) foram diluidos (1: 1) em
100 puL de tampao fosfato (pH 7.4) e centrifugados a 15.000g por 10 min a 4°C. O sobrenadante
foi utilizado para a determinacdo de colesterol, triglicérides e glicose testicular. Todos os
ensaios foram realizados utilizando-se kit especifico (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil),
seguindo as recomendagdes do fabricante.

Para determinacdo do colesterol, o principio do ensaio baseou-se na agdo da
lipoproteina lipase, que hidrolisa ésteres de colesterol, resultando em colesterol livre e acidos

graxos. A oxidag¢do enzimatica subsequente libera perdxido de hidrogénio e colesterol-4-en-
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ona. O peroxido ¢ medido por uma reagdo cromogénica na presenga de peroxidase. A substancia
cromogénica tem absorbancia maxima no comprimento de onda de 500 nm, sendo a intensidade
da cor proporcional a concentragdo de colesterol na amostra. A determinagao de triglicérides
também se baseia na acdo da lipoproteina lipase, que promove a hidrélise dos triglicérides
liberando glicerol, que ¢ convertido, pela acdo da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato. Este ¢
oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenga da glicerolfosfato oxidase.
Em seguida, ocorre uma reagdo de acoplamento entre perdxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e p-clorofenol, catalisada pela peroxidase, originando um composto de cor
cereja, cuja intensidade da cor foi medida a 500 nm e ¢ proporcional a concentracdo de
triglicérides. Por tltimo, a determinacdo de glicose considerou a atividade da glicose oxidase,
que oxida a glicose gerando 4cido gluconico e perdxido de hidrogénio. O peroxido de
hidrogénio, na presenca da peroxidase reage com a 4-aminoantipirina e fenol, formando um
cromégeno vermelho cereja cuja intensidade de cor foi medida a 505 nm e € proporcional a

concentragdo de glicose.

2.8 Avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo

Amostras de testiculos congelados (100 mg; n = 5/grupo) foram separadas,
homogeneizadas em tampao fosfato (1 mL; pH 7.4) e centrifugadas a 15.000g por 10 min a
4°C. O sobrenadante foi separado para analises de enzimas antioxidantes, metabolitos do
estresse oxidativo e capacidade antioxidante total (FRAP). J& o pellet foi utilizado na
determina¢do de proteina carbonilada. Estas analises foram realizadas em um leitor de
microplaca ELISA (Multiskan GO, Thermo Scientific) ou em espectrofotometro (UV-Mini
1240, Shimadzu).

Com relagdo aos ensaios enzimaticos, a atividade da superoxido dismutase (SOD) foi

estimada pelo método do pirogalol, com base na capacidade desta enzima em catalisar as
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reacoes de superdxido e peroxido de hidrogénio, de como descrito por Dieterich et al. (2000).
A atividade da enzima foi calculada como unidades (U) por miligrama de proteina, onde um U
da enzima ¢ definido como a quantidade que inibiu a taxa de autoxidacdo do pirogalol em 50%.
A atividade da catalase (CAT) foi avaliada medindo-se a taxa de decomposi¢ao do H.O., de
acordo com o descrito por Aebi (1984). Uma unidade de atividade da CAT foi definida como a
quantidade da enzima que se decompde por 1 min. A atividade de CAT foi calculada como U
por miligrama de proteina. Finalmente, a atividade da glutationa-s-transferase (GST) foi
estimada em espectrometro conforme descrito por Habig et al. (1974), e testado de acordo com
a formagao de 2,4-dinitroclorobenzeno conjugado com glutationa (CDNB). O coeficiente de
extingd@o molar usado para CDNB foi €340 = 9,6 mmol x L — 1 x cm — 1. Uma unidade de
atividade de GST foi definida como a quantidade da enzima que catalisou a formacdo de um
umol de produto x min — 1 x mL — 1. A atividade de GST foi expressa como U por miligrama
de proteina.

A concentragdo de ON foi mensurada através do reativo de Griess (1 % de
sulfanilamida e 0,1 % naftil-etileno-diamina em 2,5 % H3PO4). Neste ensaio, a quantidade de
nitrito foi determinada nas amostras e utilizada como indicador da sintese de ON. O
sobrenadante das amostras foi adicionado com igual volume do Reativo de Griess e placas de
leitura, incubado e em seguida realizado a determinacdo das absorbancias em leitor de
microplacas. O nivel de ON das amostras de testiculo foi determinado através da curva padrao
com concentragdes conhecidas de nitrito de sodio (Tsikas, 2007).

O conteido de malondialdeido (MDA) nas amostras foi determinado conforme
metodologia descrita por Buege e Aust (1978). O sobrenadante do tecido foi misturado, em
igual propor¢do, com solug¢do de acido tricloroacético (15%)/acido cloridrico (0,25 M)/acido
tiobarbittrico (0,375%). A mistura reacional total foi mantida em banho-maria em ebulicao

(~90°C) durante 40 minutos. Apo6s a retirada do banho maria, as amostras foram refrigeradas
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sobre placa de gelo e adicionou-se alcool butilico. A mistura foi levada ao vortex para
homogeneizacao. A amostra foi levada a centrifuga e o sobrenadante retirado para analise. Os
niveis totais de MDA em cada amostra foi determinado por meio de curva padrao a partir de
concentragdes conhecidas de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMPO). Finalmente, os grupos
carbonila nas proteinas foram mensurados segundo descrito por Levine et al. (1994). Os pellets
dos homogenenatos teciduais foram utilizados. Os danos as proteinas foram determinados
baseados nos grupos carbonila da reagdo com DNPH e mensurados em leitor de microplacas.
A capacidade antioxidante total (FRAP) foi determinada pelo método descrito por
Benzie e Strain (1996). O FRAP consiste em uma dosagem colorimétrica baseada no principio
de reducdo do complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) em tripiridiltriazina ferrosa
(Fe2+-TPTZ) pelos antioxidantes de uma amostra. A reagao foi realizada adicionando 10 pL
de amostra, ou padrdo, com 220 pL da solu¢do de FRAP em microplacas. A mistura foi

incubada no escuro por 30 minutos, e levadas ao leitor de microplacas.

2.9 Processamento histologico dos testiculos

Testiculos esquerdos foram imersos em solu¢do fixadora de Karnovsky (glutaraldeido
2,5% e paraformaldeido 4% em tampado de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2) por 24 horas
(Karnovsky, 1965). Fragmentos do 6rgdo fixado (n = 6/grupo) foram desidratados em séries
crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%) e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®,
Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Cortes semi seriados de 1 ou 3 pum de espessura
foram obtidos em micrétomo rotativo (RM 2255, Leica, Nussloch, Alemanha). Os cortes de 3
um foram corados com azul de toluidina/borato de sédio (1%) e montados com Entellan
(Merck, Alemanha), enquanto os cortes com 1 um foram destinados a analise de viabilidade

celular e montados com glicerina.
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2.10 Contagem de tubulos seminiferos normais e patologicos

A andlise histoldgica foi realizada através da observacao de 200 tubulos seminiferos
por animal, totalizando 1.200 tabulos analisados por grupo (adaptado de Johnsen, 1970; Dias
et al., 2019). Os achados patologicos foram agrupados em trés niveis. No nivel 1, os tibulos
seminiferos ndo apresentaram alteracdes, sendo compostos por epitélio germinativo padrao,
com c¢lulas dispostas em camadas, ndo havendo presenga de vacuolos, descamacgao ou células
germinativas no limen dos tubulos. No nivel 2, os tibulos seminiferos apresentam vactolos
entremeando as células germinativas, consideramos o nivel 2 como patologias de grau leve. J&
o nivel 3, foi marcado por tibulos contendo células germinativas no limen e descamacao do
epitélio seminifero, sendo considerado um grau moderado de achados patologicos. Os

resultados obtidos foram expressos em porcentagem.

2.11 Analise estereologica e morfométrica testicular

A analise estereologica e morfométrica do testiculo foi realizada por meio do software
Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Para estimar a propor¢ao dos
componentes do parénquima testicular, foi utilizada uma grade com 266 interse¢des em 10
imagens aleatdrias do parénquima testicular de cada animal, obtidas em um microscéopio de
campo claro (Olympus BX-53, Toquio, Japao) equipado com uma camera digital (Olympus
DP73, Toéquio, Japdo), totalizando 2.660 pontos por animal e 15.960 pontos por grupo. Pontos
de correspondéncia na tinica propria, epitélio seminifero e limen (juntos formando o
compartimento tubular) e pontos no espaco intertubular foram registrados. O percentual de

pontos em cada componente foi calculado pela formula:

. o numero de pontos na estrutura de interesse
Proporgao volumétrica (%) = - , x 100
pontos totais (2.660 por animal)
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O volume foi considerado igual ao peso do parénquima (Tae et al., 2005). O diametro tubular
médio, a altura do epitélio e o diametro luminal (um) foram obtidos em 30 cortes transversais
de tabulos seminiferos por animal, sendo utilizado a média de duas retas opostas (formando
angulo de 90° na interseccdo), utilizando os tibulos de contorno o mais circular (Johnson e
Neaves, 1981).

A proporc¢do volumétrica dos componentes do intertibulo foi obtida pela contagem de
1.000 pontos nas imagens do compartimento intertubular por animal, totalizando 6.000 pontos
por grupo. Os pontos foram contados no nucleo e citoplasma da célula de Leydig, espaco
linfatico, vasos sanguineos, macrofagos e tecido conjuntivo. O percentual de pontos em cada

componente foi calculado pela formula:

Proporgao do componente intertubular de interesse (%)

numero de pontos no componente de interesse 100
= X
pontos totais (1000 por animal)

Analises estereologicas das células de Leydig também foram realizadas. O diametro
nuclear de 30 células de Leydig foi medido em aumento de 400x, permitindo o célculo do
volume ocupado por seu nucleo e citoplasma, bem como o volume total das células. O volume

do nucleo de Leydig foi obtido por meio do didmetro nuclear médio e da formula:

4
Volume nuclear de Leydig (um3) = §T[R3

R = diametro nuclear/2.

O volume celular de Leydig foi estimado pela adi¢do entre os volumes nucleares e

citoplasmaticos (Russell et al., 1990; Dias et al., 2020). A partir dos célculos apresentados por
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Dias et al. (2020), foi possivel obter o nimero total de células de Leydig no testiculo dividindo
o volume total ocupado pelas células de Leydig no parénquima testicular pelo volume

individual de uma célula de Leydig.

2.12 Contagem de células germinativas no epitélio seminifero

As contagens de células germinativas e de células de Sertoli foram realizadas em
se¢oes de tubulos seminiferos no estagio 1 do ciclo da espermatogénese (Amann e Schanbacher,
1983). Em 20 seg¢des de tubulos seminiferos, o nimero de espermatogdnias do tipo A (SgA),
espermatocitos primarios em preleptoteno/leptoteno (PIL), espermatdcitos primdarios em
paquiteno (Paq), o nimero de espermatides arredondadas (EAr) e o nimero de células de Sertoli
(Ser) foram contados. Para obter o numero corrigido dessas células, o didmetro do nucleo, ou
nucléolo no caso das células de Sertoli, foi medido em 30 células de cada tipo e pela féormula
descrita por Amann e Almquist (1962), obteve-se o niimero corrigido de células do epitélio
germinativo. Posteriormente, foi possivel calcular o nlimero de células germinativas do epitélio

(n° de células germinativas = n° SgA + n° PIL + n° Paq + n° EAr), indice mitdtico

n° PIL
n° SgA

n® EAr, , . , . n°EAr
), indice de células de Sertoli (
n° Paq n° SgA

( ), indice meiotico ( ), numero de células de

omprimento total de tibulos seminiferos (m) X n° Ser

Sertoli por testiculo (C ), capacidade de suporte

espessura do corte

n® Ear

n°® SgA+n° PlL+n° Paq+n® Ear )
n° SgA”’’

total da célula de Sertoli ( ) e rendimento da espermatogénse (

n° Ser

A produgdo espermatica didria foi calculada usando a féormula:

PED volume total de tubulos seminiferos X n° Ear

12,9 X area da sec¢do transversal do tibulo no estadio 1 X espessura do corte

Onde 12,9 ¢ a duragdo, em dias, do ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar (Amann, 1961).
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2.13 Andlise de viabilidade das células testiculares

Seccoes histologicas de 1 um foram coradas com corante duplo de laranja de acridina
e iodeto de propidio (Lima et al., 2018) para avaliacao das alteracdes morfoldgicas envolvendo
danos de DNA, autofagia e apoptose celular. As imagens digitais foram capturadas pelo
fotomicroscopio de fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies, Carlsbad, Canada). O laranja de
acridina ¢ um marcador fluorescente sem carga capaz de atravessar membranas plasmaticas em
meio basico. Quando em meio de pH acido, o marcador recebe protons e passa a nao conseguir
atravessar membranas, se acumulando no local (Traganos et al., 1994). Diante dessa
propriedade, o laranja de acridina ¢ um marcador que tende a se acumular em organelas 4cidas
como o lisossomo, tornando-se um bom marcador de autofagossomos maduros (Thomé et al.,
2016). Nas células marcadas com o acridina, os ntcleos e citoplasmas tendem a fluorescer na
cor verde enquanto compartimentos 4cidos tendem a fluorescer na cor vermelha (Shin et al.,
2012). Ja o iodeto de propidio marca apenas células que perderam a integridade da membrana,
pois ¢ um marcador que ndo consegue atravessar membranas intactas. Na célula com membrana
defeituosa, o iodeto se liga ao nucleo fluorescendo na cor vermelha (Aswathanarayan et al.,
2017). Os critérios morfoldgicos utilizados para a classificagdo de células viaveis, células
inviaveis e células com intensa atividade autofagica foram a cor do nticleo; verde indicava uma
célula viavel, amarelo inicio de um processo de dano e vermelho uma célula danificada, e a
presenca de fluorescéncia vermelha/alaranjada no citoplasma da célula (adaptado de Lima et
al., 2018; Dias et al., 2019). As imagens digitalizadas foram enviadas para o programa Image J
e as areas reveladas com a dupla marcacdo laranja de acridina/iodeto de propidio foram
selecionadas por meio da distribui¢do de cor como parametro discriminante. Uma grade com
266 intersegdes foi utilizada em dez imagens digitais por grupo para distinguir células

viaveis/com dano inicial/danificadas e com presenga ou auséncia de autofagia, tanto no
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compartimento intertubular quanto no compartimento tubular. Os valores obtidos foram

transformados e apresentados em porcentagem.

2.14 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliagdo de normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Como os animais hipertensos treinados apresentam duas condigdes
fisiologicas diferentes dos animais do grupo controle, trés Testes t de Student foram realizados
em separado. Dessa forma, os dados dos animais do grupo hipertenso sedentario (HAP
sedentario) foi comparado com os resultados do grupo controle sedentario, para avaliar se ha
efeitos da doenga nos parametros analisados. Em seguida, outro Teste ¢ de Student foi realizado
entre os dados dos grupos controle sedentério e controle TFR, como forma de avaliar se o TFR
pode, sozinho, causar alteragdes testiculares. Por fim, um ultimo Teste ¢ foi realizado entre os
grupos HAP sedentario e HAP + TFR para avaliarmos se o treinamento fisico foi capaz de
minimizar os potenciais danos testiculares causados pela HAP. As diferengas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. As andlises foram realizadas utilizando-se o
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., SanDiego, CA, USA). Os resultados

foram expressos como média + desvio padrao da média (D.P.M).

3. Resultados

3.1 Validagao do método de inducdo da HAP e efeito do TFR sobre pardametros cardiacos

O sucesso na inducao da HAP em ratos Wistar foi analisado através dos valores de
excursdo sistdlica do plano anular tricispide. Os animais do grupo HAP sedentario exibiram
valores menores do que os animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Fig. 1). Dados
ecocardiograficos e histologicos também indicaram comprometimento do coragdo,

confirmando o sucesso na indu¢do da HAP (dados ndo mostrados). Animais do grupo HAP +
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TFR apresentaram aumento da fun¢do ventricular em relagao aos animais do grupo HAP

sedentario (p <0,05; Fig. 1).

3.2 Efeitos do TFR em parametros biométricos e testiculares de ratos saudaveis

A Dbiometria corporal e peso de orgaos reprodutores masculinos, bem como
morfometria e estereologia testicular nao foram alterados entre animais saudaveis submetidos
ou ndo ao TFR (p > 0,05; Tabela suplementar 1). Da mesma forma, a contagem de populagdo
de células germinativas, produ¢do espermatica didria, patologia do tibulo seminifero, analise
de viabilidade celular e atividade autofagica ndo diferiram entre animais controle sedentarios e
animais controle TFR (p > 0,05; Tabela suplementar 1). Por fim, a maior parte dos dados
bioquimicos e marcadores do estresse oxidativo também nao foram alterados entre os grupos
controle sedentario e controle TFR (p > 0,05; Tabela suplementar 1). Somente observou-se um
aumento de ON e redugdo de glicose testicular em animais do grupo controle TFR comparado

aos animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Tabela suplementar 1).
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TAPSE
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0 1 1
Controle HAP HAP + TFR
sedentario sedentario

Figura 1: Efeitos da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico resistido
(TFR) sob a fun¢do do ventriculo esquerdo, medido pela excursdo sistolica do plano anular
tricuspide (TAPSE). A analise ocorreu no 28° dia apds as duas doses de injecdes
intraperitoneais de monocrotalina (20 mg/kg de peso corporal). A = grupo controle sedentario;
B = controle TFR; C = HAP sedentario; D = HAP + TFR. (n = 7/ grupo). Valores expressos
como média + D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais do grupo controle
sedentario e HAP sedentério pelo Teste t de Student. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre

os grupos HAP sedentario e HAP + TFR pelo teste t de Student
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3.3 Biometria corporal e de orgdos reprodutores em animais com HAP
Animais do grupo HAP sedentario apresentaram uma diminui¢ao no ganho de peso
corporal, com consequente diminui¢do do peso corporal final, quando comparados aos animais
do grupo controle sedentario (p < 0,05; Tabela 1). O peso absoluto dos testiculos, epididimos e
da proéstata ventral também foi reduzido nos animais do grupo HAP sedentario comparados aos
animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Tabela 1). J4 os pesos relativos de testiculo e
epididimo aumentaram em animais com HAP (p < 0,05; Tabela 1). O peso absoluto da vesicula
seminal e os pesos relativos da prostata ventral e da vesicula seminal dos animais do grupo
HAP sedentario ndo foram alterados comparados aos pesos dos animais do grupo controle
sedentario (p > 0,05; Tabela 1).
Animais hipertensos submetidos ao TFR apresentaram um aumento no ganho de peso e
no peso corporal final comparado com animais do grupo HAP sedentério (p < 0,05; Tabela 1).
Igualmente, animais hipertensos que praticaram o TFR tiveram um aumento no peso absoluto
do epididimo e da prostata ventral, assim como no peso relativo da prostata ventral, comparado
ao grupo HAP sedentério (p < 0,05; Tabela 1). Adicionalmente, a pratica do TFR possibilitou
uma diminui¢do do peso relativo do testiculo e do epididimo dos animais com HAP
comparando-se aos dos animais com HAP sedentérios (p < 0,05; Tabela 1). Por outro lado, os
animais do grupo HAP + TFR ndo tiveram alteragdes no peso absoluto do testiculo e da vesicula
seminal, bem como o peso relativo da vesicula seminal, quando comparado aos animais do

grupo HAP sedentario (p > 0,05; Tabela 1).
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Tabela 1: Peso corporal e parametros biométricos de 6rgaos reprodutores masculinos de ratos
Wistar saudaveis (controle sedentario) ou com hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida

por monocrotalina, submetidos ou nao ao treinamento fisico de resisténcia (TFR).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFR
Peso corporal inicial (g) 204,102 + 11,792 204,010 + 15,60 205,10+ 16,03
Peso corporal final (g) 296,60 + 16,61 224,10 £ 32,48* 259,82 + 20,46#
Ganho de peso corporal (g) 92,50 + 14,56 16,25 + 25,63* 53,00 + 27,51#
Testiculo (g) 1,62 +0,07 1,42+0,10" 1,51 0,09
Testiculo (g/100g) 0,53 + 0,04 0,72+0,15" 0,58 + 0,027
Epididimo (mg) 50,34 + 2,76 46,41 +3,93" 51,86 +3,51%
Epididimo (mg/100g) 16,80 + 1,20 22,03+4,61" 18,94 + 1,41"
Prostata ventral (mg) 50,67 + 12,87 32,11+ 638" 52,67 + 14,58"
Prostata ventral (mg/100 g) 16,11 £4,05 15,85 +£2,92 20,11 £4,24
Vesicula seminal (mg) 103,21 +£27,28 91,43 + 18,95 94,59 + 18,65
Vesicula seminal (mg/100 g) 34,90 £ 9,67 37,27 £5,30 36,30 £ 6,12

Valores expressos em média = D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais dos
grupos controle sedentario e HAP sedentério pelo teste t de Student. *Diferenca significativa (p
< 0,05) entre animais dos grupos HAP sedentario e HAP treinado (HAP + TFR) pelo teste t de

Student. (n = 6 animais/grupo)
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3.4 Concentracgoes sericas de testosterona

Animais sedentarios com HAP apresentaram uma reducdo na concentracao de
testosterona sérica quando comparado aos animais saudaveis do grupo controle sedentario (p <
0,05; Fig. 2A). Animais com HAP submetidos ao TFR apresentaram um aumento no valor

médio desse parametro comparado aos animais com HAP sedentérios (Figura 2A).

3.5 Bioquimica testicular

A concentragdo de colesterol testicular foi maior nos animais do grupo HAP sedentario
quando comparado aos animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Fig. 2B). Animais com
HAP que praticaram o TFR tiveram a concentragdo média de colesterol menor quando
comparado aos animais do grupo HAP sedentario (p < 0,05; Fig. 2B). As concentragdes
testiculares de glicose e de triglicerideos ndo foram alteradas nos animais do grupo HAP
sedentdrio comparado aos animais do grupo controle sedentario, ou do grupo TFR + HAP

quando comparado aos animais do grupo HAP sedentario (p > 0,05; Figura 2C-D).
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Figura 2: Efeitos da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico resistido
(TFR) sobre valores de testosterona sérica e pardmetros bioquimicos testiculares de ratos
Wistar. “Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais saudaveis (controle sedentario) e
animais com HAP (HAP sedentério) pelo Teste t de Student. *Diferenca significativa (p < 0,05)
entre animais sedentarios com HAP e animais com HAP submetidos ao TFR (HAP + TFR) pelo

teste t de Student. Valores expressos como média = D.P.M. (n = 5 animais/grupo)

3.6 Contagem de tubulos seminiferos normais e patologicos

Animais saudaveis sedentdrios apresentaram poucos tubulos seminiferos com
alteracdes em sua histologia (Fig. 3A-C). J4 animais sedentarios com HAP apresentaram uma
diminui¢do no percentual de tiibulos seminiferos normais comparados aos animais do grupo

controle sedentario (p < 0,05; Fig. 3A). Consequentemente, houve um aumento no percentual
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de tabulos seminiferos com patologias leves ou moderadas em animais do grupo HAP
sedentario (p < 0,05; Fig. 3B e C). Animais do grupo HAP + TFR apresentaram diminui¢ao na
porcentagem de tibulos com patologias, tanto leves como moderadas, e consequente aumento
na porcentagem de tubulos seminiferos normais comparados aos animais do grupo HAP (p <
0,05; Fig. 3A-C). Fotomicrografias representativas dos tibulos seminiferos dos animais dos
grupos controle sedentario, HAP sedentario, HAP + TFR e controle TFR sdo mostradas na

Figura 4.



51

>
w
(@]

150+ ' 1 1 . # . p
30 I ! 1 10+ I 1 1

100 —

20+

50+ 104

L]

T T T T T T
Controle HAP HAP + TFR Controle HAP HAP + TFR Controle HAP HAP + TFR
sedentario sedentario sedentario  sedentario sedentario sedentario

Tubulos patolégicos
de grau leve (%)

Tubulos normais (%)
Tubulos patoldgicos
de grau moderado (%)

Figura 3: Efeitos da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico resistido (TFR) na histopatologia de tibulos seminiferos de
ratos Wistar. “Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais saudaveis (controle sedentario) e animais com HAP (HAP sedentario) pelo Teste t
de Student. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais com HAP sedentérios e animais com HAP submetidos ao TFR (HAP + TFR) pelo

teste t de Student. Valores expressos como média = D.P.M. (n = 5 animais/grupo)
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Figura 4: Fotomicrografias representativas do parénquima testicular de ratos Wistar. Controle
sedentario = animais saudaveis sedentarios; HAP sedentario = animais sedentarios induzidos
experimentalmente a hipertensao arterial pulmonar (HAP). HAP + TFR = animais com HAP
submetidos ao treinamento fisico resistido (TFR); Controle TFR = animais saudaveis
submetidos ao TFR. L = lumen do tibulo seminifero; Ep = epitélio seminifero; In =
compartimento intertubular; Se = célula de Sertoli; Tp = tunica propria; * = vactiolos no epitélio

seminifero. Azul de toluidina. Barra escura = 50pum; Barra clara = 10 uym
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3.7 Morfometria e estereologia testicular

Animais sedentdrios com HAP apresentaram varias alteracdes morfométricas no
testiculo. Os valores de didmetro tubular, altura do epitélio, porcentagem do compartimento
tubular, tinica propria e limen do tibulo seminifero foram reduzidos nos animais do grupo
HAP sedentario comparados aos animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Tabela 2). J&
a porcentagem de compartimento intertubular e epitélio seminifero aumentaram nos animais
com HAP sedentarios comparados aos animais sedentarios controle (p < 0,05; Tabela 2).
Animais com HAP submetidos ao TFR apresentaram aumento de didmetro do tubular, altura
do epitélio, propor¢ao de compartimento tubular, tinica propria ¢ limen, com uma reducao na
propor¢ao de compartimento intertubular quando comparado aos animais sedentarios com HAP
(p <0,05; Tabela 2).

As proporg¢des e volumes dos componentes do intertibulo de animais do grupo HAP
sedentarios também foi alterada. Animais sedentarios doentes apresentaram uma reducao na
porcentagem de células de Leydig quando comparados aos animais do grupo controle
sedentario (p < 0,05; Tabela 3). Por outro lado, os animais do grupo HAP sedentario tiveram
aumento tanto no volume quanto na propor¢do de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e
macrofagos no compartimento intertubular comparados aos animais controles sedentarios (p <
0,05; Tabela 3). Animais sedentarios com HAP ndo apresentaram alteracdes da propor¢ado e o
volume do espaco linfatico comparados com os animais do grupo controle sedentario (p > 0,05;
Tabela 3). Animais com HAP que praticaram o TFR tiveram uma redugdo na propor¢ao de
tecido conjuntivo e macroéfagos comparados aos animais sedentarios com a doenga (p < 0,05;
Tabela 3). Curiosamente, os animais doentes que praticaram o TFR ndo tiveram aumento na
porcentagem das células de Leydig comparado aos animais do grupo HAP sedentérios (p <

0,05; Tabela 3).
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Tabela 2: Parametros histomorfométricos e estereologicos testiculares de ratos Wistar
saudaveis (controle sedentario) ou com hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida por

monocrotalina, submetidos ou nao ao treinamento fisico de resisténcia (TFR).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFR

Morfometria testicular

Diametro tubular (um) 289,31 £6,14 269,00 £ 4,25* 307,90 = 10,67#
Diametro luminal (pum) 169,52 + 11,74 171,60 + 5,82 185,24 + 15,19
Altura do epitélio (um) 59,90 + 5,60 48,73 + 3,51* 61,36 £ 4,02#

Proporg¢do volumétrica

Compartimento tubular (%) 84,96 £ 0,21 83,61 £ 0,75* 86,62 £ 0,59#
Epitélio seminifero (%) 59,17 £ 0,62 61,21 + 0,63* 60,59 +£ 1,18
Ttnica propria (%) 5,08+ 0,14 447+030" 538+0,47"
Lamen (%) 20,71 + 0,69 18,15+ 1,45 20,64 + 0,89"
Compartimento intertubular (%) 15,04 £ 0,21 16,39 + 0,75* 13,38+ 0,59#

Valores expressos em média = D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais dos
grupos controle sedentario e HAP sedentério pelo Teste t de Student. *Diferenca significativa
(p <0,05) entre os animais dos grupos HAP sedentario e HAP treinado (HAP + TFR) pelo Teste

t de Student. (n = 6 animais/grupo)

Por fim, animais sedentarios com HAP apresentaram alteragcdes nas analises
morfométricas da célula de Leydig quando comparados aos animais controle. O diametro
nuclear, a porcentagem citoplasmatica e nuclear, o volume do ntcleo e o nimero de células de
Leydig por testiculo diminuiram em animais do grupo HAP sedentario comparados aos animais
do grupo controle sedentario (p < 0,05; Tabela 4). Animais do grupo HAP + TFR apresentaram
alteragdes em todos os parametros analisados, ocorrendo um aumento no didmetro nuclear, na
porcentagem e volume do nucleo, bem como no nimero de células de Leydig no testiculo destes

animais quando comparados aos animais do grupo HAP sedentario (p < 0,05, Tabela 4).
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Entretanto, animais hipertensos que praticaram o TFR apresentaram o volume da célula de
Leydig menor que os animais sedentarios doentes, assim como uma diminui¢ao no volume e

porcentagem do citoplasma da célula (p < 0,05; Tabela 4).

Tabela 3: Propor¢ao volumétrica e volume de componentes do intertubulo de ratos Wistar
saudaveis (controle sedentdrio) ou com hipertensdo arterial pulmonar (HAP) induzida por

monocrotalina, submetidos ou ndo ao treinamento fisico de resisténcia (TFR).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFR

Proporgdo volumétrica

Tecido conjuntivo (%) 2,87+ 0,60 424 +0,55 2,67+ 0,27#
Espago linfatico (%) 0,38 £ 0,24 0,34+ 0,22 0,28 £ 0,07
Vaso sanguineo (%) 1,39+ 0,54 2,69+ 0,89* 2,03+0,30
Macrofagos (%) 0,47 + 0,10 0,85+021" 0,67 +0,15"
Célula de Leydig (%) 9,94 + 0,84 8,31+0,52" 7,74 £ 0,39
Volume

Tecido conjuntivo (mL) 0,09 £ 0,01 0,12+ 0,02* 0,08 + 0,009#
Espago linfatico (mL) 0,01 + 0,008 0,01 + 0,006 0,01 + 0,002
Vaso sanguineos (mL) 0,04 + 0,02 0,08 + 0,02* 0,06 £0,01
Macrofagos (mL) 0,01 + 0,005 0,02 + 0,006* 0,02 +0,004
Células de Leydig (mL) 0,30+ 0,07 0,24 +0,02 0,22 +0,01

Valores expressos em média £ D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais
saudaveis (controle sedentario) e animais com HAP (HAP sedentario) pelo Teste t de Student.
"Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais com HAP sedentarios e animais com HAP

submetidos ao TFR (HAP + TFR) pelo teste t de Student. (n = 6 animais/grupo)
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Tabela 4: Analises morfométricas das células de Leydig de ratos Wistar saudaveis (controle
sedentario) ou com hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina,

submetidos ou ndo ao treinamento fisico de resisténcia (TFR).

Paradmetros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFR
Morfometria das células de Leydig

Didmetro nuclear (pm) 6,80 £ 0,25 6,33 + 0,17* 6,62 £ 0,24#
Porcentagem nuclear (%) 1,78 £ 0,60 1,34 + 0,22* 1,72 + 0,14#
Porcentagem citoplasmatica (%) 8,16 £0,55 6,97 + 0,62* 6,02 0,41#

Volume nuclear (um?)
Volume citoplasmatico (um?)
Volume celular (um?)

Numero de células/testiculo (x10)

165,48 + 18,85
833,19 £ 276,98
998,67 + 258,61

3645,28 £31,51

133,54 +12,75"
711,68 + 156,07
84522 + 155,20

2514,19 +71,89"

155,03 + 15,717
594,90 + 62,88"
756,13 + 87.20*

3177,51 + 37,04"

Valores expressos em média = D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais dos
grupos controle sedentario e HAP sedentario pelo Teste t de Student. “Diferenca significativa
(p <0,05) entre animais com HAP sedentérios e animais com HAP submetidos ao TFR (HAP

+ TFR) pelo teste t de Student. (n = 6 animais/grupo)

3.8 Contagem de células germinativas e produgdo espermatica diaria

A contagem de células germinativas no epitélio seminifero de tibulos no estadio 1 da
espermatogénese, bem como os indices obtidos a partir dessa contagem estdo apresentados na
Tabela 5. Animais sedentdrios doentes apresentaram uma redugdo do numero de cé€lulas de
Sertoli, espermatides arredondadas e, consequentemente, do nimero total de células
germinativas (p < 0,05; Tabela 5). Apesar dessa reducao, os animais do grupo HAP sedentério
ndo tiveram o numero de espermatogonias do tipo A, de espermatdcitos primarios em
preleptdteno/leptoteno e de espermatocitos primarios em paquiteno alterados em relacao aos
animais do grupo controle sedentario (p > 0,05; Tabela 5). Com essas altera¢des nas células do

epitélio seminifero, os indices mitdticos e de Sertoli também sofreram uma reducio nos animais
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doentes sedentarios comparados aos animais saudaveis sedentarios (p < 0,05; Tabela 5). Por
fim, animais doentes tiveram uma reducdo na capacidade de suporte da célula de Sertoli, no
rendimento da espermatogénese e na producao espermatica diaria comparados aos animais do
grupo controle sedentario (p < 0,05; Tabela 5). Animais doentes que praticaram o TFR
apresentaram um aumento em quase todos os parametros afetados pela doenga quando
comparados ao grupo HAP sedentario, havendo um aumento desde o nimero de espermatides
arredondadas ao rendimento da espermatogénese (p < 0,05; Tabela 5). Todavia, o indice de
producdo espermadtica didria ndo foi aumentado nos animais do grupo HAP + TFR comparados

aos animais do grupo HAP sedentario (p > 0,05; Tabela 5).
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Tabela 5: Contagem de células do epitélio seminifero de tubulos no estadio 1 da
espermatogénese de ratos Wistar saudaveis (controle sedentario) ou com hipertensao arterial

pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina, submetidos ou ndo ao treinamento fisico de

resisténcia (TFR).
A Controle L.
Parametros L. HAP sedentario HAP + TFR
sedentario
Morfometria da sec¢do tubular em estadio [
Espermatogonia do tipo A 3,37+ 0,35 3,30+ 0,91 3,90 £ 0,49#
Espermatocito primario em préleptoteno/leptoteno 33,45+2,48 33,60 + 2,49 30,60 + 2,60
Espermatocito primario em paquiteno 44,67 + 4,62 42,07 2,42 40,17 £ 2,74

Espermatide arredondada

103,30 + 13,78

68,52+ 12,69"

101,22 + 4,52"

Numero de células germinativas 184,82 £ 8,98 147,94 £7 ,02* 175,26 + 4,03#
Célula de Sertoli 7,29+ 0,81 6,31+0,36" 7,14 +0,36"
fndice mitotico 10,25+ 1,31 7,56+ 187" 8,61+ 0,60"
fndice meiético 2,30+0,17 1,75+ 0,42 2,78 +0,11"
Indice de célula de Sertoli 15,36 £2,58 9,78 £+ 0,87* 15,32 £ 0,84#
Numero de células de Sertoli/testiculo (x10°) 9,07+ 1,96 7,01 £+ 2,53* 8,94 + 3,91#
Numero de células de Sertoli/g/testiculo (x10°) 6,94 + 1,66 4,74+ 1,84 6,74 £ 1,04
Capacidade de suporte da célula de Sertoli 27,29 +3,77 19,11 £ 2,83* 2529+13 1#
Rendimento da espermatogénese 31,48 £3,48 21,24 + 2,68* 24,81 + 2,41#
Produgdo espermatica diaria (x10°) 27,11 £ 3,96 13,98 + 4,17* 18,86 £ 2,17
Produgdo espermatica diaria /g/testiculo (x10) 18,32 +£4,29 9,58+3,53" 12,81 £3,70

Valores expressos em média + D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais
saudaveis (controle sedentario) e com HAP (HAP sedentario) pelo Teste t de Student.
“Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais com HAP sedentarios e animais com HAP

submetidos ao TFR (HAP + TFR) pelo teste t de Student. (n = 6 animais/grupo)
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3.9 Atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

A atividade da SOD nao foi alterada em animais sedentario com HAP comparados aos
animais controle sedentarios (p > 0,05; Fig. SA). CAT e GST, enzimas da segunda linha da
defesa antioxidante, tiveram reducao no nivel de atividade em animais do grupo HAP sedentario
comparados aos animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Fig. 5B e C). A pratica do TFR
pelos animais com HAP ndo aumentou a atividade de GST e aumentou CAT em relacao aos
animais do grupo HAP sedentério (p > 0,05; Fig. 5B e C). A atividade do ON também sofreu
alteragoes pela doenga, animais sedentarios com HAP apresentaram menor concentragao de ON
que animais dos grupos controles (p < 0,05; Fig. 5D). Animais do grupo HAP + TFR
apresentaram aumento na concentragdo de ON comparado aos animais sedentarios com HAP
(p < 0,05; Fig. 5D). Os animais com HAP ndo apresentaram alteragdes nos valores de MDA e
PC, quando comparados aos animais do grupo controle sedentario (p > 0,05; Fig. 5E e F), assim
como a capacidade antioxidante total (FRAP) (p > 0,05; Fig. 5G). Da mesma forma, animais
doentes submetidos ao TFR ndo apresentaram alteragcdes nos valores desses marcadores, e do

FRAP, quando comparados aos animais sedentarios com HAP (p > 0,05; Fig. SE-G).
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Figura S: Efeitos da hipertensao arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico resistido
(TFR) sobre atividade de enzimas antioxidantes, produtos do estresse oxidativo e capacidade
antioxidante total em testiculos de ratos Wistar. *Diferenca significativa (p < 0,05) entre
animais saudaveis (controle sedentario) e animais com HAP (HAP sedentério) pelo Teste t de
Student. #Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais com HAP sedentarios e animais com
HAP submetidos ao TFR (HAP + TFR) pelo teste t de Student. SOD = superdxido dismutase;
CAT = catalase; GST = glutationa S-transferase; ON = 6xido nitrico; MDA = malondialdeido;
PC = proteina carbonilada; FRAP = capacidade antioxidante total. Valores expressos como

média = D.P.M. (n = 5 animais/grupo)
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3.10 Viabilidade celular e atividade de autofagia

A andlise de viabilidade celular revelou um aumento na porcentagem de células
germinativas e células intertubulares inviaveis, ou em processo, em animais sedentarios com
HAP comparados aos animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Fig. 6B, C, F ¢ G).
Consequentemente, estes mesmos animais apresentaram menor quantidade de células vidveis
nos dois compartimentos (p < 0,05; Fig. 6A e E). Os animais doentes que praticaram o TFR
nao apresentaram aumento significativo no numero de células viaveis nos dois compartimentos
quando comparados aos animais sedentarios com HAP (p < 0,05 Fig. 6A e E). Todavia o
exercicio fisico foi capaz de diminuir o nimero de células do epitélio seminifero e intertubulares
inviaveis quando comparado aos animais doentes que nao praticaram (p < 0,05; Fig. 6C e G).
A porcentagem de vesiculas dcidas no citoplasma das células do epitélio seminifero foi
drasticamente aumentada em animais com HAP quando comparados aos animais controles
sedentarios (p < 0,05; Fig. 6D). Grande parte das células germinativas apresentavam citoplasma
vermelho/alaranjado, indicando grande quantidade de compartimentos dacidos. No
compartimento intertubular, a porcentagem de células com citoplasma marcado foi maior nos
animais sedentérios doentes, principalmente o citoplasma de células de Leydig, comparado a
porcentagem dos animais do grupo controle sedentéario (p < 0,05; Fig. 6D e H). Novamente,
animais do grupo HAP + TFR apresentaram uma diminui¢cdo dessa porcentagem quando
comparado aos animais do grupo HAP sedentario (p < 0,05; Fig. 6D e H). Imagens do
parénquima testicular corado com laranja de acridina/iodeto de propidio podem ser visualizadas

na Figura 7.
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Figura 6: Efeitos da hipertensao arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico resistido
(TFR) sobre viabilidade celular e atividade autofagica de células do parénquima testicular de
ratos Wistar. “Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais saudaveis (controle sedentario)
e animais com HAP e sedentarios pelo Teste ¢ de Student. *Diferenca significativa (p < 0,05)
entre os grupos HAP sedentario e HAP+ TFR pelo teste ¢ de Student. Valores expressos como

média +£ D.P.M. (n = 5 animais/grupo)
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Figura 7: Fotomicrografias representativas com dupla coloragao (laranja de acridina + iodeto de propidio) do parénquima testicular de ratos
Wistar. Controle sedentario = animais saudaveis sedentarios; HAP sedentario = animais sedentarios induzidos experimentalmente a hipertensao
arterial pulmonar (HAP). HAP + TFR = animais induzidos a HAP submetidos ao treinamento fisico resistido (TFR); Controle TFR = animais
saudaveis submetidos ao TFR. GFP = filtro de 50nm; RFP = filtro de 580 nm; Combinado = sobreposi¢ao de imagens. L = limen do tubulo
seminifero; Ep = epitélio seminifero; I = compartimento intertubular. Seta branca = células vidveis; Seta amarela = ntcleo positivo ao iodeto de

proidio, célula em processo de inviabilidade; Seta vermelha = vesiculas acidas. Barra = 50um
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4. Discussao

Neste estudo investigou-se pela primeira vez os danos causados pela HAP em
parametros testiculares, bem como o possivel impacto positivo da pratica de exercicio fisico,
especificamente o TFR, sobre parametros afetados pela doenca. A gravidade da HAP ¢
associada a uma baixa expectativa de vida. A maioria dos estudos experimentais vém mostrando
os danos causados por esta doenga em pulmdes e coragdo, devido o direto comprometimento
de suas fungdes. Isto resulta em uma busca por terapias medicamentosas e/ou nao-
farmacoldgicas que ajudem a aumentar a sobrevida de pacientes com hipertensdo pulmonar.
Este ¢ o caso da pratica de exercicios fisicos, que vem sendo implementada como fator chave
na melhora da qualidade de vida do enfermo.

O protocolo de indugdo a HAP utilizando monocrotalina foi capaz de induzir danos a
funcionalidade do coragdo, correspondendo ao que se espera encontrar em pacientes com HAP.
As alteracdes decorrentes da indugdo foram verificadas por ecocardiograma, que tem sido
amplamente utilizado em trabalhos experimentais com o intuito de verificar o estado hipertenso
(Thenappan et al., 2018). Animais com HAP submetidos ao TFR apresentaram melhoras no
quadro de HAP. Este resultado mostra que o TFR foi capaz de proteger o 6rgdo contra a
desregulacdo da funcao contratil. Outros trabalhos ja associaram a pratica de exercicios fisicos
a uma melhora de pardmetros cardiacos de animais com HAP (Soares et al., 2019; Vecchia e
Bussotti, 2018).

Nosso estudo mostrou que os testiculos de ratos Wistar foram afetados pela HAP. Os
pesos absoluto e relativo dos o6rgdos reprodutores masculinos sdo considerados bons
indicadores da saude reprodutiva (Agarwal et al., 2003). Na presenca do estado hipertensivo,
reducdo do peso testicular pode ser um indicativo da diminuicdo, ou parada, da fun¢do normal
do testiculo e degeneracao do tecido testicular (Adedara et al., 2016). No caso dos testiculos, a

drastica reducdo do peso absoluto do 6rgdo ¢ o primeiro sinal que pode indicar uma falha na
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producao de espermatozoides. A gonada masculina ¢ altamente androgeno-dependente (Makela
et al., 2018). Assim, a reducdo dos niveis de testosterona sérica, encontrados neste trabalho,
pode explicar a diminui¢do do peso do 6rgao. Além disso, ¢ provavel, que os baixos niveis de
testosterona sérica sejam resultado de problemas na maquinaria da produgao do hormonio na
propria gonada, uma vez que os hormonios do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, que sinalizam
para a produgdo do andrégeno, como o hormonio luteinizante, ndo parecem ser alterados em
pacientes com HAP (Wu et al., 2018). O TFR foi capaz de diminuir a perda de peso do testiculo
provocada pela HAP, resultando em valores intermediarios entre os de animais saudaveis e 0s
de animais doentes, sendo o primeiro sinal de efeitos benéficos do exercicio nos testiculos de
animais com HAP. Provavelmente esta melhora no peso do 6rgdo ocorreu em decorréncia da
restauracdo dos niveis de testosterona sérica causados pelo exercicio fisico. Experimentos
envolvendo praticantes do TFR mostraram um aumento nos niveis de testosterona basal desses
individuos em poucas semanas (Vingren et al., 2010; Hooper et al., 2017).

O ON tem um papel ainda controverso na fisiopatologia da HAP. A maior parte dos
trabalhos realizados constataram que pacientes com HAP tem menor quantidade de ON
endotelial no tecido pulmonar, o que resulta em problemas na remodelacao vascular (Giaid et
al.,, 1995; Chester et al., 2017). Baixos niveis de testosterona também estdo associados a
diminuicdo do ON. Aparentemente, um déficit de testosterona sérica implica em uma
diminui¢do no nimero de receptores 1 da esfingosina-1-fosfato (S1P1) das células endoteliais,
que resultam em menor producao de ON (Hotta et al., 2019). Aqui, provavelmente houve um
sinergismo entre os baixos niveis de testosterona provocados pela doenga e o proprio estado de
hipertensao na reducao da producao de ON. A pratica de TFR est4 associada a um aumento na
producao de 6xido nitrico endogeno (Giizel et al., 2007; Otsuki et al., 2019), o que também

encontramos no testiculo. Durante o exercicio fisico o débito cardiaco aumenta o fluxo
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sanguineo que provoca um aumento na tensdo de cisalhamento/shear stress, resultando na
producao de 6xido nitrico endogeno (Van Citters e Franklin, 1969; Giizel et al., 2007).

O processo desregulado de autofagia ¢ associado a uma variedade de patologias,
incluindo a HAP (Lee et al., 2011; Ornatowski et al., 2020). Em niveis basais, o processo
autofagico ¢ benéfico a célula e recicla componentes celulares. Em decorréncia de uma série de
estimulos, como o estresse oxidativo e a hipdxia, diversos constituintes celulares sao
sequestrados a vesiculas denominadas autofagossomos que vao se fundir a lisossomos para
serem digeridas (Gao et al., 2018; Feng et al., 2019). Como mostramos, o indice de células com
vesiculas acidas foi maior tanto no compartimento tubular quanto em células do intertubulo de
animais com HAP. O ON tem uma variedade de efeitos sob o processo autofagico, que vao
depender do tipo celular em questdo (Lee et al., 2012). De modo geral, em niveis elevados, o
ON inibe a sintese do autofagossomos através das vias JNK1-Bcl-2-Beclinl e IKK-AMPK-
TSC2-mTOR (Sarkar et al., 2011). Sendo assim, os baixos niveis de ON encontrados neste
trabalho podem ter contribuido para exacerbagdo do processo autofdgico nas células
germinativas e intersticiais. O processo de autofagia descontrolado € prejudicial a célula e pode
ser o ponto central dos danos teciduais encontrados. Outro ponto importante ¢ que a autofagia
contribui para a sintese de testosterona na c€lula de Leydig, onde o acimulo de LC3 ¢ associado
ao acumulo de goticulas lipidicas que fornecem colesterol para o processo de esteroidogénese
(Gao et al., 2018). Portanto, era de se esperar que os niveis altos de autofagia aqui encontrados
resultassem em um aumento na produg¢ao de testosterona, o que ndo encontramos. Isso pode ser
justificado pela maior concentracdo de colesterol testicular encontrado nos animais com HAP,
indicando que apesar de intensa atividade autofagica, a célula ndo esta conseguindo transformar
o colesterol em testosterona. Por fim, espera-se que o processo desequilibrado de autofagia
resulte em danos significativos a célula, at¢é mesmo a apoptose, o que vai te encontro com o

aumento de células marcadas pelo iodeto de propidio. O TFR, por estimular a produgdo de ON,
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pode ter atenuado a autofagia desenfreada das células germinativas € minimizado o processo
autofagico nas células de Leydig, indicado pelo aumento nos niveis de testosterona sérica e
diminuic¢ao do colesterol testicular.

Em decorréncia do baixo peso testicular, niveis reduzidos de testosterona sérica e
autofagia em excesso, ja era esperado que a histoarquitetura testicular fosse comprometida. Por
exemplo, o epitélio seminifero ¢ mantido por concentracdes adequadas de testosterona que
suprem a célula de Sertoli, que, por sua vez, mantém o epitélio integro e funcional (Smith e
Walker, 2015). Alteragdes na concentragdo do hormoénio podem ter prejudicado a célula e,
consequentemente, dois processos especificos na producdo do espermatozoide. O primeiro
envolve a adesdo da célula de Sertoli com a espermatide arredondada, que acabam sendo
destacadas prematuramente para o limen tubular, ndo formando os espermatozoides
(O’Donnell et al., 1996; Holdcraft e Braun, 2003; Smith e Walker, 2015). O segundo ponto
envolve o ciclo celular, pois na auséncia de sinalizagdo pela testosterona, as células
germinativas t€ém dificuldade em completar a meiose, ndo evoluindo a células haploides (Yeh
et al.,, 2002). Esses dois pontos podem explicar o aumento de tibulos seminiferos com
alteragdes morfologicas, tanto de grau leve como moderado. Problemas na adesdo celular
podem ter resultado no aumento de vacuolos, de descamacdo do epitélio e de células
germinativas no limen do tibulo seminifero. O nimero de espermatides arredondadas no
estadio 1 foi o tnico tipo de célula germinativa que sofreu uma diminuicao pela doenca, o que
corrobora com nossa hipotese. Assim, a HAP parece afetar a célula de Sertoli prejudicando a
transicdo da meiose. Outro exemplo ¢ a influéncia do processo de autofagia que, em niveis
normais, parece contribuir com a progressao meiotica (Wang et al., 2018). Provavelmente,
como a porcentagem de vesiculas 4cidas se encontram muito elevadas, ndo parece aqui haver
um efeito benéfico ao processo de meiose. Vale ressaltar que o processo de controle do ciclo

celular e o processo de apoptose inclui varias vias e componentes, sendo necessario trabalhos
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especificos para entendermos quais mecanismos moleculares podem estar sendo afetados pela
HAP e confirmar nossa hipotese. Como mostrado, o aumento nos niveis de testosterona sérica
de pacientes que praticaram TFR e a diminui¢ao de indices autofagicos em animais treinados
podem ser a explicacdo para a manutencdo do numero de espermatides arredondadas nos
animais com HAP treinados, bem como uma diminui¢ao em tubulos patologicos.

Como consequéncia de problemas no processo de meiose € na manutengao do epitélio
seminifero, a produgdo espermatica diaria diminuiu em animais com HAP. Isso indica, que a
doenca acaba prejudicando a produgdo de gametas masculinos, podendo resultar na formacao
de espermatozoides problematicos. Infelizmente, apesar de melhorar os niveis séricos de
testosterona, o TFR nao foi capaz de reverter a diminui¢ao na produgdo do espermatozoide.

Todas estas alteracdes patologicas e na funcionalidade do 6rgdo culminaram em
alteragdes dos componentes do parénquima testicular. A reducdo do numero de células
germinativas pela HAP resultou em diminuicdo do diametro do tubulo e da altura do epitélio
seminifero. No entanto, apesar do prejuizo na producdo do espermatozoide, o didmetro do
limen nao foi alterado. No compartimento intertubular, a HAP provocou um aumento no
numero de macrofagos, de vasos sanguineos e tecido conjuntivo. Os macrofagos induzem os
fibroblastos a sintese de coldgeno através de mediadores profibroticos, como o fator de
crescimento transformador (TGF)-B1 e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(Wynn e Barron, 2010). O aumento desta célula fagocitaria pode estar associado ao aumento
de tecido conjuntivo e vasos sanguineos no 6rgao, por haver uma interagao reciproca entre os
componentes mencionados (Wynn e Barron, 2010). O aumento de fibras de colageno € um dos
pontos centrais da HAP, uma vez que o deposito das fibras dificulta a remodelagdo vascular
(Tabima e Chesler, 2010; Schermuly et al., 2011). No parénquima testicular, o aumento de
componentes fibréticos pode resultar em problemas na comunicagdo entre compartimentos €

prejuizos a espermatogénese (Mouro et al.,, 2019). O exercicio fisico tem gerado dados
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satisfatorios no combate a marcadores inflamatdrios, principalmente em relagcdo a agdo do
endotélio no processo inflamatorio. O treinamento fisico melhora a capacidade de regeneragao
endotelial, aumentando o nimero de células endoteliais progenitoras, e diminuindo a expressao
e liberacdo de moléculas de adesdo, através do aumento da pressao de cisalhamento, que
dificulta a migracao de macrofagos pelo endotélio (You et al., 2013). Esse papel do exercicio
na resposta inflamatéria pode nos guiar a entender como o TFR melhorou os parametros dos
componentes do intertibulo modificados pela HAP.

As células de Leydig sao as células responsaveis pela esteroidogénese. A célula utiliza
do colesterol para produzir testosterona. Os baixos niveis de testosterona sérica nos indicam
alteracdes em parametros da célula de Leydig, onde descobrimos que quase todos as varidveis
envolvendo a célula foram diminuidas pela HAP. Como os niveis de colesterol estavam
elevados no testiculo de animais doentes e a testosterona sérica estava reduzida, acreditamos
haver algum problema no processo de producdo do andrégeno dentro da célula de Leydig. Essa
disfungdo pode ser em decorréncia de varios fatores ja mencionados, como a autofagia (Zhao
et al., 2018). Além disso, o aumento no niimero de macréfagos pode influenciar a producao da
testosterona através da produgdo de citocinas e de espécies reativas de oxigénio (EROs). Estes
fatores podem afetar desde a conversdo de colesterol a P450scc até na atividade da 17f3-
hidroxiesteroide desidrogenase (178-HSD) durante a conversio de androstenediona a
testosterona (Hales et al., 1999; Hales 2002). A diminui¢do de macréfagos em decorréncia do
TFR pode se um dos fatores que permitiram a elevagdo dos niveis de testosterona sérica.

Por fim, a doen¢a nao provocou um aumento nos marcadores de estresse oxidativo,
como 0 MDA e a PC. Entretanto, a atividade das enzimas CAT e GST foram reduzidas pela
HAP. As duas enzimas fazem parte da segunda linha de defesa antioxidante endogena,
convertendo o peroxido de hidrogénio (H202), formado pela SOD na conversdo do ion

superoxido, em agua (Bish et al., 2017). Assim, podemos assumir que ha um acimulo de H>O»
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no tecido gerando EROs que podem resultar em problemas na esteroidogénese (Wang et al.,
2015), na via autofagica (Filomeni et al., 2014) e, como consequéncia, na arquitetura testicular,
comprometendo a fertilidade masculina (Bish et al., 2017). O H>O> pode regular positivamente
a autofagia por varias vias (Filomeni et al., 2014; Ornatowski et al., 2020), o que vai de encontro
com nossos resultados com o laranja de acridina. A pratica de exercicio fisico pode melhorar
parametros relacionados a produ¢ao de EROs (Liguori et al., 2018). Aqui, melhoras na
atividade da catalase nos animais com HAP que praticaram o TFR pode ter diminuido os niveis

de H>O» no tecido e contribuido para nossos resultados.

5. Conclusao

Coletivamente, nossos resultados indicam que a HAP tem grande influéncia sobre os
testiculos. A doenca reduz a produgdo de testosterona, a atividade de enzimas antioxidantes e a
concentracdo de ON. Consequentemente, a HAP aumenta os niveis de autofagia e causa
desorganizacdo da histoarquitetura testicular, culminando em diminuicdo na producdo de
espermatozoides. Além disso, mostramos que o TFR ¢ capaz de melhorar a maioria destes
parametros alterados, induzindo a producdo de ON e do androgeno. Ainda assim, infelizmente,
o TFR nao foi capaz de proteger o epitélio seminifero dos danos causados pela HAP a ponto de
recuperar a producdo espermadtica diaria. Portando, novos estudos sdo necessarios para melhor
entendermos como a HAP altera a histofisiologia testicular, bem como estudos que busquem

novos tratamentos e associem diferentes terapias neste processo.
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Tabela suplementar 1: Parametros testiculares de ratos Wistas saudaveis, submetidos ou nao

ao treinamento fisico de resisténcia (TFR).

Parametros

Controle sedentario

Controle TFR

Peso corporal inicial (g)
Peso corporal final (g)
Ganho de peso corporal (g)
Testiculo (g)

Testiculos (g/100g)
Epididimo (mg)

Epididimo (mg/100g)
Prostata ventral (mg)
Prostata ventral (mg/100 g)
Vesicula Seminal (mg)

Vesicula Seminal (mg/100 g)

Morfometria Testicular

Diametro tubular (um)
Diametro luminal (um)
Altura do epitélio (um)
Propor¢do volumétrica
Compartimento Tubular (%)
Epitélio Seminifero (%)
Ttnica propria (%)

Lamen (%)

Compartimento Intertubular (%)

Proporg¢do volumétrica
Tecido conjuntivo (%)

Espago linfatico (%)

204,102 + 11,792

296,60 + 16,61
92,50 + 14,56
1,62+ 0,07
0,53 + 0,04
50,34 + 2,76
16,80 = 1,20
50,67 + 12,87
16,11 + 4,05
103,21 £27,28

34,90 £ 9,67

289,31+ 6,14
169,52 £ 11,74

59,90 + 5,60

84,96 + 0,21
59,17 + 0,62
5,08+ 0,14
20,71 % 0,69

15,04 +0.21

2,87 £ 0,60

0,38 + 0,24

207,30 £ 7,24
308,61 + 16,18
101,40 £ 20,42
1,60 + 0,09
0,51 £0,02
52,20 + 1,60
16,98 £ 1,14
63,14+ 13,58
21,18 £ 4,61
108,72 £22,36

35,21+ 7,09

317,02 +13,56"
186,90 £ 13,76

65,04 + 4,38

85,72+ 1,14
59,03 + 0,73
4,89 + 0,32
21,70 + 1,47

1428 +1,14

2,79 +£0,30

0,184 0,10



Vaso sanguineo (%)
Macrofagos (%)

Célula de Leydig (%)
Volume

Tecido conjuntivo (mL)
Espago linfatico (mL)
Vaso Sanguinea (mL)
Macrofagos (mL)

Células de Leydig (mL)

Morfometria das células de Leydig

Diametro nuclear (pum)
Porcentagem nuclear (%)
Porcentagem Citoplasmatica (%)
Volume nuclear (um?)

Volume Citoplasmatico (um?)
Volume celular (um?)

Numero de células/testiculo (x10°)

Morfometria da sec¢do tubular em estddio [

Espermatogonia do Tipo A

Espermatocito primario em préleptoteno/leptoteno
Espermatocito primario em paquiteno
Espermatide arredondada

Numero de células germinativas

Célula de Sertoli

Indice mitético

Indice meidtico

indice de célula de Sertoli

1,39+ 0,54
0,47+0,10

9,94 + 0,84

0,09 £ 0,01
0,01 + 0,008
0,04 £ 0,02
0,01 £ 0,005

0,30+ 0,07

6,80 % 0,25

1,78 0,60

8,16 % 0,55
165,48 + 18,85
833,19 + 276,98
998,67 + 258,61

3645,28 £31,51

3,37+0,35
33,45 +2,48
44,67 £ 4,62
103,30 = 13,78
184,82 + 8,98
7,29 +0,81
10,25 + 1,31
2,30 +0,17

15,36 £2,58

1,70 £ 0,67
0,35+0,10

9,26 £ 0,21

0,08 £+ 0,008
0,01 + 0,003
0,05+0,01
0,01 +0,003

0,27+ 0,03

7,08 £ 0,26

1,60 + 0,20

7,66 + 0,80
187,26 + 24,38

921,67 + 257,34

1108,93 + 280,05

3400,05 + 15,91

3,48 + 0,40
33,69 + 0,62
44,83 1,21
108,41 + 7,96
190,47 + 3,86

6,88 + 0,54

9,77 1,36

2,41£0,15

16,25 + 1,46
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Numero de células de Sertoli/testiculo (x10°)
Numero de células de Sertoli/g/testiculo (x10°)
Capacidade de suporte da célula de Sertoli
Rendimento da espermatogénese

Produgdo espermatica diaria (x10°)

Produgdo espermatica diaria /g/testiculo (x10°)

Bioquimica

Testosterona sérica (ng/dL)
Colesterol (mg/g de tecido)
Glicose (Ug/g de tecido)

Triglicerideos (mg/g de tecido)

Patologias

Tubulos normais (%)
Tubulos patologicos de grau leve (%)

Tubulos patologicos de grau moderado (%)

Estresse oxidativo

SOD (U/mg proteina)
CAT (kU/mL)

GST (umol/min/g)

ON (uM)

MDA (uM/mg proteina)
PC (nmol/ml)

FRAP (uM/Fe?")

9,07 £ 1,96
6,94 + 1,66
27,29 +£3,77
31,48 +£3,48
27,11 £3,96

18,32+ 4,29

73,26 £3,16
1,40 +£ 0,09

559,91 £ 99,32

14,73 + 1,64

9524+ 122
4,78 + 0,46

0,06 + 0,04

37,56 + 12,3
277,91 2925
23,36 + 3,51
2,62+0,17
25,12+ 5,68
15,63 + 1,58

0,19 + 0,02

8,17+ 1,48
5,72+ 1,09
28,22 4+2.31
31,4242,71
22,63 + 3,98

14,46 £ 2,01

70,76 + 5,01
1,49+ 0,19

412,47 £51,55"

11,19+ 3,30

92,02 + 5,81
8,02 + 5,04

0,16 £ 0,17

35,61 +9,57
243,29 + 30,54
19,15+ 4,57
2,97 +0,12°
19,89 + 2,30
16,76 + 3,54

0,21 +0,03



Viabilidade celular e atividade autofigica

Compartimento tubular
Células viaveis (%)

Células em processo (%)
Células inviaveis (%)
Atividade autofagica (%)
Compartimento intertubular
Células viaveis (%)

Células em processo (%)
Células inviaveis (%)

Atividade autofagica (%)

98,84 + 0,67
1,02 £ 0,02
0,75+ 0,07

10,33 £ 0,80

98,56 + 1,02
0,02 + 0,007
0,74 + 0,08

2,55+0,57

97,72 + 1,06
1,02 £0,01
0,97 £ 0,04

12,07 £ 1,53

98,74 + 0,50
0,02 + 0,006
0,98 £ 0,02

2,21+0,43
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Valores expressos em média £ D.P.M. "Diferenca significativa (p < 0,05) entre animais

saudaveis sedentarios (controle sednetario) e animais saudaveis submetido ao treinamento

fisico resistido (controle TFR) pelo teste ¢ de Student.
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CONCLUSOES GERAIS

Colaborando com a compreensdo da doenga hipertensao arterial pulmonar, concluimos
que os danos provocados nos pulmdes/coragdo acarretam em problemas sistémicos que
culminam em problemas testiculares, comprometendo a organizacdo do parénquima e
prejudicando a produgdo espermadtica. Ao mesmo tempo, mostramos que a pratica de
treinamento fisico resistido atenua os danos provocados pela doenca nos testiculos, trazendo
perspectivas para futuros trabalhos associando a pratica de atividade fisica ¢ medicamentos para

combater as injurias provocadas pela doenga.



ANEXO1

~ MINISTERIO DA EDUCACAO
UF \/ UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
PRO REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Universidade Federal de Vicosa

Campus Universitdrio - Vigosa, MG - 36570-900- Telefone: (31) 3612 2315

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa, CEUA/UFV,
certifica que o Processo n® 38/2021, com o Projeto de Pesquisa intitulado, “A Hipertensao
artéria pulmonar pode afetar 6rgaos niao-alvos de ratos Wistar machos?”, coordenado
pela professora Mariana Machado Neves do Departamento de Biologia Geral, esta de acordo
com a legislagio vigente, Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com as Resolugdes Normati-
vas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal, CONCEA e,
apresenta especificidade, caracterizando “4 ndo utilizagdo de animais vivos”, portanto sendo

aprovado por esta comissdo em 29 de junho de 2021.
CERTIFICATE

The Ethics Committee in Use of Animals of the University of Federal deVigosa, CEUA-UFV,
certify that the 38/2021 Process, with the Research Project titled, “Can Pulmonary Artery
Hypertension Affect Non-Target Organs in Male Wistar Rats?”, coordinated by Mariana
Machado Neves teacher of Department of General Biology, is of according to current legisla-
tion, Law No. 11,794, of October 08, 2008, with the Normative Resolutions issued by the
National Council for the Control of Animal Experimentation, CONCEA and, presents speci-
ficity, characterizing "Non-use of live animals", therefore being approved by this commission

in June 29, 2021.

Profa. Mariella Bontempo Duca de Freitas
) Coordenadora
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV

90



